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氯己定（也称洗必泰）属胍类消毒防腐剂，常见的

胍盐包括盐酸氯己定、醋酸氯己定和葡萄糖酸氯己定。

葡萄糖酸氯己定具有良好的溶解性、广谱的抑菌性和

刺激性小、毒性低等优点［1 - 6］。2020年版《中国药典（二

部）》（以下简称《中国药典》）［7］，USP - NF 2022［8］，JPⅩⅧ［9］

和 European Pharmacopoeia 11. 0［10］（EP 11. 0）均收载

本品，现行各标准中含量测定，特定杂质对氯苯胺和

有关物质的检测方法均不相同，且操作相对繁杂。为

此，本研究中建立了同时测定葡萄糖酸氯己定溶液、

主成分及特定杂质对氯苯胺和有关物质含量的高效

液相色谱法。现报道如下。

1 仪器和试药

1. 1 仪器

LC - 30AD型高效液相色谱仪（日本 Shimadzu公
司）；XPE105型电子分析天平（精度为0. 01 mg），AE204型
电子分析天平（精度为 0. 1 mg），S210K型多参数测量酸

度计，均购自瑞士Mettler Toledo公司。

1. 2 试药

葡萄糖酸氯己定溶液（陕西大生制药科技有限公

司，批号分别为 201204，210401，211005）；醋酸氯己定

对照品（批号为 100183 - 201003，含量 96. 2%），对氯苯

胺对照品（批号为 101398 - 201601，含量 100. 0%），均
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摘要摘要：：目的 建立测定葡萄糖酸氯己定溶液主成分及有关物质含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Capcell PAK C18 柱

（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为辛烷磺酸钠溶液 -乙腈（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 254 nm，柱温为 35 ℃，进样

量为 20 µL。结果 葡萄糖酸氯己定和特定杂质对氯苯胺质量浓度分别在 0. 050～0. 15 mg / mL和 0. 001 0～0. 010 mg / mL范围内与

峰面积线性关系良好（r = 0. 999 8，0. 999 9），定量限分别为 0. 7和 0. 5 µg / mL，检测限分别为 0. 3和 0. 2 µg / mL；精密度、稳定性、重

复性试验结果的 RSD 均小于 2. 0%；平均加样回收率分别为 99. 50%和 101. 71%，RSD 分别为 0. 45%和 0. 92%（n = 6）；3批样品中葡

萄糖酸氯己定和对氯苯胺平均含量分别为 20. 33%和 0. 11%，平均杂质总量为 2. 20%。结论 所建方法操作简便，精密度、稳定性、重

复性良好，可用于葡萄糖酸氯己定溶液主成分及有关物质的含量测定。

关键词关键词：：高效液相色谱法；葡萄糖酸氯己定；有关物质；含量测定

Determination of Principal Component and Related Substances in Chlorhexidine Gluconate
Solution by HPLC

WANG Fa，CUI Ping，ZHUANG Yuyu，LI Ji，LIU Xuefeng，QIAO Rongxia
（Shaanxi Institute for Food and Drug Control，Xi′an，Shaanxi，China 710065）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） method for determining the principal
component and related substances in Chlorhexidine Gluconate Solution. Methods The chromatographic column was the Capcell
PAK C18 column （250 mm × 4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was sodium octanesulfonate solution - acetonitrile （gradient
elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 254 nm，the column temperature was 35 ℃，and the
injection volume was 20 µL. Results The linear ranges of chlorhexidine gluconate and specific impurity p - chloroaniline were
0. 050 - 0. 15 mg / mL and 0. 001 0 - 0. 010 mg / mL（r = 0. 999 8，0. 999 9） respectively. The limits of quantification of the
above two components were 0. 7，0. 5 µg / mL，and the limits of detection were 0. 3，0. 2 µg / mL respectively. The RSDs of
precision，stability and repeatability tests were all lower than 2. 0%. The average recovery rates of the above two components were
99. 50% and 101. 71% with RSDs of 0. 45% and 0. 92%（n = 6） respectively. The average contents of chlorhexidine gluconate and
p - chloroaniline in three batches of samples were 20. 33% and 0. 11% respectively，with an average total impurity of 2. 20%.
Conclusion The established method is easy，precise，stable and repeatable，which can be used for the determination of principal
component and related substances in Chlorhexidine Gluconate Solution.
Key wordsKey words：：HPLC；chlorhexidine gluconate；related substance；content determination
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购自中国食品药品检定研究院。甲醇、乙腈、三乙胺均

