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甲硝唑是硝基咪唑类抗生素，具有抗感染的作

用，是抗厌氧菌的首选药物 g)h，临床上多用于抗阿

米巴原虫、抗滴虫，艰难梭菌感染的腹泻的治疗g'h。

二甲硝咪唑对黑头组织滴虫、鞭毛虫等原虫，及坏

死厌氧丝杆菌、肠弧菌等细菌，具有显著抑制作用。

',甲基咪唑是用于生产甲硝唑和二甲硝唑等药物

的中间体g&,#h，可用作环氧树脂等固化剂，纤维织品

染料的辅助剂，制备泡沫塑料时的添加剂。

以乙醛、乙二醛、氨为原料经 C1Ta/Xa1bXi 反

应，可一步生成 ',甲基咪唑，该法反应后，于减压下

浓缩，冷却至室温，析出结晶即为产品，经分离后，

母液经进一步分离处理也可得到含量约 "%j的产

品。此法反应条件比较温和，原料易得，工艺简单，

操作方便，设备要求不高，反应收率为 @%j以上，成

本较低，这是目前国内大多数厂家采用的方法。其

反应方程式如下g7h：
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乙醛是一种无色、有强烈的刺激性气味易流动

液体，易溶于水、醇类等。乙醛是酒精中酵母发酵的

中间代谢物，是一种致癌物质g6$+h。研究表明，乙醛的

毒性大约是酒精毒性的 7<& 倍g@h，其能与机体内的各

种蛋白质或膜物质结合，形成乙醛$蛋白质加合物

而干扰多种酶的催化性质，影响细胞内多种代谢途

径和生物膜的完整性。乙醛与微管的结构蛋白l微管

蛋白f的高反应性赖氨酸残基结合，结果损害了微管
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的聚合和结构，并抑制了蛋白质、脂蛋白和糖蛋白

的分泌!"#。世界卫生组织已经将乙醛列为 $ 类致癌

物质清单中。因此，需要对乙醛的残留量加以控制。

由于乙醛为小分子化合物，易挥发，并且在紫外区

的吸收较低，无法进行高效液相色谱法检测。文献报

道乙醛的测定方法主要有衍生化法（液相色谱!%&'%(#或

紫外分光光度计测定!%)#）、气相色谱法（顶空进样!%*'%+#）

等。衍生化法操作复杂，实验步骤繁多，且衍生化试

剂具有较大毒性，未采用该方法。采用顶空进样法

测定乙醛时，笔者在实验中发现利用该方法测定乙

醛，加样回收率只有 $&,-$.,。因为乙醛沸点较

低，仅 $&/0 !，化学性质活泼，在持续高温条件下，

$'甲基咪唑会提供碱性环境，碱与乙醛中的 !'氢

结合，形成一个碳负离子，作为亲核试剂，立即进攻

另一个乙醛分子中的羰基碳原子，发生加成反应，

生成烷氧负离子，再结合一个质子，形成 "'羟基醛，

"'羟基醛受热易脱水生成 !，"'不饱和醛。故不能

采用该方法测定乙醛残留量。

本研究的目的是建立一种采用气相色谱检测 $'

