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摘要：研究同时测定注射液中多种防腐剂的两种常见方法

（ＨＰＬＣ、ＧＣ—ＭＣ）。通过试验发现在采用 ＨＰＬＣ法测定

时，ＶＷＤ紫外检测器选取检测波长为２３０ｎｍ，流动相中甲

醇与水的比例为５０∶５０时，出峰和分离效果较差，色谱峰易

出现拖尾现象；而采用ＧＣ—ＭＳ法测定，响应值和分离效果

较好，易定性和定量。结果表明：ＧＣ—ＭＳ法测定注射液中

防腐剂出峰和分离效快捷方便，其检测防腐剂成分的峰面积

与浓度的线性关系良好（狉＞０．９９４），加样回收率为８５．０６％～

８８．９８％。ＧＣ—ＭＳ法灵敏较度高，操作快捷，准确性重现性

好，样品预处理简单，是注射液中各种成分防腐剂含量测定

的理想检测方法。
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　　防腐剂是指用于加入到食品、药品、颜料、生物标本等，

以延迟微生物生长或化学变化引起的腐败的天然或合成的

化学成分。根据使用习惯，用于固体、半固体制剂中称为防

腐剂的天然或合成的化学成分，在滴眼剂和注射剂中也称为

“抑菌剂”，食品工业中称为“保存剂”［１］。注射液中常见的防

腐剂有苯甲酸、苯甲醛、苯甲酸钠、苯酚、山梨酸、山梨酸钾、

对羟基苯甲酸酯等３２种
［２］。

　　大量的临床观察和试验
［３－４］表明，防腐剂对人体存在一

定的毒副作用，因此需对注射液中防腐剂的含量进行测定控

制，确保临床用药的安全。

　　当前，国内外测定防腐剂的方法有很多，如光谱法、毛细

管电泳法、离子色谱法、分光光度法等［５－９］，使用最多的是色

谱法。中国国标对防腐剂的检测主要针对某一种防腐剂采

用色谱法，不易实现对同一样品中多种防腐剂的同时检测。

ＢａｈｒｕｄｄｉｎＳａａｄ等
［１０］采用高效液相色谱法同时测定食品中

的苯甲酸、山梨酸、对羟基苯甲酸甲酯及对羟基苯甲酸丙酯４

种防腐剂，目标组分在２５ｍｉｎ之内得到了分离。

　　本研究拟分别以高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）和气质联用

法（ＧＣ—ＭＳ）两种方法同时测定注射液中常用的４种防腐

剂苯甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基苯甲酸乙酯。通过两种方法

在检测防腐剂的出峰、分离效果、分离时间以及试验结果的

对比，比较两种研究方法针对注射液中防腐剂检测的工作效

率，从而筛选出一种更适合于注射液中防腐剂的检测方法。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　供试样品：鸡矢藤注射液、地龙注射液、苯甲醇注射液、

安钠咖注射液、盐酸罂粟碱注射液、复方庚酸炔诺酮注射液、

螨变应原注射液、胰岛素注射液、苦参素注射液、心肌康注射

液等１０种注射液，市售；

　　苯甲酸、苯酚、苯甲醛、对羟基苯甲酸乙酯：优级纯，贵州

迪大生物科技有限公司；

　　甲醇：色谱纯，国药集团化学试剂有限公司；

１．１．２　仪器

　　高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型，配 ＶＷＤ检测器，美

国安捷伦公司；
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　　气质联用仪：Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ／５９７５Ｃ型，美国安捷伦公司；

　　电子天平：ＴＰ１１４型，丹佛仪器有限公司；

　　超声波清洗机：ＳＧ８２００ＨＰＴ型，上海冠特超声仪有限公司。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件

