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柱前衍生高效液相色谱法

测定尼莫地平注射液中的甲醛和乙醛

顾晓风 1，杨袁 1，郝刚 1，唐倩倩 2

（1. 苏州市药品检验检测研究中心，江苏苏州　215104 ；　2. 山东绿叶制药有限公司，山东烟台　264670）

摘要　建立柱前衍生高效液相色谱测定尼莫地平注射液中甲醛和乙醛含量的方法。以 2，4- 二硝基苯肼为衍生

化试剂，室温反应 30 min，采用高效液相色谱法检测，色谱柱为 Waters XBridge C8 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流

动相为乙腈 – 水（体积比为 50∶50），等度洗脱，流量为 1.0 mL/min，柱温为 30 ℃，检测波长为 360 nm，进样体积为 20 

μL。甲醛、乙醛的色谱峰面积与质量浓度分别在 0.01～1.00 μg/mL、0.01～1.20 μg/mL 范围内线性关系良好，相关系

数均为 0.999 9，测定结果的相对标准偏差分别为 0.86% 和 1.02%（n=6），平均加标回收率分别为 104.3% 和 92.0%。
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Determination of formaldehyde and acetaldehyde in Nimodipine injection
by HPLC with pre-column derivatization

GU Xiaofeng1, YANG Yuan1, HAO Gang1, TANG Qianqian2

(1. Suzhou Institute for Drug Control, Suzhou　215104, China;

2. Shandong Lyuye Pharmaceutical Co., Ltd., Yantai　264670, China)

Abstract　A HPLC method was established for the quantitative determination of formaldehyde and acetaldehyde 
in Nimodipine injection with pre-column derivatization. Formaldehyde and acetaldehyde reacted with 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) for 30 min at room temperature. The phenylhydrazone compounds were simultaneously 
detected by HPLC. The chromatographic column was Waters XBridge C8 column(250 mm×4.6 mm, 5 μm), the mobile 
phase was acetonitrile–water (50∶50), and the flow rate was 1.0 mL/min. The column temperature was 30 ℃ . The 
detection wavelength was 360 nm. The volume of injection was 20 μL. The chromatographic peak area of formaldehyde 
was linear with the mass concentration in the range of 0.01–1.00 μg/mL with the corelation coefficient of 0.999 9, and the 
chromatographic peak area of acetaldehyde was linear with the mass concentration in the range of 0.01–1.20 μg/mL with 
the corelation coefficient of 0.999 9. The relative standard deviations of the detection results from parallel tests were 0.86% 
and 1.02% (n=6), and the average recoveries were 104.3% and 92.0%, respectively.
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尼莫地平为第 2 代二氢吡啶类 Ca2+ 拮抗剂，其

注射剂是预防和治疗动脉瘤性蛛网膜下腔出血后

脑血管痉挛引起的缺血性神经损伤的首选药［1–2］。

尼莫地平为难溶性药物，处方中可通过添加聚乙二

醇 400 提高尼莫地平的溶解性。聚乙二醇为环氧

乙烷和水缩聚而成的混合物，具有以氧乙烯基为重

复单位组成的线性链状结构，常作为助溶剂、稳定

剂、乳化剂应用于药物制剂中，属于高风险性药用

辅料［3］。《中国药典》定义药用辅料为生产药品和

调配处方时使用的赋形剂和附加剂，与药物的不相

容性表现在其本身与药物的反应及辅料中的杂质与

药物的反应，可能对制剂的质量、安全性和有效性产

生影响［4–5］。聚乙二醇类药用辅料为聚氧乙烯的大

分子聚合物，受光照或金属离子催化时会发生自氧
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化反应，生成甲醛和乙醛等小分子杂质［6］，这些杂质