为色谱纯，冰醋酸、辛烷磺酸钠均为分析纯，水为高

纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱 ：Shiseido Capcell PAK C18 柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm）；流动相：辛烷磺酸钠溶液（A，取辛烷

磺酸钠 5. 1 g，加冰醋酸 310 mL，加三乙胺 1 mL，加水至

1 000 mL）- 乙腈（B），梯度洗脱（0～10 min时 73%A，
10～45 min 时 73%A → 40%A，45～46 min时 40%A →
73%A，46～55min时 73%A）；流速：1. 0 mL / min，检测波

长：254 nm；柱温：35 ℃；进样量：20 µL。
2. 2 溶液制备

取醋酸氯己定对照品约14 mg，精密称定，置200 mL
容量瓶中，加水定容，摇匀，即得每 1 mL含葡萄糖酸氯

己定 0. 1 mg的含量测定对照品溶液。精密量取样品适

量，加水稀释制成每 1 mL约含葡萄糖酸氯己定 0. 1 mg
的含量测定供试品溶液。精密量取样品适量，加水稀释

制成每 1 mL约含葡萄糖酸氯己定 2 mg的有关物质供

试品溶液；精密量取有关物质供试品溶液适量，加水稀

释，制成每 1 mL约含葡萄糖酸氯己定 20 µg的有关物质

对照溶液。取对氯苯胺对照品适量，精密称定，加水溶

解并稀释，制成每 1 mL约含对氯苯胺 5 µg的对氯苯胺

对照品溶液。精密量取有关物质对照溶液 1 mL，置
20 mL容量瓶中，加水定容，即得灵敏度溶液。以水作空

白溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取上述除灵敏度溶液外各溶液适量，

按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果有关

物质供试品溶液主峰与相邻色谱峰分离度符合要求，

且空白无干扰。详见图1。
线性关系考察：1）含量测定线性范围。取醋酸氯己

定对照品 71. 76 mg，精密称定，置 100 mL容量瓶中，加

水定容，即得醋酸氯己定对照品贮备液。取 5份，用水稀

释制成质量浓度分别为 0. 034 52，0. 051 77，0. 069 03，
0. 086 29，0. 103 5 mg / mL的醋酸氯己定系列对照品溶

液 1。精密量取 20 µL，按 2. 1项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。以醋酸氯己定质量浓度（X，mg / mL）为横

坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程

Y1 = 41 233 052. 70 X1 + 45 924. 12（r = 0. 999 9）。结果

表明，醋酸氯己定质量浓度在 0. 035 ～ 0. 10 mg / mL
（折合葡萄糖酸氯己定 0. 050 ～ 0. 15 mg / mL）范围内
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1. 对氯苯胺 2. 氯己定

A. 对氯苯胺对照品溶液 B. 有关物质对照溶液 C. 有关物质供试品溶液 D. 含量测定对照品溶液 E. 含量测定供试品溶液 F. 空白溶液

图1 高效液相色谱图

1. p - Chloroaniline 2. Chlorhexidine
A. Reference solution of p - chloroaniline B. Reference solution of related substances C. Test solution of related substances D. Reference solution

of content determination E. Test solution of content determination F. Blank solution
Fig. 1 HPLC chromatograms
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与峰面积线性关系良好。

2）有关物质线性范围。取对氯苯胺对照品10. 08 mg，
精密称定，置 100 mL容量瓶中，加水定容。各取适量，用

水稀释制成质量浓度分别为0. 034 52，0. 051 77，0. 069 03，
0. 086 29，0. 103 5 mg / mL的对氯苯胺系列对照品溶

液。取上述醋酸氯己定对照品贮备液适量，用水稀释制

成质量浓度分别为 0. 001 401，0. 002 802，0. 007 006，
0. 014 01，0. 021 02，0. 028 02 mg / mL的醋酸氯己定系

