
中国兽药杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ５１ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１７．５．０５

避免疫苗中有色物质干扰的甲醛残留量测定法

于晓辉，马秋冉，张 璐，董玲玲，戴 青，杨秀玉∗

（中国兽医药品监察所，北京 １０００８１）
［收稿日期］ ２０１６－１１－２５　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１７） ０５－００２２－０６　 ［中图分类号］Ｓ８５９．７９７

［摘　 要］ 　 建立了一种能有效避免疫苗中有色物质干扰的甲醛残留量测定法。 采用乙酰丙酮分光

光度法，利用“本底扣除”的方式，在 ４１０ ｎｍ 波长处对疫苗中甲醛的残留量进行测定。 结果显示，酚
红、中性红等有色物质均不会对测定结果产生干扰；在 ０．００２ ～ ０．２ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内，吸光度与浓度呈

良好的线性关系（ｒ＝ ０．９９９９，ｎ＝ ７）；在 ０．００５、０．０５、０．１５ ｍｇ ／ ｍＬ 三种添加浓度下，该方法的平均回收

率分别为 １１０．５％、９７．５％和 １０１．３％；对 ２４ 批含有有色物质的疫苗进行测定，所得结果与专属性较强

的 ＨＰＬＣ 法一致。 该方法专属性强、准确度好、适用范围宽，可以作为疫苗中甲醛残留量的检

测方法。
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　 　 甲醛溶液作为灭活剂被广泛应用于兽用疫苗

的生产中，由于其具有致癌性和致畸性， 因而必须

对制剂中游离甲醛的含量进行准确控制，以提高产

品的安全性，进而保证动物源性食品的安全性。 目
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前，国内兽用疫苗甲醛残留量测定的法定标准是

《中国兽药典》 ［１］三部，该标准中明确规定“本法仅

适用于不含酚红的产品”，即该方法无法准确测定

含有酚红的疫苗中甲醛的残留量，主要是因为该方

法的测定波长是在可见光区，疫苗中含有的酚红会

在测定波长处（４１０ ｎｍ）产生吸收，使得最终的测定

结果偏高，造成测定不准确。 经查阅得知，现行《中
国药典》 ［２］、《美国药典》 ［３］、《欧洲药典》 ［４］ 和《英
国药典》 ［５］ 中甲醛残留量的测定波长均在可见光

区，且测定方法中均未就如何避免疫苗中有色物质

的干扰给出明确的操作建议。
１　 材　 料

１．１　 主要仪器 　 紫外－可见分光光度计：ＴＵ１９０１，
北京普析通用仪器有限责任公司； 电子天平：
ＡＥ２４０，瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ－ＴＯＬＥＤＯ 公司；恒温水浴

