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［摘　 要］ 　 建立了羟基甲硝唑对照品中残留溶剂甲醇和丙酮的顶空气相色谱测定方法。 采用Ａｇｉｌｅｎｔ －

ＤＢ６２４ 石英毛细管色谱柱（３０ ｍ × ０． ５３ ｍｍ，１． ０ μｍ）；以氮气为载气，氢火焰离子化检测器为检测

器，进样口温度 ２００ ℃，检测器温度 ２５０ ℃；以起始温度 ３０ ℃，保持 ５ ｍｉｎ，２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升温至 ２００ ℃，

保持 ２ ｍｉｎ 为程序升温方法；以顶空瓶平衡温度 ８０ ℃，平衡 ３０ ｍｉｎ 为顶空条件。 结果表明，在该色

谱条件下甲醇和丙酮与其他物质分离良好。 甲醇在 ２ ～ ３６０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，检测限为

１． ０ μｇ ／ ｍＬ；丙酮在 １ ～ ６００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，检测限为 ０． ５ μｇ ／ ｍＬ。 甲醇回收率为

９８． ０％ ～１０２． ４％ ，ＲＳＤ 为 ０． ６％ ～ ０． ９％ ；丙酮回收率为 ９７． ０％ ～ ９９． ６％ ，ＲＳＤ 为 ０． ６％ ～ １． ０％ 。

本方法操作简单，准确度高，重复性好，可用于羟基甲硝唑中残留溶剂的检测。
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ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｉｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２ ～ ３６０ μｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ＬＯＤ ｉｓ １． ０ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｅ ｉｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ～ ６００ μｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ
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１． ０％ ）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ａｃｃｕｒａｔｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕａｌ

ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｉｎｈｙｄｒｏｘｙ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｙｄｒｏｘｙ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ；ｈｅａｄｓｐａｃｅ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｒｅｓｉｄｕａｌ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

