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柱前衍生化 HPLC 法测定异烟肼注射液中游离肼的含量

李滋 1，于润芳 2，侯宁 2，刘帅 1，王卫 1

（1. 天津市药品检验所，天津 300070；2. 天津金耀药业有限公司，天津 300457）

摘要　目的：建立柱前衍生化高效液相色谱法测定异烟肼注射液中游离肼含量。方法：以苯甲醛为衍

生化试剂，将游离肼衍生化为苯甲醛吖嗪，然后进行高效液相色谱测定。采用 Ultimate XB-C18 色谱柱 
（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 0.1% 乙二胺四乙酸二钠溶液 - 乙腈（30∶70），流速 1.0 mL·min-1，检

测波长为 310 nm，柱温 40 ℃。结果：游离肼质量浓度在 2.5 ～ 100 μg·mL-1 范围内与其衍生物的峰面积

呈良好线性关系，在低、中、高 3 个添加水平范围内的平均回收率为 96.9%~101.0%，RSD 在 0.2%~3.0% 之

间，游离肼的检出限为 0.5 μg·mL-1，定量限为 2.5 μg·mL-1。3 个批次样品的测定结果分别为 0.014%、

0.043% 和 0.095%。结论：本文方法为异烟肼注射液的质量控制提供了有效的检测方法。
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Determination of free hydrazine in isoniazid injection by 
HPLC with precolumn derivatization
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Abstract  Objective：To develop an HPLC method for determination of free hydrazine in isoniazid injection by 
precolumn derivatization．Methods：This method is based on precolumn derivatization with benzaldehyde to form 
benzaldehyde azine．Welch Ultimate XB-C18 column（250 mm×4.6 mm，5 μm） was adopted，the mobile phase 
consisted of 0.1% EDTA-acetonitrilr（30∶70） at a flow rate of 1.0 mL·min-1，the detection wavelength was 310 nm，

and the column temperature was 40 ℃．Results：The calibration curve of free hydrazine showed good linearity in  
the ranges of 2.5-100 μg·mL-1．The average recoveries were 96.9%-101.0% with RSDs of 0.2%-3.0% at 
three spiked levels．The limit of detection was estimated to be 0.5 μg·mL-1，and the limit of quatification was 
2.5 μg·mL-1. The contents of free hydrazine in three batches of samples were 0.014%，0.043% and 0.095%，

respectively. Conclusion：Our study provides an effective method for the quality control of isoniazid injection.
Keywords：free hydrazine；degradation；carcinogenic impurity；isoniazid injection；rimifon；antituberculotic；
synthetic antibiotic；benzaldehyde；benzaldehyde azine；HPLC
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异烟肼别名雷米封，是一种广泛使用的一线抗结

核药物，对各型结核分枝杆菌都有高度选择性抗菌作

用，是目前抗结核药物中具有最强杀菌作用的合成抗

菌药［1-2］。异烟肼不稳定，由制备时原料引入或在储

存过程中降解而产生的游离肼（NH2-NH2）
［3-4］，是一

种诱变剂和致癌物质［5-8］。因此国内外药典中，在异

烟肼及其制剂项下大都收载了游离肼检查项，其检查

方法多采用以硫酸肼为对照品的薄层色谱法［9-11］。

异烟肼注射液收载于中国药典 2010 年版第一增

补本中［12］，其中游离肼的检查项规定如下：取本品适量

（约相当于异烟肼 0.15 g），加水稀释至 5 mL，加水杨醛

的乙醇溶液（1 → 20）0.1 mL，5 min 内不得发生浑浊。

该方法的原理为比浊法，即游离肼和水杨醛反应生成

水杨醛腙而产生沉淀，通过控制沉淀出现的时间来判

断样品中游离肼的含量。但在实际操作中发现，该方

法存在如下问题：（1）样品溶液中的异烟肼也会与水杨

醛发生反应生成腙类沉淀，从而对游离肼的检查产生

干扰，造成检测方法的专属性不佳，影响判定结果的准

确性。（2）反应的重现性差；操作中并未说明加入水杨

醛的乙醇溶液后是否需要摇匀，以及试验所用试剂或

反应温度等条件都可能导致试验中出现浑浊的时间不

一致。（3）游离肼的检查限度不定；反应中要求 5 min
内不得发生浑浊，对应的游离肼的量并不明确。

基于以上原因，本文提出采用柱前衍生化的高效

液相色谱法来检测游离肼，即通过对游离肼与苯甲醛

反应生成的苯甲醛吖嗪进行色谱分析（图 1）［13］，间

接测定游离肼的含量，提高游离肼测定的检测灵敏度

和准确性。
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图 1　苯甲醛与游离肼的反应方程式

Fig. 1　The reaction equation of benzaldehyde and hydrazine

1 　仪器与试药

HP-1100 液相色谱仪，岛津液相色谱 - 质谱

联 用 色 谱 仪（LC-30AD，LCMS-8050），月 旭 科 技

Ultimate XB-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm；十八

烷基硅烷键合硅胶）。

甲醇、乙腈为色谱纯，乙二胺四乙酸二钠、苯甲醛

为分析纯，甲酸铵、甲酸为质谱级。

硫酸肼对照品，中国食品药品检定研究院，批号

101117-201001；苯甲醛吖嗪对照品，Toronto Research 

Chemicals Inc.，批号 13-GHZ-57-1，纯度 98%。

异烟肼注射液样品由天津金耀药业有限公司提供，

规格为 2 mL∶100 mg，批号为 1401201、1502091、1510111。
2 　溶液的制备

硫酸肼对照品溶液：取硫酸肼对照品约 10 mg，
置 50 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度（相当于游