锅：ＤＫ－Ｓ２２ 型，上海精宏实验设备有限公司。
１．２　 主要试剂 　 甲醛对照品溶液：国药集团化学

试剂有限公司（经标定其含量为 ３７．０％）；水为纯化

水；其余试剂均为分析纯。 供试疫苗样品的相关信

息见表 １（供试疫苗均以编号表示）。

表 １　 供试疫苗样品信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

疫苗名称
Ｖａｃｃｉｎｅ ｎａｍｅ

生产批号
Ｌｏｔ ｎｕｍｂｅｒ

颜色
Ｃｏｌｏｒ

１ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） ２０１５０９０３３ 粉红色

２ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） ２０１５０９０３４ 粉红色

３ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） ２０１５０９０３５ 粉红色

４ 狂犬病灭活疫苗（ＣＶＳ－１１ 株） ２０１４１２０１ 淡粉色

５ 狂犬病灭活疫苗（ＣＶＳ－１１ 株） ２０１４１２０２ 淡粉色

６ 狂犬病灭活疫苗（ＣＶＳ－１１ 株） ２０１４１２０３ 淡粉色

７ 山羊传染性胸膜肺炎灭活疫苗 ２０１４１００３ 深棕色

８ 羊败血性链球菌病灭活疫苗 １５３７０３ 淡黄色

９ 猪支原体肺炎灭活疫苗 ２０１５００３ 淡黄色

１０ 猪圆环病毒 ２ 型灭活疫苗 ２０１５００３ 淡粉色

１１ 牛多杀性巴氏杆菌病灭活疫苗 ２０１５００３ 淡黄色

１２ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） ２０１５０１０３０ 粉红色

１３ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） ２０１５０１０３１ 粉红色

１４ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） ２０１５０１０３２ 粉红色

１５ 猪圆环病毒 ２ 型灭活疫苗（ＤＢＮ－ＳＸ０７ 株） ２０１５０３００３ 淡粉色

１６ 狂犬病灭活疫苗（ＣＶＳ－１１ 株） ２０１５０８０１ 淡粉色

１７ 狂犬病灭活疫苗（ＣＶＳ－１１ 株） ２０１５０８０２ 淡粉色

１８ 狂犬病灭活疫苗（ＣＶＳ－１１ 株） ２０１５０８０３ 淡粉色

１９ 猪丹毒、多杀性巴氏杆菌病二联灭活疫苗 １５３６０３ 浅棕色

２０ 猪丹毒灭活疫苗 １５３４０３ 浅棕色

２１ 猪多杀性巴氏杆菌病灭活疫苗 １５３５０３ 浅棕色

２２ 狂犬病灭活疫苗（ＳＡＤ 株） １４０７０３ 粉红色

２３ 小鹅瘟精制蛋黄抗体 ２０１４１００１ 淡黄色

２４ 小鹅瘟精制蛋黄抗体 ２０１４１００３ 淡黄色
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２　 方法与结果

２．１　 溶液制备　 乙酰丙酮试液：量取乙酰丙酮 ７．０
ｍＬ，加乙醇 １４ ｍＬ，混匀，加水至 １０００ ｍＬ。 醋酸－
醋酸铵缓冲液：量取醋酸 ５．２ ｍＬ，加水至 ４０ ｍＬ；称
取醋酸铵 １７３．４ ｇ，加水至 １０００ ｍＬ，使溶解；将上述

两种溶液混匀，即得。 对照储备液：精密称定甲醛

对照品溶液约 １４０ ｍｇ，置于 ５０ ｍＬ 量瓶中，加水稀

释至刻度，摇匀，即得每 １ ｍＬ 含甲醛 １．０ ｍｇ 的对照

储备液。 对照溶液：精密量取对照储备液 ５ ｍＬ，置
５０ ｍＬ 量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀。 供试溶液：
量取被测疫苗样品 ５．０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加水

稀释至刻度，摇匀。
２．２　 实验方法 　 步骤 １：分别量取对照溶液、供试

溶液、水各 ０．５ ｍＬ，置具塞试管中，加醋酸－醋酸铵

缓冲液 １０ ｍＬ，乙酰丙酮试液 １０ ｍＬ，置 ６０ ℃水浴

１５ ｍｉｎ，冷水冷却 ５ ｍｉｎ，放置 ２０ ｍｉｎ 后，以空气为

参比，在 ４１０ ｎｍ 的波长处测定吸光度，即得 Ａ对照、
Ａ供试、Ａ空白－１。 步骤 ２：分别量取供试溶液和水各 ０．５
ｍＬ，置具塞试管中，加醋酸－醋酸铵缓冲液 ２０ ｍＬ，
置 ６０ ℃水浴 １５ ｍｉｎ，冷水冷却 ５ ｍｉｎ，放置 ２０ ｍｉｎ
后，以空气为参比，在 ４１０ ｎｍ 的波长处测定吸光

度，即得 Ａ本底、Ａ空白－２。
２．３　 计算方法　 根据 Ｌａｍｂｅｒｔ－Ｂｅｅｒ 定律和吸光度

具有可加和性的特性得知，待测溶液的总吸光度等

于溶液中各组分吸光度之和，即：
Ａ供试 ＝样品中甲醛吸光度＋样品本底吸光度＋乙酰

丙酮吸光度＋１０ ｍＬ 缓冲液吸光度 （１）
Ａ本底 ＝样品本底吸光度＋２０ ｍＬ 缓冲液吸光度 （２）
Ａ对照 ＝对照液中甲醛吸光度＋０．５ ｍＬ 水的吸光度＋
乙酰丙酮吸光度＋１０ ｍＬ 缓冲液吸光度 （３）
Ａ空白－１ ＝ ０．５ ｍＬ 水的吸光度＋乙酰丙酮吸光度＋１０
ｍＬ 缓冲液吸光度 （４）
Ａ空白－２ ＝０．５ ｍＬ 水的吸光度＋２０ ｍＬ 缓冲液吸光度 （５）