　 　 甲硝唑是畜牧生产中常用的一种硝基咪唑类

药物，此类药物能杀灭和预防厌氧菌及病原虫，可

用于治疗与预防滴虫病、球虫病及各种厌氧菌感

染［１］。 由于甲硝唑含有的硝基杂环类化合物存在

细胞诱变性，因此，具有潜在的动物致癌、致畸、致

突变作用和遗传毒性，其药物残留对动物源性食品

安全构成了直接威胁［２］。 为保证食品安全，我国对

动物性食品中甲硝唑及其代谢物羟基甲硝唑进行

残留量监控。 在现行的残留监控检测标准中［３ － ７］，

需使用羟基甲硝唑对照品，但目前国内未见供应，

因此，制备该对照品以满足行业需求。 采用质量平

衡法对羟基甲硝唑对照品进行定值研究，需分别测

定标准物质中的有关物质、水分、残留溶剂及无机

杂质的含量。 羟基甲硝唑对照品在生产工艺中用

到了甲醇和丙酮，因此，确定甲醇和丙酮为残留溶

剂测定目标。 本文参考文献中甲醇和丙酮的残留

溶剂测定方法［８ － １０］，建立了顶空毛细管气相色谱法

检测羟基甲硝唑对照品中的残留溶剂，并进行方法

学研究，最终采用外标标准曲线法对其残留溶剂进

行含量测定。

１　 材料与方法

１． １　 仪器　 ７８９０Ａ 气相色谱仪（包括 ７６９７Ａ 型顶

空进样器，安捷伦科技公司）； ＸＳ２０５ 电子天平

（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司，感量 ０． １ ｍｇ）；顶空进样瓶

（２０ ｍＬ，安捷伦科技公司）。

１． ２ 　 试剂 　 甲醇、丙酮、Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，色谱纯）。

１． ３　 试药　 羟基甲硝唑（成都大学四川抗菌素工

业研究所制备，批号 １６０８１５）。

１． ４　 色谱条件 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ ＤＢ － ６２４ 石英

毛细管色谱柱（３０ ｍ × ０． ５３ ｍｍ，１． ０ μｍ）；程序升

温：起始温度为 ３０ ℃，保持 ５ ｍｉｎ，以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升

温至 ２００ ℃，保持 ２ ｍｉｎ；进样口温度 ２００ ℃；氢火

焰离子化检测器（ＦＩＤ）温度为 ２５０ ℃；载气为高纯

氮气，流量为 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，分流比为 ５∶ １。

１． ５　 顶空进样器条件　 顶空瓶平衡温度为 ８０ ℃，

顶空瓶体积为 ２０ ｍＬ，供试的溶液体积为 １ ｍＬ，平

衡时间为 ３０ ｍｉｎ；定量环温度为 ９０ ℃；传输线温度

为 １０５ ℃，分流比为 １∶ ５。

１． ６　 溶液的制备

１． ６． １　 混合对照品溶液　 取甲醇约 ０． １ ｇ，精密称

定，置 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺稀

释至刻度，摇匀，作为甲醇对照品储备液；取丙酮约

０． １ ｇ，精密称定，置 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 Ｎ，Ｎ － 二

甲基甲酰胺稀释至刻度，摇匀，作为丙酮对照品储

备液；精密量取甲醇对照品储备液 ０． ３ ｍＬ、丙酮对

照品储备液 ０． ５ ｍＬ，置同一 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 Ｎ，

Ｎ －二甲基甲酰胺稀释至刻度，摇匀，配制成含甲醇

３００ μｇ ／ ｍＬ 和丙酮 ５００ μｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液。

１． ６． ２　 供试品溶液　 取羟基甲硝唑 ０． ５ ｇ，精密称

定，置 ５ ｍＬ 量瓶中，用 Ｎ，Ｎ －二甲基甲酰胺溶解并

稀释至刻度，摇匀，配制成含羟基甲硝唑 ０． １ ｇ ／ ｍＬ

的供试品溶液。

１． ６． ３ 　 空白溶液 　 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺为空白

溶液。

１． ６． ４　 检测限与定量限试验溶液　 分别取甲醇和

丙酮对照品储备液，逐级稀释为 ４、３、２、１、０． ５

μｇ ／ ｍＬ甲醇对照品溶液，及 ３、２、１、０． ５、０． ２５ μｇ ／ ｍＬ

丙酮对照品溶液。

１． ６． ５　 线性与范围试验溶液　 分别取甲醇和丙酮

对照品储备液，配制 ２、３０、１２０、２４０、３００、３６０ μｇ ／ ｍＬ

的甲醇对照品溶液，及 １、５０、２００、４００、５００、６００

μｇ ／ ｍＬ的丙酮对照品溶液。

１． ６． ６　 回收率试验溶液　 取羟基甲硝唑 ０． １ ｇ，精

·７５·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ６ 月第 ５４ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