离肼 0.05 mg·mL-1），即得。

苯甲醛溶液：取苯甲醛 2 mL，用甲醇 - 水（9∶1）
溶液稀释至 100 mL，即得。

苯甲醛吖嗪对照品溶液：取苯甲醛吖嗪对照品

约 5 mg，置 100 mL 量瓶中，加甲醇 65 mL 使溶解，用

水稀释至刻度，即得。

空白溶液：精密量取水 2 mL 和苯甲醛溶液 
5 mL，混合均匀，即得。

对照品溶液：精密量取硫酸肼对照品溶液 1 
mL，置 25 mL 量瓶中，精密加水 1 mL 和苯甲醛溶液 
5 mL，振摇反应 20 min，即得。

供试品溶液：精密量取本品 1 mL，置 25 mL 量

瓶中，精密加水 1 mL 和苯甲醛溶液 5 mL，振摇反应 
20 min，即得。

3　色谱条件及专属性试验

3.1　色谱条件

采 用 月 旭 Ultimate XB-C18 色 谱 柱（250 mm× 
4.6 mm，5 μm），以 0.1% 乙二胺四乙酸二钠溶液 -
乙腈（30∶70）为流动相，流速 1.0 mL·min-1，检测波

长 310 nm，柱温 40 ℃，进样 20 μL。
3.2　专属性试验

3.2.1　高效液相色谱分析

精密量取对照品溶液、供试品溶液和空白溶液各

20 μL，分别进样分析，结果见图 2，由图可见，游离肼

的衍生化反应产物苯甲醛吖嗪的峰形对称，与苯甲醛

峰分离度良好，空白溶液不干扰测定。

3.2.2　液相色谱 - 质谱分析

对对照品溶液及苯甲醛吖嗪对照品溶液进行高

效液相色谱 - 质谱联用（LC-MS-MS）分析，仪器为

岛津液相色谱 - 质谱联用色谱仪（LC-30AD，LCMS-
8050），采用安捷伦 Atlantis  T3 柱（100 mm×2.1 mm，

3 μm），以乙腈 -5 mmol·L-1 甲酸铵水溶液（含 0.1%
甲酸） （7∶3）为流动相，流速 0.2 mL·min-1，柱温 
25 ℃，进样 1 μL；ESI 离子源进行正离子扫描，离子源

接口电压 4.5 kV，雾化气（氮气）流速 3.0 L·min-1，干

燥器（氮气）流速 10.0 L·min-1，碰撞气为氩气，加热
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1. 苯甲醛（benzaldehyde） 　2. 苯甲醛吖嗪（benzaldehyde azine）

图 2　对照品溶液（a）、供试品溶液（b）和空白溶液（c）衍生化后的液

相色谱图

Fig. 2　Chromatograms of reference solution（a），test solution（b），
blank reagent（c） after derivatization

模块温度 400 ℃，多反应监测模式（MRM）进行检

测，用于定性分析的离子分别为 m/z 209.15 → 77.20
（碰撞电压 -15.0 eV）、m/z 209.15 → 79.20（碰撞电压 
-17.0 eV）。结果表明，衍生化溶液主峰的保留时间与

