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摘要
在 Agilent 1290 Infinity Ⅱ 二元液相色谱系统上，配置 Agilent Poroshell 120 SB-C18,  
3.0 × 150 mm, 2.7 μm 色谱柱对空气中 13 种醛酮化合物的 DNPH 衍生物进行准确定量分
析。该方法采用乙腈和水溶液（含四氢呋喃）作为流动相，在梯度条件下不仅使 13 种醛
酮化合物均得到最佳的分离，还令标准品中的杂质峰也获得了较好的分离。该方法操作方
便，灵敏度高，具有良好的线性和极佳的精密度，可准确测定实际空气中的各种醛酮化合
物含量。
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图 1. 利用 HPLC 分析 13 种醛酮化合物的 DNPH 衍生物所得到的色谱图（色谱柱：Poroshell SB-C18, 3.0 × 150 mm）
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前言
随着全世界工业水平的迅猛发展，我们所处的环境深受各种污染
物的威胁。醛酮类化合物作为一类空气和土壤污染物，对环境和
人体健康具有很大危害。国内外颁布的多项环境法规已将多种类
醛酮化合物列入重点控制的有毒有害污染物清单中，要求监测并
控制环境中醛酮类化合物的分布和污染情况。

由于醛酮化合物本身的化学结构决定其具有高挥发性和反应活
性，因此选择 2,4-二硝基苯肼 (DNPH) 对此类化合物进行衍生以生
成稳定的腙类衍生物，然后进样至高效液相色谱系统中进行分析。

本文建立了一种便捷分析 13 种醛酮化合物的 HPLC 方法。该方
法在水和乙腈梯度条件下加入四氢呋喃，不仅使所有 13 种醛酮
化合物均得到最佳的分离 (R > 2.0)，而且能够使标准品中的几种
常见干扰杂质得到良好的分离，从而准确定量分析实际样品中的
醛酮化合物。

实验部分

试剂和样品
四氢呋喃（THF，UV-HPLC-GPC 级，不含抗氧化剂）购自上海安
谱实验科技股份有限公司；乙腈为 HPLC 级，购自 J.T. Baker 公
司（美国）。高纯水来自 Milli-Q 纯水系统（美国），现用现制。标
准品储备液（13 种醛酮化合物-DNPH）由环境客户提供；醛酮样
品 1 和 2 由环境客户提供并完成前处理过程。

样品前处理
依据《HJ 683-2014 环境空气 醛、酮类化合物的测定 高效液相色
谱法》[1] 的样品前处理步骤进行前处理。采集环境空气中的醛酮
化合物，使用涂覆有 2,4-二硝基苯肼 (DNPH) 的采样管采集一定
体积的空气样品。样品中的醛酮类化合物在强酸催化下与涂覆在
硅胶上的 DNPH 发生反应，生成稳定的有色腙类衍生物。经乙腈
洗脱后，将定容后的洗脱液用 0.22 μm 有机针头过滤器过滤，转
移到 2 mL 棕色样品瓶中待测。

表 1. 本应用简报中分析的醛酮类化合物-DNPH

序号 名称

1 甲醛-DNPH

2 乙醛-DNPH

3 丙酮-DNPH

4 丙烯醛-DNPH

5 丙醛-DNPH

6 丁烯醛-DNPH

7 甲基丙烯醛-DNPH

8 丁酮-DNPH

9 正丁醛-DNPH

10 苯甲醛-DNPH

11 戊醛-DNPH

12 间甲基苯甲醛-DNPH

13 己醛-DNPH

仪器和设备
采用最高耐压达 1300 bar 的 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系
统，该系统由以下模块组成：

–– Agilent 1290 Infinity II High Speed Pump 梯度泵（部件号 G7120A）

–– Agilent 1290 Infinity II Multisampler 自动进样器（部件号 G7167B）

–– Agilent 1290 Infinity MCT 柱温箱（部件号 G7116B）

–– Agilent 1290 Infinity II DAD 二极管阵列检测器（部件号 G7117B）

利用 Agilent OpenLab CDS 2.4 软件进行仪器控制和数据分析。

分析条件
HPLC 色谱条件如表 2 所示。
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表 2. HPLC 色谱条件

色谱柱

Agilent Poroshell 120  
SB-C18,  
3.0 × 150 mm, 2.7 μm， 
部件号 683975-302 (T)