将式（１）、式（２）与式（３）、式（４）两两合并同类

项加减，得到：
Ａ供试－ Ａ本底 ＝样品中甲醛吸光度＋乙酰丙酮吸光度－
１０ ｍＬ 缓冲液吸光度 （６）
Ａ空白－１－ Ａ空白－２ ＝乙酰丙酮吸光度－１０ ｍＬ 缓冲液吸

光度 （７）
将式（６）、式（７）合并同类项加减，即得：

样品中甲醛吸光度 ＝ Ａ供试 －Ａ本底 －（Ａ空白－１ －Ａ空白－２），
同理，对照液中甲醛吸光度 ＝Ａ对照－Ａ空白－１，所以，样

品中甲醛含量＝
Ａ供试－Ａ本底－（Ａ空白－１－Ａ空白－２）

Ａ对照－Ａ空白－１
。

２．４　 专属性 　 本研究采用的方法是乙酰丙酮法，
即甲醛和显色剂乙酰丙酮在 ｐＨ 值约为 ６ 的环境

下，迅速生成稳定的黄色化合物。 该法选择性强，
共存的其他化合物不易参与反应。 酚红和中性红

作为指示剂，经常用于培养基和细胞维持液的制备

中，成为疫苗颜色的主要来源。 焦亚硫酸钠作为灭

活阻断剂，也会用于疫苗生产过程中。
本研究以酚红、中性红和焦亚硫酸钠为考察对

象，验证了这三种化合物均不会参与甲醛与乙酰丙

酮的反应，即这些化合物产生的干扰都可以通过

“本底扣除”的方式抵消。 具体实验过程如下：分别

配制 ０．０２％酚红溶液、０．００２％酚红溶液、０．１％中性

红溶液和 ０．４％焦亚硫酸钠溶液，按照 ２．２ 项中的步

骤 １ 和步骤 ２ 操作，即得 Ａ１ 和 Ａ２，具体结果见表 ２。
根据表 ２ 的结果得知，当反应液中含有乙酰丙

酮时（步骤 １），酚红、中性红、焦亚硫酸钠的吸光度值

与不含乙酰丙酮时（步骤 ２）的吸光度值几乎完全一

致，表明这三种化合物的吸光度值均为自由颜色吸

收，不是与乙酰丙酮反应的结果，即这三种化合物均

不会参与甲醛与乙酰丙酮的反应，它们产生的干扰

可以通过“本底扣除”的方式抵消。 实验结果证明，
该方法的专属性良好。

表 ２　 专属性验证结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

０．０２％酚红
０．０２％Ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ

０．００２％酚红
０．００２％Ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ

０．１％中性红
０．１％Ｎｅｕｔｒａｌ ｒｅｄ

０．４％焦亚硫酸钠
０．４％Ｓｏｄｉｕｍ ｍｅｔａｂｉｓｕｌｆｉｔｅ

Ａ１（步骤 １） ０．２９２ ０．０３０ ０．２４２ ０．０００

Ａ２（步骤 ２） ０．２９０ ０．０３０ ０．２４１ ０．０００

２．５　 线性、范围及定量限　 量取 ２．１ 项下的对照储 备液适量，用水稀释，制得浓度为 ０． ０００５、０． ００１、
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０．００２、０．００５、０．０１、０．０２、０．０５、０．１、０．２、０．３ ｍｇ ／ ｍＬ 的

对照溶液，按照 ２．２ 项下的方法操作，测定吸光度

值，以浓度 Ｘ 对吸光度 Ｙ 作图（图 １），得到甲醛的

线性回归方程为 Ｙ ＝ ６．７４９７Ｘ－０．００８１（ ｒ ＝ ０．９９９９，
ｎ＝ ７），线性范围为 ０．００２～０．２ ｍｇ ／ ｍＬ。

实验结果表明，当对照溶液浓度大于等于

０．３ ｍｇ ／ ｍＬ时，吸光度值不稳定，无法准确测定。 当

对照溶液浓度小于等于 ０．００１ ｍｇ ／ ｍＬ 时，吸光度值

小于 Ａ空白－１，所以，本法的定量限为０．００２ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 １　 甲醛线性关系图