可能与尼莫地平中的敏感官能团发生缩合反应，引

发主药的降解；同时，甲醛和乙醛均被世界卫生组

织公布为 1 级致癌物质，在体内会增加氧化应激和

氧化损伤，引起基因突变、染色体损伤，甚至引起严

重的染色体重排，导致各种血癌［7］。按照自氧化反

应的机理，制成制剂后，聚乙二醇类药用辅料的自氧

化反应并不会停止，而随着贮存时间的延长，制剂中

甲醛和乙醛含量可能会比辅料中含量有所提高，故

控制制剂中甲醛和乙醛的含量，对有效控制高风险

制剂的安全性有重要意义。

《中国药典》2020 年版采用紫外衍生化法测定

聚乙二醇类药用辅料中甲醛的含量，对乙醛未作控

制［3］。添加了聚乙二醇类药用辅料的制剂，对其中

降解产物甲醛和乙醛的测定未见报道。测定原料

药、药用辅料、食品等中甲醛含量的方法有分光光

度法［8–9］、气相色谱法［10–11］、液相色谱法［12–15］、离子

色谱法［16］等。分光光度法易受其它杂质如烯烃等

物质的干扰，专属性不强；离子色谱法仪器昂贵，普

及性不如气相和液相色谱法。

笔者尝试用顶空气相色谱法测定尼莫地平注

射液中甲醛和乙醛的含量，结果表明乙醛色谱响应

较差，方法灵敏度达不到要求，故采用 2，4- 二硝基

苯肼（DNPH）进行柱前衍生化后以高效液相色谱

法测定，该方法灵敏度高，操作简便，准确度好。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：LC–2010CHT 型，附带 LC 
Solution 工作站，日本岛津公司。

电子天平：XS205DU 型，感量为 0.1 mg，瑞士

梅特勒 – 托利多公司。

乙腈：色谱纯，霍尼韦尔贸易（上海）有限公司。

2，4- 二硝基苯肼：分析纯，上海麦克林生化科

技有限公司。

盐酸：优级纯，中国医药集团有限公司。

乙醇：色谱纯，德国默克股份两合公司。

枸橼酸、枸橼酸钠：均为分析纯，中国医药集团

有限公司。

甲醛水溶液标准物质：100 μg/mL，标准物质

编号为 BW 20040–100–W–20，国家标准物质中心。

乙醛对照品：质量分数为 99.3%，中国食品药品

检定研究院。

尼莫地平对照品：质量分数为 99.7%，中国食品

药品检定研究院。

尼莫地平注射液样品：规格为 10 mg （50 mL），
德国拜耳医药保健有限公司。

实验用水为去离子水，由密理博纯水仪制得。

1.2　色谱条件

色 谱 柱：Waters XBridge C8 柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相：乙腈 – 水（体积比为 50∶50），
流量为 1.0 mL/min ；柱温：30 ℃；检测波长：360 
nm ；进样体积：20 μL。
1.3　溶液配制

1.3.1　衍生化溶液

取 2，4- 二硝基苯肼 0.2 g，置于 50 mL 棕色容

量瓶中，加入乙腈约 40 mL 及盐酸 3 mL，超声 10 
min 使 2，4- 二硝基苯肼溶解，放冷，用乙腈稀释至

标线。临用新制。

1.3.2　甲醛和乙醛混合对照品储备液

取甲醛水溶液标准物质和乙醛对照品适量，用

水稀释成质量浓度分别为 10.0，12.0 μg/mL 的甲醛

和乙醛混合对照品储备液。

1.3.3　甲醛、乙醛系列混合标准工作溶液

精密移取甲醛和乙醛混合对照品储备液 0.01、
0.02、0.05、0.1、0.5、1 mL，分别置于 10 mL 容量瓶

中，加入乙腈 1 mL，摇匀，再加入 1 mL 衍生化溶液，

摇匀，置于暗处，于室温下反应 30 min，用乙腈稀释

至标线，摇匀，制得甲醛质量浓度分别为 0.01、0.02、
0.05、0.1、0.5、1 μg/mL，乙醛质量浓度分别为0.012、
0.024、0.06、0.12、0.6、1.2 μg/mL 的系列混合标准工