　　（１）高效液相色谱法条件：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８

（４．６ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ）液相色谱柱，流动相为甲醇∶水

（５０∶５０，犞∶犞）；流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；测定波长为２３０ｎｍ；柱

温为２８℃；进样体积为１０μＬ。

　　（２）气质联用法条件：ＨＰ５ｍｓ石英毛细管柱（３０ｍｍ×

０．２５ｍｍ×０．２５μｍ），采用程序升温，柱温起始温度为

１００℃，以１０℃的升温速率升至２５０℃，维持３ｍｉｎ；再以

５℃的升温速率升至１５０℃，维持２ｍｉｎ；质谱条件：离子源：

ＥＩ（７０ｅＶ）；离子源温度２３０℃；四级杆温度１５０℃；接口温

度２００℃；溶剂延迟３ｍｉｎ；采集模式：全扫描。

１．２．２　标准溶液的配制

　　（１）各标准储备液（０．１ｍｇ／ｍＬ）的制备：用电子天平准

确称取苯甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基苯甲酸乙酯各０．０１０ｇ，

分别置于洁净的５０ｍＬ的烧杯中，加一定量５０％甲醇搅拌

至完全溶解后，玻璃棒引流转至４个１００ｍＬ洁净干燥的容

量瓶中，用５０％的甲醇溶液清洗烧杯２～３次并倒入容量瓶

中，定容，振荡并贴上标签，备用。

　　（２）混合标准储备液（１ｍｇ／ｍＬ）的制备：用电子天平准

确称取苯甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基苯甲酸乙酯各０．１００ｇ，

置于洁净的５０ｍＬ的烧杯中，加一定量５０％甲醇搅拌至完

全溶解后，玻璃棒引流转至１００ｍＬ洁净干燥的容量瓶中，用

５０％的甲醇溶液清洗烧杯内壁２～３次并倒入容量瓶中，定

容，振荡并贴上标签，备用。

　　（３）混合标样系列溶液的配制：用移液枪分别准确量取不

同体积的混合标准储备液（１ｍｇ／ｍＬ）置于１０ｍＬ容量瓶中，用

５０％的甲醇溶液定容至刻度，即配制成混合标样系列溶液。

２　结果与讨论
２．１　ＨＰＬＣ法测定标准溶液的色谱图

２．１．１　单个标准溶液的检测及色谱图的绘制　将已经制备

好的苯甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基苯甲酸乙酯单个标准储备

液（０．１ｍｇ／ｍＬ）通过针头过滤器过滤后，按仪器条件进样进

行测定，其色谱图见图１～４。

２．１．２　混合标准溶液的检测色谱图　测定已经制备好的苯

甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基苯甲酸乙酯混合标准储备液

（１ｍｇ／ｍＬ），其色谱图见图５。

图１　苯甲酸标准溶液的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ（ＨＰＬＣ）

图２　苯甲醛标准溶液的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＨＰＬＣ）

图３　苯酚标准溶液的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｈｅｎｏｌｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＨＰＬＣ）
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图４　对羟基苯甲酸乙酯标准溶液的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＨＰＬＣ）

图５　混合标准溶液的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（ＨＰＬＣ）

　　由图１～５可知：① 混合标准溶液的分离效果不好，第２

色谱峰和第３色谱峰未能分离开来，即在４ｍｉｎ左右的色谱

峰未分离，原因可能是流动相或流动相配比没有调整好；

② 苯甲酸和苯甲醛的分离效果好，对羟基苯甲酸乙酯的分

离效果最差，色谱峰脱轨，没有形成很好的色谱峰。综上，高

效液相色谱法测定时流动相的调整过于复杂，难以优化。

２．２　气质联用法测定标准溶液的色谱图和质谱图

　　混合标样系列溶液通过针头过滤器过滤后，按仪器条件

进样进行测定，结果表明：混合标准溶液的色谱图出峰较好，
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分离效果好。混合标准溶液的 ＧＣ色谱图和各标准溶液的