Ｆｉｇ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ

２．６　 回收率　 以 ２２ 号样品为考察对象，向其中添

加浓度为 ０．００５、０．０５、０．１５ ｍｇ ／ ｍＬ 的甲醛对照溶

液，每种浓度平行制备 ３ 份样品，按照 ２．２ 项下的方

法操作，测定吸光度值，按照 ２．３ 项下的方法计算，
结果见表 ３。

根据 表 ３ 的 结 果 得 知， 在 ０． ００５、 ０． ０５、
０．１５ ｍｇ ／ ｍＬ三种添加水平下，该方法的回收率在

９６．９５％～１１６．１９％之间，结果令人满意，表明方法的

准确度良好。
２．７　 精密度和溶液稳定性 　 量取对照储备液适

量，分别配制浓度为 ０．００５ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ０．０２ ｍｇ ／ ｍＬ
的甲醛对照溶液，每种浓度各配制 ５ 份，按照 ２．２ 项

下的方法操作， 测定吸光度值。 结果， 浓度为

０．００５ ｍｇ ／ ｍＬ时，ＲＳＤ ＝ １． ８％；浓度为 ０． ０２ ｍｇ ／ ｍＬ
时，ＲＳＤ＝ ０．３％，表明方法的精密度良好。

取上述两种浓度的对照溶液，分别于 ０、０． ５、
１．５、３．５ ｈ，按照 ２．２ 项下的方法操作，测定吸光度

值。 结果表明，两种浓度下，吸光度值的 ＲＳＤ 分别为

０．２％和０．１％。 实验表明，溶液在 ３．５ ｈ 内保持稳定。
２．８　 方法应用　 按照 ２．２ 项下的方法，对 ２４ 批含有

有色物质的疫苗进行测定，并将测定结果与已经经

过验证的高效液相色谱法［６］进行比较，结果见表 ４。
从上述测定结果得知，本研究新建立的甲醛残

留量测定法的测定结果，与经过验证的高效液相色

谱法的测定结果几乎完全一致；新建方法设定了定

量限，保证了测定结果更客观。 现行《中国兽药典》
中甲醛残留量测定法的测定结果均比新建方法高，
其中，偏差最大的甚至高达 ２２８％，这其中的原因主

要是因为疫苗中的有色物质对测定结果产生了干

扰，尤其当疫苗中甲醛含量较低时，干扰就更显著。
３　 讨论与小结

本研究 ２．２ 项下步骤 １ 的操作源自现行版《中
国兽药典》三部，而步骤 ２ 中的方法则是本研究的

创新点，即通过只添加缓冲液、不添加显色剂乙酰

丙酮，得到供试疫苗本底吸光度值。 为了保证步骤 １

表 ３　 回收率测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ

添加量 ／ ｍｇ
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ

吸光度值
Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

测得量 ／ ｍｇ
Ｔｅｓｔｅｄ ａｍｏｕｎｔ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ＲＳＤ ／ ％ （ｎ＝ ３）

０．００５２５

０．０７６ ０．００５８ １１０．４８

０．０７４ ０．００５５ １０４．７６

０．０７８ ０．００６１ １１６．１９

１１０．５ ５．２

０．０５２５

０．３８３ ０．０５１３ ９７．７１

０．３８４ ０．０５１４ ９７．９０

０．３８０ ０．０５０９ ９６．９５

９７．５ ０．５

０．１５７５

１．１１３ ０．１５９６ １０１．３３

１．１１０ ０．１５９２ １０１．０８

１．１１５ ０．１５９９ １０１．５２

１０１．３ ０．２
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表 ４　 ２４ 批疫苗样品测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２４ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ

样品编号
Ｎｕｍｂｅｒ

ＵＶ－新 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
ＵＶ－ｎｅｗ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