Agilent Poroshell 120  
EC-C18,  
2.1 × 50 mm, 2.7 μm， 
部件号 699775-902

Agilent Poroshell 120  
SB-C18,  
2.1 × 100 mm, 2.7 μm， 
部件号 685775-902

柱温 35 °C

进样量 2 μL

流速 1.0 mL/min 0.5 mL/min 0.5 mL/min

检测器 DAD，360 nm

流动相

A：水溶液（含 12% THF）
B：乙腈
梯度程序：  时间/min B/% 

0 25 
1 25 
15 45 
17 70 
19 70 
19.1 25 
24 25

A：水溶液
B：乙腈（含 25% THF）
梯度程序：  时间/min B/% 

0 33 
1 33 
17 64 
17.1 80 
18 80 
18.1 33 
24 33

校准曲线绘制
利用浓度范围为 0.1–10 μg/mL 的 13 种醛酮化合物-DNPH 的校
准标样，对各浓度下的平均峰面积对分析物浓度作图，得到校准
曲线。

结果与讨论

HPLC 分析醛酮化合物-DNPH 的条件优化
色谱柱选择

目前种类繁多的液相色谱柱为方法开发和优化提供了更多的选择。
本研究选择三根色谱柱：Poroshell EC-C18, 2.1 × 50 mm（图 2）、
Poroshell SB-C18, 2.1 × 100 mm（图 3）和 Poroshell SB-C18,  
3.0 × 150 mm（图 1）。在前面两种色谱柱（柱长分别为 5 cm 
和 10 cm）上，醛酮化合物-DNPH 能够在较短的时间（分别为 
9 min 和 12 min）内获得基线分离，结果满足 HJ683-2014 的要
求，且有助于大大提升实验室的分析效率。在第三根色谱柱（柱长 
15 cm）上，分析物在 19 min 内完全分离，且醛酮化合物标准品中
自带的一些杂质与目标化合物也获得了较好的分离，为准确测定
实际样品中醛酮化合物的含量提供了保障。
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图 2. 醛酮类化合物-DNPH 在 Poroshell EC-C18, 2.1 × 50 mm 色谱柱上的色谱图（峰
归属如图 1 所示）
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图 3. 醛酮类化合物-DNPH 在 Poroshell SB-C18, 2.1 × 100 mm 色谱柱上的色谱图 
（峰归属如图 1 所示）

流动相条件
关于醛酮类化合物-DNPH 的分析，已有较多的 HPLC 和 UHPLC 
文献和标准方法。选择水和乙腈为流动相进行梯度分析[2]，难以
实现全部化合物的基线分离。采用水和丙酮作为流动相进行梯度
洗脱，能够获得非常出色的分离结果[3, 4]，但是丙酮对环境不友
好，且不利于操作人员的身体健康，国内的采购流程也是非常麻
烦。因此，本研究参考现有文献，在流动相中加入 THF 以提高分
离度。

为了使针对醛酮化合物-DNPH 的分析方案具有普适性，选择两相
系统，分别考察在水相或者乙腈中加入 THF 对分离结果的影响。
在水相中加入 12% THF 与乙腈进行梯度洗脱时，醛酮化合物获得
了出色的分离 (如表 3 所示)。在乙腈中加入 25% THF 与水进行梯
度洗脱时，中间四种化合物分离度没有在水相中加 THF 高。最后
选择 THF 加水相的流动相条件。
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表 3. 比较 THF 分别加到水相或者乙腈中对分离结果的影响

分离度 R THF 加水相 THF 加乙腈

甲醛 - -

杂质 12.2 11.6

乙醛 1.4 1.3

丙酮 15.1 14.3

丙烯醛 4.2 4.2

丙醛 5.0 4.6

丁烯醛 12.7 11.6

甲基丙烯醛 3.0 2.5

丁酮 2.3 2.3

正丁醛 2.8 2.6

苯甲醛 10.6 9.0

戊醛 9.1 9.1

间甲基苯甲醛 6.2 5.6

己醛 9.0 10.8

优化后的色谱条件
综合以上 HPLC 分析条件的优化结果，确定的最佳色谱条件为：
色谱柱 Poroshell SB-C18, 3.0 × 150 mm，流动相为水（含 12% 
THF）与乙腈梯度，柱温 35 °C。