质谱图见图６～１０。

图６　混合标准溶液的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（ＧＣ）

图７　防腐剂苯甲醛标准溶液的质谱图

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

图８　防腐剂苯酚标准溶液的质谱图

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｌ
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图９　防腐剂苯甲酸标准溶液的质谱图

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ

图１０　防腐剂对羟基苯甲酸乙酯标准溶液的质谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１０　Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，４ｈｙｄｒｏｘｙ，ｅｔｈｙｌ

ｅｓｔｅｒｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．２．１　气质联用法测定标准溶液及标准曲线的绘制　混合

标样系列溶液，通过针头过滤器过滤后，按仪器条件进样检

测。结果（图１１～１４）表明，当苯甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基

苯甲酸乙酯的浓度在试验范围内，峰面积与标准溶液溶度线

性关系良好，相关系数为０．９９４３～０．９９９９。
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图１１　防腐剂苯甲醛标准液线性图

Ｆｉｇｕｒｅ１１　Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ

ｌｉｎｅａｒｇｒａｐｈ

图１２　防腐剂苯酚标准液线性图

Ｆｉｇｕｒｅ１２　Ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｌｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅ

ｌｉｎｅａｒｇｒａｐｈ

图１３　苯甲酸标准液线性图

Ｆｉｇｕｒｅ１３　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ

图１４　防腐剂对羟基苯甲酸乙酯标准液线性图

Ｆｉｇｕｒｅ１４　Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，４ｈｙｄｒｏｘｙ，ｅｔｈｙｌ

ｅｓｔｅｒｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｌｉｎｅａｒｇｒａｐｈ
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２．２．２　气质联用方法的回收率和精密度　采用在样品中加

