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［摘　要］　建立了鸡疫苗中游离甲醛含量测定的衍生气相色谱法。用２，４－二硝基苯肼衍生鸡疫

苗中的游离甲醛后，环己烷萃取衍生物，ＨＰ－５毛细管色谱柱分离，气相色谱分析，电子捕获检测器

检测，外标法定量。游离甲醛质量浓度在０．０５～５ｍｇ／Ｌ内与峰面积呈良好的线性关系，回归方程

为Ｙ＝２７８１．９Ｘ＋１４．５２５（ｒ＝０．９９９９）。平均加样回收率为９９．４４％（ＲＳＤ＝１．８７％）。本方法准确

稳定，灵敏度高，重复性好，可用于鸡疫苗中游离甲醛的含量测定。
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　　甲醛是在鸡疫苗抗原灭活过程中用到的最传

统、最广泛的化学灭活剂［１］，是一种熔点 －９２℃、

沸点－２１℃的原生质毒素，疫苗中高甲醛残留将

会影响鸡的健康。有研究表明，若抗原灭活后甲醛

去除不彻底，将导致鸡疫苗中甲醛含量过高，引起

鸡雌激素分泌下降，这可能是造成产蛋性能下降的
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主要因素之一［２］。因此，需要对鸡疫苗甲醛残留量

进行严格控制。

目前，对于甲醛的含量测定主要采用分光光度

法、气相色谱法、液相色谱法等［３］。２０１０年版《中

华人民共和国兽药典》三部收录的鸡疫苗中甲醛残

留量的测定方法为乙酰丙酮分光光度法［４］，其存在

的问题是很多鸡疫苗中含有有色物质，这些有色物

质会对试验结果产生干扰，影响甲醛含量的准确测

定。文献中尚未见采用气相色谱法测定鸡疫苗中

甲醛含量的相关报道。本研究以鸡新城疫灭活疫

苗为供试品，建立了测定鸡疫苗中游离甲醛含量的

衍生气相色谱法，并应用该方法分别测定了四种鸡

疫苗中甲醛的含量，这四种疫苗类型包括油苗、水

苗及含有有色物质的疫苗等。

１　材料与方法

１．１　仪器和设备　Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色谱仪及

７６９３自动进样系统；ＨＰ－５毛细管色谱柱（３０ｍ×

０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）；分析天平：感量０．００００１ｇ；

ＫＱ３２００型超声波清洗器；涡旋混合仪；ＤＫ－Ｓ２２型

电热恒温水浴锅。

１．２　试剂和甲醛标准品　甲醛溶液（含量

３７．０％～４０．０％，经标定甲醛含量为３７％［４］，国药

集团化学试剂有限公司，批号：１４１１２０）。鸡新城疫

灭活疫苗（批号：２０１５００３）、猪细小病毒灭活疫苗

ＮＪ株（批号：２０１５０００２）、瑞仔健猪细小病毒病灭活

疫苗（批号：１４０６００３）、猪多杀性巴氏杆菌病灭

活疫苗（批号：１５３５０３）。２，４－二硝基苯肼（２，４－

ＤＮＰＨ）、盐酸、环己烷、吐温－８０、乙醇均为分析纯。

吐温－８０购自香港ＧＦＣＯ化学品供应，其余购自国

药集团化学试剂有限公司。

１．３　色谱条件　采用ＨＰ－５毛细管柱，升温程序：

初始温度为１５０℃，保持１ｍｉｎ，以每分钟２０℃的

速率升温至 ２５０℃，保持 ６ｍｉｎ；进样口温度为

３００℃，隔壁吹扫３ｍＬ／ｍｉｎ，分流比为５０
"