列对照品溶液 2。精密量取 20 µL，按 2. 1项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。以待测成分质量浓度（X，mg / mL）
为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得对氯

苯胺、醋酸氯己定回归方程分别为Y2 = 6 538 832. 62 X2 +
394. 00（r = 0. 999 9）、Y3 = 40 162 417. 36 X3 + 30 441. 22
（r = 0. 999 9）。结果表明，氯苯胺、醋酸氯己定质量浓度

分别在0. 001 0～0. 010 mg / mL、0. 001 4～0. 028 mg / mL
（折合葡萄糖酸氯己定 0. 002 0 ～ 0. 040 mg / mL）范围

内与峰面积线性关系良好。

定量限与检测限考察：分别精密量取0. 034 52 mg / mL
的对氯苯胺对照品溶液、0. 001 401 mg / mL含量测定对

照品溶液各适量，倍比稀释，按 2. 1项下色谱条件进

样测定，以信噪比 10︰1、3︰1时的质量浓度分别记作

定量限、检测限。结果对氯苯胺、醋酸氯己定定量限分

别为 0. 50 µg / mL、0. 70 µg / mL（折合葡萄糖酸氯己定

1. 00 µg / mL），检测限分别为0. 20 µg / mL、0. 35 µg / mL
（折合葡萄糖酸氯己定0. 50 µg / mL）。

精密度试验：取2. 2项下含量测定对照品溶液、有关

物质对照溶液和对氯苯胺对照品溶液各适量，按2. 1项下

色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果，主峰峰

面积的 RSD分别为 0. 32%和 0. 10%，对氯苯胺峰面积

的RSD为1. 04%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下含量测定供试品溶液适

量，于室温下放置 12 h，每间隔 1 h，按 2. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果主峰峰面积的 RSD为

0. 33%；杂质检出数量无变化，对氯苯胺和其他杂质峰

面积基本无变化，表明供试品溶液在12 h内稳定。

重复性试验：精密量取同一批样品适量，各 6份，按

2. 2项下方法制备含量测定供试品溶液，按 2. 1项下色

谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。结果葡萄糖

酸氯己定平均含量为 20. 31%，RSD为 0. 62%；对氯苯胺

分 别 为 0. 10% 和 2. 02%；总 杂 质 分 别 为 2. 13% 和

1. 48%。表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品适量，共 12份，分

别加入一定质量的含量测定对照品溶液和对氯苯胺对

照品溶液（各 6份），按 2. 2项下方法制备含量测定供试

品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算回收率。详见表1。
2. 4 有关物质测定

取样品适量，按 2. 2项下方法制备有关物质供试

品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定。灵敏度溶液色

谱图中，主峰的信噪比为 16∶1；有关物质供试品溶液色

谱图中，如有与对氯苯胺保留时间一致的色谱峰，按外

标法以峰面积计算，小于灵敏度溶液主峰面积的峰忽

略不计（0. 05%）。详见表2（其中，UV法为紫外分光光度

法，HPLC法为高效液相色谱法）。
表2 主成分和有关物质含量测定结果（n = 3）

Tab. 2 Results of content determination of and related substances
in samples（n = 3）