甲基咪唑中乙醛残留量的方法。该操作简单，分析

速度快、毒性较小，可以消除样品对乙醛测定的干

扰。该方法根据 123 指导原则进行方法学验证!%.#，

具有一定的准确度、精密度和耐用性，从而测定乙

醛的残留量!%0#。

! !"#$%

%/% !" 456789: .0"&; 气相色谱仪（安捷伦，美

国）和 <)*%(4 自动进样器（安捷伦，美国），火焰离

子检测器（安捷伦，美国），=8::8> ?@$&*AB 电子天

平（梅特勒'托利多，瑞士）。

%/$ #$ 乙腈（色谱纯C 德国默克），乙醛（无水

级，47DEE69，批号 F%.&"&$&），$'甲基咪唑（平湖艾泊

有 限 公 司 ，$&%0&%$&； 嘉 兴 艾 森 有 限 公 司 ，

$&%.%&%%、$&%.%$$&、$&%.%$$&；湖北兴银河化工公

司，='$&%.%&%*&%）。

%/( %&

%/(/% 色谱条件 采用 4576789: A;'+$) 色谱柱

（.* G " *(& #G " ( #G），液体进样，进样量为 $ #H；

进样口温度为 $*& !；检测器温度为 $0& !；分流比

为 *I%；载气为 J

$

；恒流，流速 + GH·G69

'%；恒温：起

始温度 *& !，保持 */* G69；后运行：温度为 $)& !，

保持 %&/* G69，流量为 0 GH·G69

'%。

%/(/$ 乙醛残留量的计算

乙醛残留量（#）K 2

L

4

@

2

@

4

L

"%&&#

4

@

：供试品溶液中乙醛的峰面积；2M：供试品溶

液的溶度（G5·GH

'%）

4

L

：对照品溶液中乙醛的峰面积；2
L

：对照品溶

液的浓度（G5·GH

'%）。

%/(/( 溶液的制备 （%）供试品溶液的制备 ：取

$'甲基咪唑适量，精密称定，用乙腈溶解并定量稀释

成每 % GH含有 $'甲基咪唑 $& G5，作为供试品溶液。

（$）对照品溶液的制备：取无水级乙醛适量，精

密称定，用乙腈溶解并稀释成每 % GH 含有乙醛

)&& #5，作为乙醛对照品储备液。精密吸取 &/.* GH

乙醛对照品储备液置于 %&& GH 容量瓶中，加入乙腈

稀释并制成每 % GH含有乙醛 (#5，作为对照品溶液。

%/(/) 系统适应性试验 精密吸取乙醛对照品储

备液 $/* GH，置于 %& GH 容量瓶中加入乙腈稀释并

定容至刻度；作为系统适应性溶液，按色谱条件连

续进样分析 + 次，并记录色谱图。

%/(/* 专属性试验 制备适量浓度的乙二醛溶液、

供试品溶液、乙醛对照溶液及纯乙腈，分别进样各

分析 % 次，记录谱图。

%/(/+ 灵敏度试验

%/(/+/% 检出限和定量限：将乙醛对照品储备溶液

逐级稀释，要求检出限（HNAC 76G6: OP E8:8Q:6O9）信噪

比不小于 (，定量限（HNRC 76G6: OP STD9:6:U）的信噪比

不小于 %&。

%/(/+/$ 检出限和定量限的重复性：制备乙醛的 HNA

溶液，按色谱条件进样分析 (次，计算相对标准偏差。

%/(/+/( 定量限的准确度：将 + 份加入定量限浓度

乙醛的供试品溶液，按色谱条件依次进样分析 % 次，

计算相对标准偏差。

%/(/. 线性关系考察 在定量限至一定的浓度范

围内（包括限度浓度）制备 + 份浓度不同的乙醛溶

液，依次进样分析 ( 次，以峰面积为纵坐标，乙醛溶

液浓度为横坐标，绘制标准曲线，计算回归方程及

相关系数。

%/(/0 精密度试验 精密度实验需要进行重复性

实验和中间精密度实验。

（%）重复性：将 + 份加入限度浓度乙醛的供试品

溶液，按色谱条件依次进样分析 % 次，计算回收率。

（$）中间精密度：由不同的实验人员在不同的

时间、不同的仪器，使用不同的试剂，以 + 份加入限

度浓度乙醛的供试品溶液，按色谱条件依次进样分

析 % 次，分别计算 %$ 个供试品溶液回收率。

%/(/" 准确度 将加入 0&V的限度浓度乙醛、%&&,

限度浓度乙醛、%$&,限度浓度乙醛的供试品溶液各

(份，按色谱条件依次进样分析 % 次，计算回收率。

%/(/%& 耐用性 将加入限度浓度乙醛的供试品溶
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液分别以柱流量为 !"! #$·#%&

'( 和 )"! #$·#%&

'( 替

代 ) #$·#%&

'(，其他条件保持不变。以柱温 *+ !和

!, !替代 !- !，其他条件不变以及正常色谱条件

下，依次进样分析两次，分别计算不同变化条件下

的回收率。

("."(( 稳定性 将对照品溶液、供试品溶液、加入

限度溶液的供试品溶液，在 ,! / 内取 !（!!(-）个

时间点，各溶液分别进行分析 ( 次。分别计算 ! 个

对照品溶液中乙醛峰面积和 012，! 个供试品溶液

中乙醛峰面积和 012。

("."(, 样品检测 将限度浓度的乙醛溶液加入 !