苯甲醛吖嗪对照品一致，用于定性分析的离子具有相

同的离子相对丰度比，可以确定硫酸肼与苯甲醛的衍

生化产物即为苯甲醛吖嗪。

4 　结果与讨论

4.1　衍生化反应的条件优化

4.1.1　衍生化试剂苯甲醛用量的考察

取苯甲醛适量，用甲醇 - 水（9∶1）分别配制成体

积分数为 0.2%、0.5%、1.0%、2.0%、5.0%、10.0% 的系

列溶液，按上述方法进行衍生化反应。结果表明，在

苯甲醛溶液浓度达到 2% 时，供试品溶液与硫酸肼对

照品溶液均可反应完全。

4.1.2　衍生化反应时间的考察

精密量取本品和硫酸肼对照品溶液各 1 mL，分
别置 25 mL 量瓶中，精密加水 1 mL 及 2% 苯甲醛溶

液 5 mL，振摇反应 5、10、20、30、45、60 min，分别制

得供试品溶液和对照品溶液；精密量取 20 μL 注入

液相色谱仪。结果表明，当反应时间为 20 min 时，供

试品溶液和对照品溶液均可反应完全。

4.2　方法学验证试验

4.2.1　线性试验

取硫酸肼对照品适量，加水溶解并稀释成游离

肼质量浓度分别为 2.5、5.0、12.5、25、50、100 μg·
mL-1 的一系列溶液，分别精密量取 1 mL，置 25 mL 量

瓶中，精密加水 1 mL 及苯甲醛溶液 5 mL，振摇反应 
20 min 后，精密量取 20 μL 注入液相色谱仪。以质

量浓度（C）为横坐标，衍生化产物峰面积（A）为纵

坐标，进行线性回归。结果表明，游离肼质量浓度在

2.5 ～ 100 μg·mL-1 范围内与其衍生物的峰面积呈

良好的线性关系，其线性方程：

A=173.07C+24.567　r=1.000（n=6）
4.2.2　回收率试验

取硫酸肼对照品适量，加水溶解并稀释成游

离肼质量浓度分别为 0.025、0.050、0.075 mg·mL-1

的溶液；精密量取已知游离肼含量的样品（批号

1502091）1 mL，置 25 mL 量瓶中，分别精密加入上述

3 种浓度的溶液 1 mL 及苯甲醛溶液 5 mL，每种浓度

平行 3 份，按照本方法进行衍生化试验，进行液相色

谱测定，回收率测定结果见表 1。结果表明以本文所

确定的液相色谱法进行游离肼的含量分析，准确度 
较高。

4.2.3　重复性试验

取同一批异烟肼注射液 6 份（批号 1502091），
按照所确定的供试品溶液制备方法和色谱条件，测定

游离肼的含量；结果 6 份样品的平均含量为 0.043%，

RSD 为 0.4%，表明重复性较好。

表 1　回收率测定结果

Tab. 1　Results of determination of recovery

原含量（original）/
（mg·mL-1）

加入量（added）/
（mg·mL-1）

实测量（measured）/
（mg·mL-1）

回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

0.020 88 0.025 26 0.046 76 102.4 100.9 3.0
0.045 48 97.4
0.046 87 102.9

0.020 88 0.050 53 0.071 62 100.4 101.0 0.6
0.071 86 100.9
0.072 20 101.6

0.020 88 0.077 51 0.096 14 97.1 96.9 0.2
0.095 96 96.9
0.095 91 96.8
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4.2.4　检出限与定量限试验

精密量取对照品溶液适量，采取逐步稀释法测定。

按照 S / N=3 计算，游离肼的检出限为 0.5 μg·mL-1；按

照 S / N=10 计算，游离肼的定量限为 2.5 μg·mL-1。

4.2.5　稳定性试验

取供试品溶液和对照品溶液，分别于 0、2、4、6、
8、24 h 精密量取 20 μL 注入液相色谱仪，测定衍生

物苯甲醛吖嗪的峰面积，RSD 均为 0.7%，说明供试品

溶液和对照品溶液在 24 h 内稳定。

4.2.6　耐用性试验 
4.2.6.1　色谱柱考察　曾考察了月旭 C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）、华谱 C18 色谱柱（250 mm× 
4.6 mm，5 μm） 和 Agilent C18 色 谱 柱（150 mm× 
4.6 mm，5 μm），结果游离肼的含量平均值（n=3）为

0.043%，RSD 为 1.2%。

4.2.6.2　柱温考察　曾考察了柱温 38、40、42 ℃，结

果游离肼含量平均值（n=3）为 0.044%，RSD 为 0.3%。

4.2.6.3　流速考察　曾考察了流速 0.8、1.0、1.2 mL·min-1，

结果含量平均值（n=3）为 0.044%，RSD 为 0.03%。

4.2.6.4　流动相考察　曾考察了流动相 0.1% 乙二胺

四乙酸二钠溶液 - 乙腈（32∶68）、0.1% 乙二胺四乙

酸二钠溶液 - 乙腈（30∶70）、0.1% 乙二胺四乙酸二

钠溶液 - 乙腈（28∶72），结果含量平均值（n=3）为

0.043%，RSD 为 0.4%。

耐用性试验结果表明，选定的色谱系统耐用性 
良好。

4.3　样品测定结果

取 3 批 异 烟 肼 注 射 液 样 品，按 照 上 述 方

法衍生化后进行液相色谱分析，按照游离肼含 

量 =
A 样×W/50×32.04/130.12

A对×100/2
×100%（A 样 为供试

品溶液的主峰峰面积；W 为硫酸肼对照品的称样量，

mg；32.04 为游离肼的相对分子质量；130.12 为硫酸

肼的相对分子质量；A 对为对照品溶液的主峰峰面积）

计算游离肼的含量，结果见表 2。
表 2　样品测定结果（%）

Tab. 2　Results of determination of samples

批号（lot No.） 游离肼含量（content of free hydrazine）

1510111 0.014

1502091 0.043

1401201 0.095

5 　结论

本文建立了柱前衍生化高效液相色谱法测定异

烟肼注射液中游离肼的含量，即以苯甲醛为衍生化试

剂，将游离肼衍生化为苯甲醛吖嗪后进行液相色谱测

定，并对衍生化反应条件进行了优化。该方法的各项

参数指标符合中国药典 2015 年版的要求，并且准确

性好，专属性强，灵敏度高，可以用于异烟肼注射液的

质量控制。
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