密称定，置 ２０ ｍＬ 顶空瓶中，用 １ ｍＬ 相当于混合对

照品溶液浓度 ８０％ ，１００％ ，１２０％ 的含各溶剂的溶

液（８０％对照品溶液中甲醇浓度为 ２４０ μｇ ／ ｍＬ，丙

酮浓度为 ４００ μｇ ／ ｍＬ；１００％ 对照品溶液中甲醇浓

度为 ３００ μｇ ／ ｍＬ，丙酮浓度为 ５００ μｇ ／ ｍＬ；１２０％ 对

照品溶液中甲醇浓度为 ３６０ μｇ ／ ｍＬ，丙酮浓度为

６００ μｇ ／ ｍＬ。）溶解，每个浓度点制备 ３ 份，作为回收

率试验溶液。

２　 结果与分析

２． １　 专属性　 分别精密量取空白溶液和混合对照

品溶液 １ ｍＬ 置 ２０ ｍＬ 顶空瓶中，进样，记录色谱

图，见图 １。 结果显示，甲醇、丙酮的保留时间分别

为 ４． ４７８、７． ７１８ ｍｉｎ，空白溶剂 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰

胺的保留时间为 １６． ８４０ ｍｉｎ。 甲醇、丙酮，Ｎ，Ｎ －

二甲基甲酰胺分离度均大于 １． ５。 表明顶空进样条

件能够将甲醇和丙酮充分富集，色谱分离条件能够

有效分离甲醇、丙酮，且 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺对测

定结果无影响，具有较好的专属性。

１：甲醇（ｍｅｔｈａｎｏｌ） 　 ２：丙酮（ａｃｅｔｉｏｎ）

图 １　 空白溶液（Ａ）与混合对照品溶液（Ｂ）的气相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＧＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）

ａｎｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

２． ２　 检测限与定量限　 分别精密量取甲醇和丙酮

的检测限与定量限试验溶液１ｍＬ置２０ｍＬ顶空瓶

中，进样，记录色谱图。 以信噪比大于等于 ３∶ １ 时的

浓度为检测限，信噪比大于等于 １０∶ １ 时的浓度为定

量限，考察甲醇与丙酮的检测限和定量限。 结果显

示，甲醇检测限为 １． ０ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ；

丙酮检测限为 ０． ５ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 １． ０ μｇ ／ ｍＬ。

２． ３　 线性与范围　 分别精密量取甲醇和丙酮的线

性与范围试验溶液 １ ｍＬ 置 ２０ ｍＬ 顶空瓶中，进样，

记录色谱图。 以峰面积与对照品浓度作图，用最小

二乘法进行线性回归。 结果显示，甲醇在 ２ ～ ３６０

μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好，线性方程为 Ｙ ＝

１８０７． ５Ｘ － ３． ０６６７，相关系数 ｒ ＝ ０． ９９９６；丙酮在 １． ０

～ ６００ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好，线性方程

为 Ｙ ＝ ４７５４． ３Ｘ ＋ ３． ３２６６，相关系数 ｒ ＝ ０． ９９９７。

２． ４　 精密度（重复性） 　 精密量取混合对照品溶液

１ ｍＬ 置 ２０ ｍＬ 顶空瓶中，平行制备 ６ 份，进样，记录

色谱图。 结果显示，甲醇和丙酮峰面积的 ＲＳＤ 分别

为 ０． ３％和 ０． ４％ （表 １）。

表 １　 精密度试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ（ｎ ＝６）
编号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ＲＳＤ ／ ％

甲醇峰
峰面积

５７０ ５６９ ５７４ ５７３ ５７１ ５７１ ０． ３

丙酮峰
峰面积

２５３５ ２５２４ ２５４４ ２５５２ ２５４９ ２５３６ ０． ４

２． ５　 准确度　 分别精密量取各浓度回收率试验溶

液 １ ｍＬ 置 ２０ ｍＬ 顶空瓶中，进样，记录色谱图，采
用外标标准曲线法对残留溶剂进行含量测定。 结

果显示，甲醇回收率为 ９８． ０％ ～ １０２． ４％ ，ＲＳＤ 为

０． ６％ ～ ０． ９％ ；丙酮回收率为 ９７． ０％ ～ ９９． ６％ ，
ＲＳＤ 为 ０． ６％ ～ １． ０％ 。 表明两者均具有较好的回

收率（表 ２）。
２． ６　 样品的测定　 精密量取供试品溶液 １ ｍＬ 置

２０ ｍＬ 顶空瓶中，平行制备 ４ 份，进样，记录色谱图。
结果测得，羟基甲硝唑中残留溶剂量分别为甲醇

０． ０４％ ，丙酮 ０． ０１％ （表 ３）。

·８５·
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表 ２　 回收率试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ
溶剂 样品量 ／ ｍｇ 加入量 ／ （μｇ·Ｌ － １） 测得量 ／ （μｇ·Ｌ － １） 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