作溶液。

1.3.4　样品溶液

精密移取尼莫地平注射液 2 mL，置于 10 mL 容

量瓶中，加入乙腈 1 mL，摇匀，再加入 1 mL 衍生化

溶液，摇匀，置于暗处，于室温下反应 30 min，用乙

腈稀释至标线，摇匀。

1.3.5　空白对照溶液

按处方取尼莫地平、乙醇、枸橼酸、枸橼酸钠，

配制不含有聚乙二醇 400 的空白溶液。取空白溶液

2 mL，置于 10 mL 容量瓶中，按 1.3.4 方法进行衍生

化，作为空白对照溶液。

1.4　实验方法

取甲醛和乙醛系列混合标准工作溶液及样品

溶液，按 1.2 色谱条件进样分析，记录色谱峰面积，

建立甲醛和乙醛的标准工作曲线，计算线性方程，利

用标准曲线法计算样品中甲醛和乙醛的含量。
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2　结果与讨论

2.1　衍生化条件的选择

由于缺少发色基团，甲醛和乙醛需借助衍生化

试剂生成衍生化产物。目前最常用的紫外衍生化试

剂是 2，4- 二硝基苯肼（DHPH）。在偏酸性条件下，

DHPH 与甲醛、乙醛反应，分别生成甲醛 –2，4- 二硝

基苯腙（甲醛 –DNPH）和乙醛 –2，4- 二硝基苯腙（乙

醛 –DNPH），该类化合物于 350～380 nm 波长处有

强紫外吸收，结合高效液相色谱分离技术，可建立具

有灵敏度高、专属性强等优点的检测方法。

分别使用 0.5、1、2 mL 衍生化溶液，考察衍生化

试剂用量对测定结果的影响。结果表明，使用 1 mL
衍生化溶液所得色谱峰面积大于使用 0.5 mL 衍生

化溶液样品的色谱峰面积，而与使用 2 mL 衍生化

溶液相比，样品色谱峰面积无显著性差异，故选择使

用 1 mL 衍生化溶液 .
分别将样品置于室温和 45 ℃恒温水浴中反应

30 min 和 45 min，考察衍生化反应温度与时间对测

定结果的影响，结果表明于室温反应 30 min，即可

反应完全，故确定衍生化条件为加入 1 mL 衍生化

溶液，置于暗处室温下反应 30 min。
2.2　色谱条件的选择

2.2.1　检测波长

衍生化产物甲醛 –DNPH 的乙腈溶液在 350 nm
波长处有最大紫外吸收，乙醛 –DNPH 的乙腈溶液

则在 360 nm 波长处有最大紫外吸收，试验结果表明

两个波长下样品的测定结果无明显差异，结合文献

［7］，选择检测波长为 360 nm。

2.2.2　色谱柱

参考文献［7］［14］分别考察 C8 和 C18 色谱柱，

试验结果表明，常见的 C8 和 C18 色谱柱均能将目

标物完全分开，而 C18 色谱柱目标物峰保留时间较

长，拖尾因子较 C8 色谱柱大，故选择 C8 柱。比较了

Agilent zorbax C8 和 Waters XBridge C8 色谱柱，后

者色谱峰形更加对称尖锐，故选择 Waters XBridge 
C8 柱 (250 mm×4.6 mm，5 μm)作为实验用色谱柱。

2.2.3　流动相

文献报道多以乙腈 – 水系统为流动相测定甲

醛 –DNPH 和乙醛 –DNPH。分别考察不同配比的

乙腈与水作为流动相的分离分析效果，结果表明当

乙腈与水体积比为 65∶35 时，两个目标峰在 5 min
内出峰，甲醛 –DNPH 峰与衍生化试剂峰分离度仅

为 1.5 ；当乙腈 –水体积比为 35∶65时，甲醛 –DNPH

峰和乙醛 –DNPH 峰的保留时间分别为 16.4 min
和 24.4 min，峰形明显展宽；当乙腈体积分数为

45%～55% 时，均能得到峰形对称、分离度良好的色

谱峰，故选择乙腈与水的体积比为 50∶50。
2.2.4　柱温

分别考察柱温 30、35、40℃对测定结果的影响，

结果表明除保留时间略有不同外，测定结果无明显

差异，故选择柱温为 30 ℃。

2.3　系统适用性试验

精密量取空白对照溶液、甲醛质量浓度为 0.1 
μg/mL 和乙醛质量浓度为 0.12 μg/mL 的混合标

准工作溶液、样品溶液各 20 μL，分别注入色谱仪，

按 1.2色谱条件测定，色谱图如图 1所示。结果表明，