标的方法进行回收率和精密度的测定，对未检出防腐剂的注

射液分别添加０．１０，０．０３，０．０１ｍｇ／ｍＬ的混合标准溶液，每

种浓度溶液测定３次，结果见表１。由表１可知，３个添加浓

度水平下的４种防腐剂的回收率为８５．０６％～８８．９８％，方法

精密度为０．５４％～０．８９％。表明方法的准确度和精密度高。

表１　回收率和方法精密度试验结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｒｅｓｕｌｔｓ

名称
０．１０ｍｇ／ｍＬ

回收率／％ 精密度／％

０．０３ｍｇ／ｍＬ

回收率／％ 精密度／％

０．０１ｍｇ／ｍＬ

回收率／％ 精密度／％

苯甲酸 ８８．６５ ０．５４ ８７．５２ ０．６２ ８６．７５ ０．６４

苯甲醛 ８８．８９ ０．７７ ８７．４６ ０．８４ ８６．７９ ０．８８

苯酚 ８６．７６ ０．８２ ８５．４７ ０．８５ ８５．０６ ０．８９

对羟基苯甲酸乙酯 ８８．９８ ０．７６ ８７．４５ ０．８２ ８６．３２ ０．８５

２．２．３　气质联用法在实际样品中的检测　取已采集的注射

液样品１０个，并顺序标注编号为注射液１、注射液２、注射

液３、注射液４、注射液５、注射液６、注射液７、注射液８、注射

液９和注射液１０。按气质联用法的进样条件进样，检测

１０个样品中的防腐剂种类及其含量，结果见２。

表２　实际样品检测结果

Ｔａｂｌｅ２　Ａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ ｍｇ／ｍＬ　

样品名称 苯酚 苯甲醛 苯甲酸 对羟基苯甲酸乙酯

注射液１ 未检出 ０．０２０２ 未检出 未检出

注射液２ ０．０１８９ 未检出 未检出 未检出

注射液３ 未检出 ０．０３６５ 未检出 未检出

注射液４ 未检出 未检出 ０．０２４７ 未检出

注射液５ 未检出 未检出 未检出 ０．０３４２

注射液６ 未检出 ０．０２２０ 未检出 未检出

注射液７ ０．０２４４ 未检出 未检出 未检出

注射液８ 未检出 未检出 ０．０３６５ 未检出

注射液９ ０．０３６８ 未检出 未检出 未检出

注射液１０ 未检出 未检出 未检出 ０．０２５６

　　由表２可知，注射液１，３，６中含有苯甲醛，注射液２，７，９

中含有苯酚，注射液４，８含有苯甲酸，注射液５，１０中含有对

羟基苯甲酸乙酯。跟该产品说明书上标注的防腐剂类型

一致。

３　结论
　　本研究采用了高效液相色谱法和气质联用法两种方法

测定注射液中的防腐剂，试验结果显示，用气质联用法检测

时，苯甲酸、苯甲醛、苯酚、对羟基苯甲酸乙酯在检出限内的

线性范围内的相关系数为０．９９４３～０．９９９９，加标回收率为

８５．０６％～８８．９８％，方法精密度为０．５４％～０．８９％。而且通

过比较两种方法在测定注射液中防腐剂的出峰和分离效果

等因素时，得出液相色谱法测定注射液中的防腐剂时过程繁

琐，而且出峰和分离效果差，未达到预期效果。而气质联用

法，直接进混标即可得到质谱图，过程简便快捷；易定位，不

用调整流动相和调整流动相配比；出峰和分离效果较好，可

同时完成多种防腐剂的检测。该方法灵敏、快捷、准确，重复

性好，针对注射剂中防腐剂及有关杂质的快速筛查与含量分

析，不失为一种良好的检测手段。

参考文献

１　陈曦，刘美欣．眼用制剂中防腐剂的研究应用进展［Ｊ］．天津药

学，２０１３，２５（５）：５４～５８．

２　杨秀丽，蒲道俊，余春梅，等．高效液相色谱法测定多西他注射

液的含量和有关物质［Ｊ］．中国医药指南，２０１２（１８）：４８～５２．

３　李中东，张云轩，郭燕萍，等．羟苯酯类防腐剂的不良反应［Ｊ］．

中国药物警戒，２０１２，９（５）：３０３～３０５．

４　左磊，周峰．食品防腐剂 ＡＤＩ制定及正确使用对人体健康的理

论探讨［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１３，２３（８）：２０１６～２０１８．

５　许秀敏，吴西梅，梁春穗，等．液相色谱—质谱联用检测食品中

苯甲酸、山梨酸、糖精钠［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２００５，９（１５）：

１０５７～１０５９．

６　康绍英，张继红，沈汇琴，等．二极管阵列—高效液相色谱同时

检测食品中的安赛蜜苯甲酸山梨酸糖精钠和脱氢乙酸［Ｊ］．食品

与机械，２００７，２３（５）：１１８～１２１．

７　王祖翔，周洪斌，蒋俊，等．气相色谱－串联质谱法测定复合调

味料中的微量苯甲酸［Ｊ］．食品与机械，２０１１，２７（３）：８４～８７．

８　桑宏庆，蔡华珍，王大勇．紫外分光光度法同时测定饮料中山梨

酸钾和苯甲酸钠［Ｊ］．检测与分析，２００６，８（９）：３４～３５．

９　谭平华，唐胜伟，刘长军，等．气相色谱法同时测定苯甲醛、苯甲

醇和苯甲酸［Ｊ］．天然气化工，２００７（３２）：６４～６６．

１０　ＢａｈｒｕｄｄｉｎＳａａｄ，ＭｄＦａｚｌｕｌＢａｒｉ，ＭｕｈａｍｍａｄＩｄｉｒｉｓＳａｌｅｈ，ｅｔ

ａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓ（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，

ｓｏｒｂｉｃａｃｉｄ，ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎａｎｄｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ）ｉｎｆｏｏｄｓｔｕｆｆｓｕ

ｓｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙＡ，２００５，１０７３（１～２）：３９３～３９７．

１０１

安全与检测 　 ２０１５年第６期