ＵＶ－原 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
ＵＶ－ｏｒｉｇｉｎａｌ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

ＨＰＬＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

１ ＮＤ ０．０２６ ＮＤ

２ ＮＤ ０．０１７ ＮＤ

３ ＮＤ ０．０１１ ＮＤ

４ ＮＤ ０．００８ ＮＤ

５ ＮＤ ０．０１４ ＮＤ

６ ＮＤ ０．０１４ ＮＤ

７ ＮＤ ０．０８９ ＮＤ

８ ０．１１１ ０．１６４ ０．０８７

９ ０．０３９ ０．１１４ ０．０４３

１０ ０．２１０ ０．２２２ ０．２１０

１１ ＮＤ ０．０１４ ＮＤ

１２ ＮＤ ０．０２０ ＮＤ

１３ ＮＤ ０．０１４ ＮＤ

１４ ＮＤ ０．０２３ ＮＤ

１５ ０．２２ ０．２３１ ０．２３０

１６ ＮＤ ０．０１１ ＮＤ

１７ ＮＤ ０．００６ ＮＤ

１８ ＮＤ ０．００６ ＮＤ

１９ ０．０９２ ０．１７０ ０．０７３

２０ ０．３２２ ０．３７２ ０．３３０

２１ ０．０３２ ０．１０５ ０．０３５

２２ ＮＤ ０．０１７ ＮＤ

２３ ０．０２１ ０．０４１ ０．０２１

２４ ＮＤ ０．０３３ ＮＤ

　 ＵＶ－新：本研究新建立的甲醛残留量测定法；ＵＶ－原：《中国兽药典》 ［１］中甲醛残留量测定法；ＮＤ：低于方法的定量限。

和步骤 ２ 中制备的溶液体积一致（即浓度一致），步
骤 ２ 中缓冲液的加入量为 ２０ ｍＬ。 本研究对现行《中
国兽药典》中甲醛残留量的测定方法进行了改进，应
用新建立的方法对 ２４ 批含有酚红等多种有色物质

的疫苗进行了测定，并将测定结果与专属性较强的
高效液相色谱法［６］进行了比较和验证。 本研究创新
采用了“本底扣除”的检测技术成功解决了疫苗中有

色物质干扰测定结果的问题。 经文献查阅得知，目
前国内外尚未见应用该方法测定疫苗中甲醛残留量

的相关报道。 相比于 ＨＰＬＣ 法，“本底扣除”的方法

不但结果准确，而且操作简便、成本低廉。
通过上述实验得知，本研究建立的方法专属性

强、准确度高，可以作为各类疫苗（含有色物质疫苗

和不含有色物质疫苗）中甲醛残留量的测定方法。
本研究为扩大现行《中国兽药典》的适用范围提供

了有力的技术支持，也为更好的控制兽用疫苗质量

提供了可靠的实验依据。
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ＨＰＬＣ 法同时测定连花柴芩可溶性粉中
４ 种有效成分含量

张丽先１，魏 悦１，曹静亚１，王志尧２，王学方２，李 晓２∗
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［摘　 要］ 　 建立了 ＨＰＬＣ 法同时测定连花柴芩可溶性粉中绿原酸、甘草苷、连翘酯苷 Ａ 及黄芩苷的

含量。 采用 Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ１８ 分析柱 （２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），以乙腈 ～ ０．１％磷酸水为流动相，
１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ的流速下进行梯度洗脱，３２０ ｎｍ 波长处对 ４ 种成分进行含量测定。 结果表明，在此色谱

条件下，４ 种组分分离度良好，分别在 ３．２８～２６．２４ μｇ ／ ｍＬ、３．１７～２５．３６ μｇ ／ ｍＬ、６．０８～４８．６４ μｇ ／ ｍＬ 及

８．８１～７０．４８ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，加样回收率均大于 ９６．６１ ％，ＲＳＤ 均小于 １．７５ ％。 该方法

简便、快速、准确，重复性良好，可用于连花柴芩可溶性粉中绿原酸、甘草苷、连翘酯苷 Ａ 及黄芩苷的

同时测定。
［关键词］ 　 连花柴芩可溶性粉；含量测定；高效液相色谱法
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