衍生化产物甲醛 –DNPH 峰和乙醛 –DNPH 峰的理

论板数均大于 10 000，拖尾因子小于 1.2，分离度大

于 5.0。尼莫地平及其它物质对甲醛 –DNPH 峰和

乙醛 –DNPH 峰的测定均无干扰。
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（C）样品溶液

1—甲醛 –DNPH ；  2—乙醛 –DNPH ；  3—尼莫地平

图 1　高效液相色谱图

2.4　线性关系和检出限

取甲醛、乙醛系列混合标准工作溶液，按照质

量浓度从低到高依次进样分析，记录色谱图，以质量

浓度 X（μg/mL）为自变量、色谱峰面积 Y 为因变

量进行线性回归，得回归方程和相关系数。

取甲醛质量浓度为 0.1 μg/mL 和乙醛质量浓

度为 0.12 μg/mL 的混合标准工作溶液，逐级稀释，

测定并记录色谱峰面积。以信噪比 3∶1 对应的质
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量浓度作为检出限。

甲醛、乙醛的质量浓度线性范围、线性方程、相

关系数和检出限列于表 1。
表 1　甲醛、乙醛的质量浓度线性范围、线性方程、相关系数及检出限

成分
质量浓度 /
(μg · mL–1) 线性方程 相关系数

检出限 /
(μg · mL–1)

甲醛
乙醛

0.01～1.00
0.01～1.20

y=751 873x–1 571.8
y=525 409x–2 445.3

0.999 9
0.999 9

0.003
0.004

由表 1 可知，甲醛、乙醛的质量浓度分别在

0.01～1.00 μg/mL 及 0.01～1.20 μg/mL 范围与色

谱峰面积具有良好的线性关系，线性相关系数均为

0.999 9。该法测定甲醛、乙醛的检出限分别为0.003、
0.004 μg/mL。
2.5　精密度试验

取同一批号样品 6 份，按 1.3.4 方法制备样品溶

液，进样测定后记录色谱图，用色谱峰面积标准曲线

法定量，甲醛、乙醛的质量浓度测定结果见表 2。由

表 2 可知，甲醛、乙醛测定结果的相对标准偏差分别

为 0.86%、1.02%，表明本方法测量精密度良好，满足

分析要求。
表 2　精密度试验结果

成分
质量浓度 /(μg · mL–1) RSD/

%测定值 平均值

甲醛
乙醛

0.111，0.112，0.113，0.111，0.110，0.112
1.451，1.460，1.453，1.459，1.476，1.490

0.11
1.46

0.86
1.02

2.6　加标回收试验

取甲醛、乙醛质量浓度分别为 0.1、1.5 μg/mL
的混合标准溶液，精密移取样品 1.0 mL，置于 10 
mL 容量瓶中，平行制备 9 份，每 3 份一组，每组分

别精密加入上述甲醛和乙醛混合标准溶液 0.6、1.0、
1.4 mL，再加入 1 mL 衍生化溶液，摇匀，置于暗处于

室温下反应 30 min，用乙腈稀释至标线，摇匀后进

样测定，计算回收率，结果列于表 3。由表 3 可知，

3 个加标水平甲醛、乙醛的平均加标回收率分别为

104.3%、92.0%，表明本方法测量准确度较高，满足

分析要求。
表 3　加标回收试验结果

成分 本底质量 /μg 加入质量 /μg 平均测得质量 /μg 回收率 /% 平均回收率 /%

甲醛 0.106
0.060
0.100
0.140

0.170
0.209
0.250

106.74
103.36
102.76

104.3

乙醛 1.460
0.903
1.506
2.108

2.298
2.831
3.403

92.78
91.04
92.19

92.0

3　结语

建立了柱前衍生化 HPLC 法，对尼莫地平注射

液中的甲醛、乙醛进行测定，方法操作简单，灵敏度

高，准确度高。该法有助于指导生产企业选择更优

质的药用辅料，以提高药物的安全性。
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