批不同批号的 ,'甲基咪唑供试品溶液中，每个供

试品溶液按色谱条件依次进样分析 ( 次，计算乙醛

残留量。

! !"

,"( !"#$%&' 当采用气相色谱方法进行

检测或者方法学前，通常是需要确认色谱系统能够满

足当前的分析要求。这种测试的实质是电路、仪器、

样品和分析操作构成整个系统，需要做一个整体评

价。制备新的系统适应性溶液进行测试，结果见表 (。

由表 ( 可知，乙醛峰面积的 012（!3)）为 -"4-"

5,"-"，保留时间 012（!3)）为 -5("-"，拖尾因子

5,"-，理论塔板数6!- ---，符合系统适应性要求。

,", ()%&' 样品中可能存在其他成分的情

况下，所用分析方法能够准确地、选择性地检识被

测组分的能力，又称为选择性或专一性。主要是考察

杂质及其他成分对待检成分测定结果的影响，通过

空白试验来考察。结果见图 (7.。结果表明空白乙腈

对检测乙醛无干扰，乙二醛、,'甲基咪唑中及其杂质

在 !"! #%& 内均无检出，该方法专属性良好。

,". *+,&' 实验得乙醛的检出限为 -"!! !8·

#$

'(，定量限为 (". !8·#$

'(，$92 三针的保留时间

012（!3.）3-"-,," 5("-"；$9: 六针的保留时间的

012（!3)）3-"-(" 5 ("-"，六针峰面积的 012（!3)）

3(",,"5)"，均符合要求，证明该方法具有较好的

灵敏度。$9: 的 ) 个加样回收率在 (--",)7(-."(*

均在药典规定的回收率限度 +!"7 ((-"的范围内，

且 012（!3)）3(".("小于药典规定的 012 可接受

范围 *"。该方法具有一定的灵敏度。

,"* -%.!/0&' 由下图可知，乙醛在 (".)7

(++";) !8·#$

'( 内线性关系良好，线性方程为

<3(";() +='-"*(.，截距的绝对值 -"*(. 小于 (--"

响应值的 ,!"，线性方程的相关系数6-";;+，且 ) 个

响应因子 012（!3)）5(-"-"。表明其浓度与峰面积

有良好的线性关系。

编号 理论塔板数 分离度 拖尾因子 保留时间>#%& 峰面积

( !) !4; ,."+! -"4* *"!*. ,-.".-

, !! ;(, ,."*; -"4. *"!*. ,-4"-,

. !4 .-( ,.";- -"4* *"!*. ,-."4(

* !) ++; ,."+* -"4! *"!*. ,-*";,

! !4 .-( ,.";- -"4* *"!*. ,-!".*

) !) ++4 ,."+* -"4! *"!*. ,-)",.

平均数 !) +(, ,."+- -"4* *"!*. ,-!"-;

012>? -#;, -")) ("-( *"!*. -"4-

# " $%&'()*!"

#$% " &'()*+( ,-. /0(+'1 /)2+$%2*2+0

+ " ,-./ 3401+

526 " 47.-1$+-6.$1 -, $8'+-92+.2*'

+ ! .2 3401+

526 ! 47.-1$+-6.$1 -, $8'+$*:'70:'

+ ; 3456 3401+

526 ; 47.-1$+-6.$1 -, 12<': (-*)+2-9

+ =7(89:;!"+

526 = &'()*+( ,-. >29'$.2+0

@A

+-

)-

*-

,-

-
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- ( , . * !