甲醇

１０１． ３９ ２４４． ６ ２４５． ４ １０２． ４

１０３． ５２ ２４４． ６ ２４６． ４ １００． ７

１０１． ０３ ２４４． ６ ２４６． ９ １００． ９

１００． ２８ ３０５． ８ ３０８． １ １００． ８

１０１． ４９ ３０５． ８ ３１２． ２ １０２． １

１００． ５６ ３０５． ８ ３１０． １ １０１． ４

１０１． ７８ ３６７． ０ ３６４． ７ ９８． ０

１００． ６７ ３６７． ０ ３６６． ２ ９９． ８

１００． ６１ ３６７． ０ ３６９． ８ ９９． ４

０． ９

０． ６

０． ７

丙酮

１０１． ３９ ４０６． ４ ３９２． ８ ９７． ０

１０３． ５２ ４０６． ４ ３９６． ８ ９７． ９

１０１． ０３ ４０６． ４ ３９０． ８ ９６． ４

１００． ２８ ５０８． ０ ４９６． ２ ９７． ７

１０１． ４９ ５０８． ０ ５０３． ２ ９９． ３

１００． ５６ ５０８． ０ ５０４． ７ ９９． ６

１０１． ７８ ６０９． ６ ５９８． ７ ９８． ４

１００． ６７ ６０９． ６ ５９１． ５ ９７． ３

１００． ６１ ６０９． ６ ５９５． ８ ９８． ０

０． ８

１． ０

０． ６

表 ３　 羟基甲硝唑残留溶剂测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ

溶液
编号

１ ２ ３ ４
平均值

甲醇 ０． ０３４％ ０． ０３６％ ０． ０３６％ ０． ０３６％ ０． ０４％

丙酮 ０． ０１３％ ０． ０１４％ ０． ０１３％ ０． ０１３％ ０． ０１％

３　 讨论与结论

在性状考察中发现，羟基甲硝唑在水中几乎不

溶，此种情况下可选用 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺（或二

甲亚砜）作为溶剂。 经试验表明羟基甲硝唑在 Ｎ，Ｎ
－二甲基甲酰胺和二甲亚砜中溶解性好，且两种溶

剂对待测组分均无干扰。 但二甲亚砜比 Ｎ，Ｎ － 二

甲基甲酰胺在柱中的保留时间长，所以为缩短分析

时间，最终选择 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺作为试验

溶剂。
试验中发现，采用直接进样法进行测定，虽操

作简便，但有未知峰干扰甲醇测定，改变载气流速、

程序升温方式、色谱柱等条件，均不能将两者有效

分离，考虑可能是样品中含有不挥发性组分所造

成。 后改用顶空进样法进行测定，未见未知峰干扰

甲醇、丙酮的测定。 该方法可有效避免未知物的干

扰，且简便，干净，快速，仪器自动化程度高，可作为

残留溶剂测定首选方法。
顶空进样法测定残留溶剂时，平衡条件对试验

结果影响很大。 为确定最佳平衡条件，分别对平衡

温度 ６０、７０、８０、９０ ℃进行考察，结果表明同一浓度

试液在上述不同平衡温度下，各待测物的峰面积在

８０ ℃时达到最大且保持稳定。 确定平衡温度 ８０ ℃

·９５·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ６ 月第 ５４ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

后，又对平衡时间 １０、２０、３０、４０ ｍｉｎ 进行考察，结果

表明同一浓度试液在上述不同平衡时间下，各待测

物的峰面积在平衡时间为 ３０ ｍｉｎ 时达到最大且保

持稳定，即各待测组分达到了气液两相平衡。 因

此，最终确定平衡温度为 ８０ ℃， 平衡时间为

３０ ｍｉｎ。
本试验采用顶空气相色谱法，对羟基甲硝唑对

照品中甲醇、丙酮两种有机溶剂残留量进行测定，
该方法分离度、精密度和回收率等指标均能达到

《中国兽药典》 ［１１］ 中有机溶剂残留量测定法的要

求，可用于羟基甲硝唑对照品中甲醇、丙酮残留量

的检测，也可为其他药物中甲醇、丙酮残留量的检

测提供参考。
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