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稀戊二醛溶液为强消毒药，具有杀灭细菌、真菌、芽胞和
病毒作用、防腐作用，临床用于器械、仪器等的消毒 [1]。 其质量
标准收载于《中国药典》2010年版二部和《中国人民解放军医
疗机构制剂规范》2002年版，二者均采用滴定法测定戊二醛含
量。 目前国内文献报道的探索分析方法有紫外分光光度法 [2]、
气相色谱法[3]、高效液相色谱法 [4～6]等，其中有关 HPLC法测定
戊二醛含量的报道主要是对消毒剂规格的戊二醛溶液的测
定。 笔者通过 HPLC法对药用规格的稀戊二醛溶液戊二醛含
量测定的多次实验探索， 经对其方法学进行初步探讨， 认为
HPLC法测定方法简便、灵敏、重复性好。
1 仪器与试药

LC－10A高效液相色谱仪带紫外检测器（日本岛津公司），
超纯水机（成都品成科技有限公司），甲醇（色谱纯，天津市科
密欧化学试剂有限公司），水为自制超纯水。 戊二醛对照溶液
（德国 BASFSE巴斯夫股份公司，规格：50%，批号：20130814，
标示含量：50.7%，复标含量：50.3%），稀戊二醛溶液（自制，规
格：2%，批号：20130901，20130902，20130903）。
2 方法与结果
2.1色谱条件筛选
2.1.1流动相比例筛选：在流动相有机相与水相的比例上，选取
了甲醇∶水比例分别为 55∶45、50∶0、45∶55三个不同比例进行研
究。 精密量取供试品溶液 20μl注入液相色谱仪，记录色谱图，
如图 1。 试验结果如表 1所示。

表 1  流动相比例筛选的结果

图 1  不同比例流动相的戊二醛 HPLC图（甲醇∶水）
由表 1结果可知，流动相比例为 50∶50时，柱效更高，分离

度更大，拖尾因子更接近 1，因此选择甲醇∶水（50∶50）作为分析
的流动相比例。
2.1.2 流速的筛选： 根据上述色谱条件， 选取流速 0.5、0.8、
1.0ml/min三个条件进行比较。精密量取供试品溶液 20μl注入
液相色谱仪，记录色谱图，如图 2。 试验结果如表 2所示。

图 2  不同流速下戊二醛的 HPLC图
表 2  流速筛选的结果

由表 2结果可知，流速为 0.5ml/min时，柱效更高，分离度
更大，拖尾因子接近 1，峰更对称，因此选择 0.5ml/min作为分
析的流速。

流动相比例（甲醇∶水） 保留时间 理论塔板数 分离度 拖尾因子

55∶45 8.830 10944 被包裹 1.185

50∶50 9.079 10741 2.207 1.099

45∶55 9.818 9999 1.860 0.840

流速（ml/min） 保留时间 理论塔板数 分离度 拖尾因子

0.5 8.942 9942 2.278 1.050

0.8 5.614 8531 1.976 1.137

1.0 4.526 7655 1.862 1.118
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须通过实验证明。 本实验中，糖淤消胶囊对枯草芽孢杆菌具有
较强的抑菌作用，便说明了这一点。 同时也说明方法学验证是
不可或缺的重要步骤。

微生物限度检查方法学验证是一项长期、大量、繁杂的工
作，而药品的质量控制又是不可或缺、亟待解决的重要问题，
希望能有一个国家级部门收集、 整理全国各药检所及各类相
关单位进行各种药品方法学验证的资料，然后进行总结提高，

以期改变目前这种各自为政、重复试验、互不沟通，浪费大量
时间和人力物力的状况。
参考文献
[1]国家药典委员会.中华人民共和国药典（一部）[S].北京：化学
工业出版社，2010：79.
[2]中国食品药品检定研究院.中国药品检验标准操作规范[S].
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2.1.3检测波长的选择：以水为空白，在 200～300nm波长范围
内扫描，对稀戊二醛溶液进行吸收波长扫描选择，选定 235nm
为工作波长。

初步确定的色谱条件：色谱柱：AichromBond-AQ C18（安捷
伦）（4.6mm×250mm，5μm）；流动相为甲醇∶水（50∶50）；流速为
0.5ml/min；柱温：25℃；检测波长：235nm；进样体积为 20μl。 以
峰面积法计算含量，理论板数按戊二醛峰计算不低于 3500。
2.2溶液的配制：对照品溶液的制备，精密量取戊二醛对照溶液
1ml，置 100ml棕色量瓶中，用流动相溶解定容至刻度得 0.503%
的对照品储备液。 取上述储备液适量置于棕色量瓶中，用流动
相定容至刻度，配成浓度为202μg/ml溶液，作为对照品溶液。

供试品溶液的制备：精密量取本品（批号：20130902）1ml，
置于 100ml棕色量瓶中，用流动相溶解至刻度，制得约200μg/ml
溶液作为供试品溶液。

阴性对照溶液的制备： 由于稀戊二醛溶液是用 25%戊二
醛溶液加水稀释而成，故以水为阴性对照溶液。
2.3方法学考察
2.3.1线性范围： 精密量取戊二醛对照溶液 1ml于 100ml棕色
量瓶，加流动相溶解稀释至刻度，得 0.503%对照品储备液；分别
精密量取该储备溶液适量， 分别制成含有戊二醛浓度为 1010、
505、202、101、51μg/ml线性验证的溶液。 按上述色谱条件，分别
进样 20μl测定峰面积，记录色谱图。 以峰面积（Y）为纵坐标，浓
度 X（μg/ml）为横坐标，制作标准曲线，得回归方程：y=0.017x-
0.0068，r=0.9992（n=5），结果表明戊二醛在 51～1010μg/ml范围
内呈良好的线性关系。
2.3.2检测限和定量限：取线性研究中对照品溶液（51μg/ml）逐
渐稀释，按信噪比法，在 S/N≥10，确定戊二醛定量限为 30ng，
色谱图见图 3。 按信噪比 S/N≥3戊二醛检测限为 10ng，色谱
图见图 4。