@A

@A

#%&

*--

.!-

.--

,!-

,--

(!-
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-
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!"#$ !"#%&

"$% '()*+ 重复性试验的 & 个加样回收率

在 '($&!!)*+,$,#!均在 #%$,!)--,$,!的范围内，

且 ./0（!1&）1,2'-!小于 32,!。均符合药典要求。

表明该方法重复性良好。-" 份供试液回收率的 ./0

4!1-"）1-$"&! 5 3$,!，表明该实验方法的中间精密

度良好。

"$& ,-)*+ 由表 " 可知，! 个浓度的 ' 个加

样回收率在 ''$(3!)-,"$#(!均在 #%$,!)--,$,!的

范围内，且 '个加样回收率的 ./0（!1'）1-$-'!小于

3$,!，均符合药典要求。表明该方法准确度良好。

"$( ./0*+ 实验结果表明，当流速在（&"

,$%）67·689

:- 变化，& 个回收率均在 #%2,!)--,2,!

的范围内，且 & 个回收率的 ./0（!1&）1,2#'!小于

"2,!；起始柱温在（%,""）#变化，& 个回收率均在

#%2,!)--,2,!的范围内，且 ./0（!1&）1-2'(!小于

"2,!，证明该方法的耐用性较好。

"2# 120*+ 实验结果表明，样品供试液在

"% ; 内无乙醛产生；乙醛对照品溶液在 "% ; 内峰面

积 ./0（!1-!）1-2,&<53$,<；"& 个加样的乙醛回收

率在 #%$,<)--,$,<范围内，峰面积 ./0（!1"&）1

,$#-<53$,<，表明样品溶液、乙醛对照品溶液、加样

溶液在 "% ; 内是稳定的。

"$' 34*+ 结果表明，% 批样品中乙醛的含量

均低于最低检出限，未能检出，故 % 批样品均合格。

! !"

!$- 56789: 先后采用极性不同的色谱柱

=>8?@9A 0B:-（!+ 6$+2%! 66$! !6），=>8?@9A 0B:&"3

（!+ 6$+2%! 66$! !6），=>8?@9A 0B:C=D（!+ 6$+2%!

66$-!6），=>8?@9A:EE=F （&+ 6$%!+!6$!!6），根

据目标峰的保留时间、拖尾因子和理论塔板数及分

离度，选择 =>8?@9A 0B:&"3 毛细管柱，由于乙醛沸

点很低，故采用 =>?8?@9A 0B:&"3（(% 6$%!+ !6$!

!6）毛细管柱增加乙醛的保留。

!2" 7;<7=>89: 根据乙醛性质活泼，出

峰时间较早，样品 ":甲基咪唑对其测定无干扰，故

采用柱温恒温，后运行高纯氮尾吹的方法，目的是

将 ":甲基咪唑和高沸点杂质吹出色谱柱。根据目

标峰的保留时间、拖尾因子和理论塔板数及分离

度，确定柱温、柱流量。恒温：起始温度 %+ %，保持

%2% 689；后运行：温度为 "3+ %，保持 -+2% 689，流量

为 # 67·689

:-。

本文的目的是开发出一种快速、简易、环保的

采用液体直接进样方式检测乙醛残留量的气相色

谱方法。从最经济最耐用的非极性毛细管柱到极性

毛细管柱进行筛选，从不同的起始柱温、升温速率

及柱流量进行了色谱条件的优化来确定最佳检测

参数。乙醛溶剂残留在药典及 GHI 中没有明确的

限量要求，通过查阅以往药品注册数据、乙醛相关

毒理学数据及美国政府工业卫生学家会议推荐接

触限值，确定乙醛的限度为 -%+ JJ6。本方法根据

GHI 分析方法验证指导原则从系统适应性、专属

性、灵敏度、线性、精密度、准确度、耐用性、溶液稳

定性等方面对药物中间体 ":甲基咪唑中乙醛的残

留量进行方法学研究，结果表明该方法专属性强，

灵敏度高，结果准确可靠，具有良好的耐用性和稳

定性。
#$%&"
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