批号

201204
210401
211005

主成分（g / mL）
UV法

20. 59
20. 61
20. 55

HPLC法

20. 31
20. 52
20. 17

有关物质（%）

对氯苯胺

0. 10
0. 10
0. 14

最大未知杂质

0. 59
0. 49
0. 59

次大未知杂质

0. 41
0. 34
0. 57

未知杂质

0. 23
0. 23
0. 28

杂质总和

2. 13
2. 06
2. 40

2. 5 含量测定

取样品适量，按 2. 2项下方法制备含量测定供试品

溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，按外标法以峰面

积计算（结果乘以 1. 435 2）。结果与《中国药典》方法

（UV法）基本一致。详见表2。
3 讨论

3. 1 色谱条件优化

葡萄糖酸氯己定在溶剂中离解的氯己定阳离子易

表1 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

样品含量（mg）
葡萄糖酸氯己定

5. 077 5
5. 077 5
5. 077 5
5. 077 5
5. 077 5
5. 077 5

对氯苯胺

0. 203 1
0. 203 1
0. 203 1
0. 203 1
0. 203 1
0. 203 1

加入量（mg）
葡萄糖酸氯己定

4. 953 8
4. 953 8
4. 953 8
4. 953 8
4. 953 8
4. 953 8

对氯苯胺

0. 302 4
0. 302 4
0. 302 4
0. 302 4
0. 302 4
0. 302 4

测得量（mg）
葡萄糖酸氯己定

10. 021 6
10. 032 6
9. 998 3
9. 990 6
9. 989 8
10. 000 2

对氯苯胺

0. 511 6
0. 513 2
0. 509 9
0. 506 8
0. 514 1
0. 508 1

回收率（%）

葡萄糖酸氯己定

99. 80
100. 03
99. 33
99. 18
99. 16
99. 37

对氯苯胺

102. 02
102. 55
101. 46
100. 43
102. 84
100. 86

X（%）

葡萄糖酸氯己定

99. 48

对氯苯胺

101. 69

RSD（%）

葡萄糖酸氯己定

0. 36

对氯苯胺

0. 93

•检验检测•
Inspection and Test

72



2024年 12月 20日 第 33卷第 24期

Vol. 33，No. 24，December 20，2024 China Pharmaceuticals

与C18柱残余的硅羟基反应，造成色谱峰拖尾、重现性

差等现象。采用离子对色谱法可提高离子型化合物的

分离系数，改善分离效果。在流动相中加入三乙胺作

为竞争性胺类与硅羟基反应，可进一步抑制峰拖尾，

峰形对称性较好［11 - 14］。本研究中，在辛烷磺酸钠溶

液中加入 0. 1%三乙胺作为流动相 A（pH约为 2. 7），

乙腈为流动相 B，梯度洗脱。以此色谱条件检测样

品，对氯苯胺在 5 min左右出峰，相比于 USP - NF
2022方法对氯苯胺在主峰后出峰，提高了检测灵敏

度；进一步改善了峰形，提高了样品测定的准确度和

方法的重现性。

3. 2 检测波长选择

预试验中，有 2种供试品溶液的检测波长分别采用

239 nm［15］、254 nm［16 - 17］和 259 nm［18］，比较色谱图，结

果 254 nm与 259 nm比较，其他杂质检出数量和响应基

本一致，但对氯苯胺和氯己定的响应值均较高；254 nm
与239 nm比较基线噪音更低，故选择254 nm。
3. 3 对照品校正系数计算

醋酸氯己定相对分子量为 625. 55，葡萄糖酸氯己

定相对分子量为 897. 76。本方法采用醋酸氯己定为对

照品，因此在计算含量应乘以校正系数1. 435 2。
3. 4 有关物质限度确定

《中国药典》中对氯苯胺限度为 0. 25%，其他单个

杂质不得过 0. 5%，大于 2. 0%单个杂质不得超过 2个，

对杂质总量无限定，在此规定下，杂质总量限度应为

4. 0%；USP - NF 2022和 EP 11. 0限度相同，对氯苯胺

限度为0. 05%，单个未知杂质不得过0. 1%，另外还控制

了 11个已知杂质，限度为 0. 2%～1. 0%，杂质总量不得

过 3. 0%。结合 3批样品测试结果，按限度适度从严原

则，拟定限度为：对氯苯胺不得过 0. 25%；其他单个杂

质不得过 0. 5%，如有 1～2个杂质超过时，应不得大于

1. 0%，各杂质总和不得过3. 0%。

3. 5 方法评价

葡萄糖酸氯己定溶液现行《中国药典》标准对氯苯

胺采用比色法进行限度控制，有关物质采用薄层色谱

法，含量测定采用UV法；JP ⅩⅧ对氯苯胺采用比色法

进行限度控制，含量测定采用容量法，对有关物质未进

行控制；USP - NF 2022均采用HPLC法，但色谱条件不

同；EP 11. 0中对氯苯胺采用 UV法，有关物质采用

HPLC法，含量测定采用容量法。本研究中所建立的

HPLC法，可同时测定葡萄糖酸氯己定溶液的含量、特

定杂质对氯苯胺和有关物质，减少了试剂使用种类，降

低了检测成本，提高了工作效率，为样品生产过程中的

质量控制提供了重要的技术支撑。
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