图 3  戊二醛定量限 图 4  戊二醛检测限
2.3.3精密度试验：精密量取戊二醛对照溶液注入液相色谱仪，
连续进样 6次，记录戊二醛色谱图，计算其平均峰面积的 RSD
为 0.62%（n=6），说明仪器精密度较好。
2.3.4重复性：精密量取供试品溶液（批号：20130902）制成高、
中、低三个不同浓度的供试品溶液各三份，注入液相色谱仪，
记录色谱图。 结果表明，高、中、低浓度的样品进样，样品含量
的平均 RSD为 1.00%（n=9），说明重复性满足实验要求。
2.3.5回收率：分别精密量取对照品储备液（0.503%）适量置于
棕色量瓶中，用流动相稀释至刻度，制成高、中、低（含戊二醛
1212μg/ml、1010μg/ml、808μg/ml） 三个不同浓度的对照品溶
液。 另精密量取戊二醛溶液（批号：20130902） 各 1ml， 置于
100ml棕色量瓶中，流动相溶解至刻度，制得约 1000μg/ml的
供试品溶液。 分别精密量取上述供试品溶液各 1ml于 10ml的
棕色量瓶中，分别精密加入高、中、低对照品溶液 1ml（即每个
浓度制 3份）， 用流动相定容至刻度。 取上述对照品储备液
（0.503%）适量置于棕色量瓶中，用流动相定容至刻度，配成浓
度为 202μg/ml溶液，作为对照品溶液。 精密量取 20μl注入液
相色谱仪，记录色谱图。 结果见表 3。
2.3.6样品含量测定：分别精密量取供试品溶液（批号：20130901、
20130902、20130903），按上述色谱条件，进样测定，三批戊二
醛溶液的标示百分含量分别为 101.1%、100.7%和 101.3%，按
《中国人民解放军医疗机构制剂规范》2002年版[1]的滴定方法，
对 3批供试品溶液含量进行测定， 结果标示百分含量分别为

109.3%、109.0%、109.4%，两种检测方法样品含量均符合《中国
人民解放军医疗机构制剂规范》 中对稀戊二醛溶液含量限度
要求（90.0%～110.0%）。
3 讨 论

稀戊二醛溶液临床使用时分为酸性和碱性两种。 酸性戊
二醛溶液，pH值约为 4.0时， 消毒作用强，60℃20分钟即可杀
灭芽胞；缺点是对金属有腐蚀性。 碱性戊二醛溶液系由 2%戊
二醛溶液加 0.3%碳酸氢钠配制而成，pH值为 7.8～8.5时，消毒
作用强，且不腐蚀金属材料和仪器；缺点是稳定性差，宜新鲜
配制。 本文试验中采用酸性戊二醛溶液。

稀戊二醛溶液配制操作应遮光， 配制用水应尽量避免金
属离子带入，配制后应密封并置凉暗处保存，因戊二醛在空气
中易发生自身氧化反应， 有光照或有微量金属离子存在时能
加速分解，可导致含量降低，并影响临床使用效果。

本试验中，采用 HPLC法和文献 [1]硫酸滴定液滴定法同时
测定戊二醛的含量，并对两种方法测得的含量进行比较，两组
数据之间无显著差异。 滴定法是依靠指示剂颜色变化指示滴
定终点， 终点色由蓝色至蓝绿色， 终点的指示目测判断不敏
锐，往往以空白颜色为终点色，容易造成误差，影响结果真实
性。 而高效液相色谱法操作简便、专属性强、结果准确可靠，可
适用于戊二醛的含量测定控制。
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表 3  稀戊二醛溶液加样回收率结果（n=18）

低浓度 0.2252 0.1019 0.1212 101.7 100.9 1.36

0.2257 0.1019 0.1212 102.1

0.2246 0.1019 0.1212 101.2

0.2254 0.1019 0.1212 101.9

0.2214 0.1019 0.1212 98.6

0.2232 0.1019 0.1212 100.1

中浓度 0.2040 0.1019 0.1010 101.1 101.3 0.42

0.2042 0.1019 0.1010 101.3

0.2038 0.1019 0.1010 100.9

0.2049 0.1019 0.1010 101.9

0.2038 0.1019 0.1010 100.9

0.2047 0.1019 0.1010 101.7

高浓度 0.1830 0.1019 0.0808 100.3 101.1 0.61

0.1837 0.1019 0.0808 101.2

0.1840 0.1019 0.0808 101.7

0.1843 0.1019 0.0808 102.0

0.1834 0.1019 0.0808 100.8

0.1832 0.1019 0.0808 100.6

组别 测得含
量（μg）

样品浓度
（μg/ml）

加入量
（μg/ml）

回收率
（%）

平均回收
率（%）

RSD
（%）
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