保留时间和峰面积的精密度
表 4 显示了醛酮化合物重复进样 6 次所得到的平均保留时间和峰
面积的相对标准偏差 (RSD) 值。保留时间 RSD ≤ 0.03%，峰面积 
RSD ≤ 1%，表明该方法具有出色的重现性和系统精密度。

表 4. 保留时间和峰面积的精密度 (n = 6)

化合物 保留时间 RSD (%) 峰面积 RSD (%)

甲醛 0.029 0.602

乙醛 0.024 0.263

丙酮 0.024 0.696

丙烯醛 0.024 0.604

丙醛 0.021 0.528

丁烯醛 0.016 0.494

甲基丙烯醛 0.014 0.269

丁酮 0.016 0.804

正丁醛 0.015 0.734

苯甲醛 0.015 0.631

戊醛 0.006 0.599

间甲基苯甲醛 0.004 0.438

己醛 0.003 0.460

检测限和定量限
将信噪比 (S/N) > 3 时的最低浓度定义为检测限 (LOD)，将 S/N > 10 
时的浓度定义为定量限 (LOQ)。醛酮化合物的 LOD 和 LOQ 的结果
如下表 5 所示。

表 5. 醛酮化合物-DNPH 的 LOD 和 LOQ

化合物 LOD（pg） LOQ（pg）

甲醛 4 15

乙醛 8 26

丙酮 12 39

丙烯醛 11 35

丙醛 14 45

丁烯醛 22 80

甲基丙烯醛 20 75

丁酮 18 69

正丁醛 19 72

苯甲醛 35 102

戊醛 24 85

间甲基苯甲醛 28 96

己醛 16 53

线性
醛酮化合物-DNPH 的校准曲线（浓度范围 0.1–10 μg/mL）的线
性回归分析结果如表 6 所示。从表中可以看出，各种化合物的相
关系数 (r) 均高于 0.999，表明该方法在考察的浓度范围内具有良
好的线性。

表 6. 浓度范围为 0.1–10 μg/mL 的醛酮化合物-DNPH 的线性关系

化合物 线性方程 相关系数 r

甲醛 Y = 85.54X - 8.93 0.9991

乙醛 Y = 57.95X - 3.20 0.9993

丙酮 Y = 47.24X - 2.40 0.9993

丙烯醛 Y = 51.44X - 2.71 0.9993

丙醛 Y = 46.24X - 2.60 0.9993

丁烯醛 Y = 39.85X - 2.31 0.9993

甲基丙烯醛 Y = 34.31X - 1.71 0.9993

丁酮 Y = 41.79X - 2.23 0.9993

正丁醛 Y = 38.15X - 2.01 0.9993

苯甲醛 Y = 26.47X - 1.72 0.9992

戊醛 Y = 32.66X - 1.87 0.9993

间甲基苯甲醛 Y = 22.51X - 1.47 0.9992

己醛 Y = 28.05X - 1.75 0.9992
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实际样品分析
按照 HJ683-2014 对环境空气中的醛酮化合物进行采集，经乙腈
洗脱后，使用 1290 Infinity II 二极管阵列检测器进行检测。利用
保留时间进行定性，并用峰面积进行定量。结果发现，实际样品
中最后一个峰与乙醛色谱峰保留时间接近，但存在微小差异，进
一步通过全波长扫描发现该化合物并非己醛。

保留时间

响
应

s-0.1 | DAD1A,Sig=360.0,4.0  Ref=450.0,100.0 S202008-12QK | DAD1A,Sig=360.0,4.0  Ref=450.0,100.0 S2002009-Q1 | DAD1A,Sig=360.0,4.0  Ref=450.0,100.0

标准品

样品 1

样品 2

己醛

非己醛

图 4. 实际环境空气样品的色谱图

结论
本文参考针对 13 种醛酮化合物的现有分析方法和 HJ683-2014 标
准方法，优化了流动相梯度条件，并考察了不同规格的色谱柱对
分离的影响。以 Poroshell 120 SB-C18 色谱柱为例，采用水 (12% 
THF) 和乙腈作为梯度洗脱液，可以使醛酮化合物-DNPH 获得出
色的分离 (R > 2.0)，并使标准品中自带的杂质得到较好的分离。
该方法具有较高的检测灵敏度和良好的精密度。在实际样品检测
中，借助保留时间的微小差异，可有效避免产生假阳性结果。
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