１；电子

捕获检测器（ＥＣＤ）检测器，检测器温度为３５０℃，

尾吹６０ｍＬ／ｍｉｎ。载气为 Ｎ２，流量为２ｍＬ／ｍｉｎ；进

样量为１μＬ。

１．４　溶液的配制

１．４．１　衍生化试剂　取 ２，４－ＤＮＰＨ０．３ｇ置

１００ｍＬ棕色容量瓶中，加入质量分数为 ２２％的盐

酸６０ｍＬ，超声使溶解，摇匀，加水稀释至刻度，制成

２，４－ＤＮＰＨ衍生化试剂。

１．４．２　对照品储备液　精密称取甲醛溶液适量置

１００ｍＬ容量瓶中，用水稀释并定容至刻度，摇匀。

从中取１０．０ｍＬ于１００ｍＬ容量瓶中，用水稀释并

定容至刻度，摇匀，制成０．１ｍｇ／ｍＬ的甲醛对照品

储备液，临用前按需稀释配制。

１．４．３　供试品溶液　精密量取鸡新城疫灭活疫苗

（油苗）５．０ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，用２０％吐温－８０

乙醇溶液１０ｍＬ，分次洗涤吸管，洗液并入５０ｍＬ量瓶

中，摇匀，加水稀释至刻度，强烈振摇，置分液漏斗中

静置分层，吸取下层溶液１．０ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，

加水稀释至刻度，制成供试品溶液［４］。

１．５　样品的衍生化处理方法　精密吸取对照品或

供试品溶液各１．０ｍＬ，分别置１５ｍＬ离心管中，加

入２，４－ＤＮＰＨ衍生化试剂１ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，超声

５ｍｉｎ，６０℃保温４５ｍｉｎ，迅速冷却，精密加入环己

烷３．０ｍＬ，涡旋萃取１ｍｉｎ，静置分层后取上层液置

气相小瓶中，供气相色谱法测定。

２　方法学验证

２．１　样品的衍生化反应条件优化　纪宏等［３］在用

衍生化气相色谱法测定重组乙型肝炎疫苗中游离

甲醛含量时，对甲醛衍生化方法进行考察，试验表

明超声时间、衍生化温度对衍生化结果影响不大，

以环己烷作为萃取剂萃取率高于正己烷１４％。为

保证衍生过程反应充分、衍生化产物萃取完全，取

对照品溶液（１ｍｇ／Ｌ），分别比较了衍生时间（３０、

４５、６０ｍｉｎ）、衍生化剂加入量（１、２、３ｍＬ）、萃取剂

加入量（２．０、３．０、４．０ｍＬ）等因素对衍生化后测定

灵敏度的影响，见图１。为保证充分反应且节省时

间，综合纪宏等［３］的研究结果，确定衍生时间为

４５ｍｉｎ。比较衍生剂加入量和萃取剂加入量对含量

测定结果的影响，最终确定加入１ｍＬ的衍生剂，萃

取剂为３．０ｍＬ环己烷。
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图１　衍生化条件的考察结果

２．２　色谱系统的专属性　取鸡新城疫灭活疫苗供

试品溶液，首先按１．５项下处理样品，然后按１．３

项下色谱条件测定，游离甲醛衍生物与相邻最近色

谱峰的分离度均大于 ６．０，理论塔板数大于

２０００００，主峰保留时间约为５．５３ｍｉｎ。可见该系统

能够满足甲醛衍生物和其他杂质成分达到基线分

离的要求（图２）。

Ａ空白；Ｂ对照品；Ｃ供试品

图２　游离甲醛衍生化气相色谱图

２．３　标准曲线　取适量甲醛对照品储备液，加水

稀释成浓度为０．０５、０．１、０．２、０．３、１、２、３、５ｍｇ／Ｌ

的系列溶液。按 １．５项下衍生化，供气相色谱分

析。以各色谱峰的峰面积为纵坐标，对照溶液浓度

为横坐标，进行线性回归，绘制标准曲线（图３）得

到回归方程 Ｙ＝２７８１．９Ｘ＋１４．５２５（ｒ＝０．９９９９）。

表明游离甲醛含量在０．０５～５ｍｇ／Ｌ范围内，与峰

面积呈良好的线性关系。

图３　甲醛标准曲线图

２．４　精密度试验　取对照品溶液（１ｍｇ／Ｌ），按１．５

项下衍生化后，照 １．３项下色谱条件重复进样 ６

次，记录色谱图，按峰面积计算 ＲＳＤ为１．３４％。表

明仪器精密度良好。

２．５　重复性试验　精密取同一供试品溶液 ６份

（批号：２０１５００３）各５．０ｍＬ，分别置５０ｍＬ容量瓶
中，按１．４．３项下稀释定容后。吸取１．０ｍＬ，置于

１５ｍＬ离心管中，按１．５项下衍生化，照１．３项下色

谱条件测定，计算游离甲醛平均含量为 ０．０７０１

ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ值为１．８２％，表明该方法重复性好。

２．６　定量限的确定　精密吸取质量浓度为１ｍｇ／Ｌ

的对照品溶液１．０ｍＬ，用水逐步稀释得到质量浓度

为０．５、０．１、０．０５ｍｇ／Ｌ的溶液，按１．５项下衍生化

后，以１．３色谱条件测定。试验结果表明，在满足
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信噪比大于１０
"

１时，０．０５ｍｇ／Ｌ甲醛溶液的基线

波动与空白溶液的基线波动接近，故确定甲醛的最

低定量限为０．０５ｍｇ／Ｌ。

２．７　甲醛衍生化产物的稳定性考察　精密吸取已

知浓度的供试品溶液１．０ｍＬ，按１．５项下衍生化

后，将待测样品放入气相小瓶，密封瓶口，置４℃冰

箱中，分别在 ０、２、４、６、８、１２、２４ｈ时测定峰面积

（测定峰面积前要将供试品溶液放置至室温）。计

算峰面积平均值为１９４１，ＲＳＤ值为０．８５％，表明甲

醛衍生化产物２４ｈ内测定较为稳定。

２．８　加样回收率试验　精密量取６份２．５ｍＬ浓

度为０．０７０１ｍｇ／ｍＬ的供试品试液，分别置５０ｍＬ容

量瓶中，加入０．１ｍｇ／Ｌ的甲醛溶液１．８ｍＬ，按１．５

项下衍生化后，照１．３项下色谱条件测定。结果显

示，加样回收率在９６．７２％～１０２．２２％之间，ＲＳＤ为

１．８７％，表明该方法回收率高（表１）。

表１　甲醛的加样回收率实验结果（ｎ＝６）
供试品中甲醛的量／ｍｇ 添加甲醛的量／ｍｇ 测出甲醛的量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

０．１７５３ ０．１８００ ０．３５３６ ９９．０６
０．１７５３ ０．１８００ ０．３５６５ １００．６７
０．１７５３ ０．１８００ ０．３５３８ ９９．１７
０．１７５３ ０．１８００ ０．３４９４ ９６．７２
０．１７５３ ０．１８００ ０．３５９３ １０２．２２
０．１７５３ ０．１８００ ０．３５３２ ９８．８３

９９．４４ １．８７

２．９　样品中游离甲醛含量的测定　取各样品溶
液，按１．５项下衍生化后，照１．３项下色谱条件测
定，计算鸡疫苗中游离甲醛含量（表２）。试验结果
表明，４批鸡疫苗中游离甲醛含量的测定结果与本
课题组新开发的利用紫外可见分光光度法、高效液

相色谱法所测得的甲醛含量基本一致。

表２　鸡疫苗中游离甲醛含量测定结果

批号
含量／

（ｍｇ·Ｌ－１）
平均含量／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＲＳＤ／％

２０１５０００３
０．０７０２
０．０７１８
０．０７１４

０．０７１１ １．１４

２０１５０００２
０．２８６２
０．２８６３
０．２８４５

０．２８５７ ０．３５

１４０６００３
０．１６１３
０．１５６６
０．１６０２

０．１５９４ １．５３

１５３５０３
０．０５６５
０．０５４９
０．０５６９

０．０５６１ １．８５

３　讨论与小结
为建立甲醛气相色谱条件，试验前期对色谱

柱、进样口温度、色谱柱温度、检测器、检测器温度

等因素进行了系统考察。使用不同极性的色谱柱，

色谱柱型号包括ＤＢ－１、ＨＰ－５、ＤＢ－ＷＡＸ，结合甲
醛或甲醛衍生物的性质，在不同进样口温度

（２００～３００℃）、色谱柱温度（１５０～２５０℃）、检测

器温度（２５０～３５０℃）下，使用ＦＩＤ或ＥＣＤ检测器，
探究气相色谱对甲醛或甲醛衍生物的分离测定情

况。试验结果表明，ＨＰ－５型色谱柱分别对甲醛或
甲醛衍生物的分离效能最好。进样口温度、色谱柱

温度及检测器温度只要在上述范围内，可确保检测

器对甲醛或甲醛衍生物有响应。但对响应值起决

定性因素的，是检测器的选择。试验结果表明，ＦＩＤ
检测器对甲醛灵敏度极低，对甲醛衍生化产物几乎

无响应。而ＥＣＤ检测器对甲醛衍生化产物非常灵
敏，有极低的检测限。故测定甲醛含量应使甲醛与

２，４－ＤＮＰＨ衍生化后，使用ＥＣＤ检测器进行检测。
综上所述，本文建立了测定鸡疫苗中游离甲醛

含量的衍生气相色谱法。实验结果表明，本方法线

性范围广，精密度好，准确度高，可以用于鸡疫苗中

游离甲醛的含量测定。
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