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复方化学消毒剂中苯扎氯铵的高效液相色谱测定

刘雯雯，张　瑾，乔俊琴，练鸿振

（生命分析化学国家重点实验室，南京大学化学化工学院，南京大学现代分析中心，江苏 南京　２１００９３）

摘要：建立了一种测定复方化学消毒剂中苯扎氯铵成分十二烷基二甲基苄基氯化铵、十四烷基二甲基苄基氯化

铵和十六烷基二甲基苄基氯化铵的反相离子对高效液相色谱法。色谱柱为 ＰｌａｔｉｓｉｌＯＤＳ（５μｍ，２５０ｍｍ×４．６
ｍｍ），流动相为甲醇 －０．２ｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠（含１％三乙胺，Ｖ／Ｖ，用高氯酸调节至 ｐＨ＝６．０，体积比８５∶１５），
紫外２２０ｎｍ检测。用己烷磺酸钠作为离子对试剂，增强了苯扎氯铵成分的保留，三乙胺作为扫尾剂，通过抑制固
定相表面残存的硅羟基对苯扎氯铵成分的吸附，减少了色谱峰拖尾。３种苯扎氯铵成分分离良好，标准曲线的线
性范围分别为０．００２～５ｍｇ／ｍＬ、０．００５～１０ｍｇ／ｍＬ和０．００５～１０ｍｇ／ｍＬ，检测限分别为０．０００５ｍｇ／ｍＬ、０．００１
ｍｇ／ｍＬ和０．００１ｍｇ／ｍＬ。方法具有良好的准确度和精密度，在测定低浓度样品时优势明显。实际用于测定苯扎
氯铵消毒液和医用消毒纸巾中３种苯扎氯铵成分的含量，回收率为９９．３％～１０４．１％，日内和日间测定相对标准
偏差（ＲＳＤ）均小于２．０％。
关键词：苯扎氯铵；复方化学消毒剂；反相离子对高效液相色谱法
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苯扎氯铵（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，简称 ＢＡＣ）是具
有杀菌作用的季铵盐类阳离子表面活性剂，系广谱杀

菌剂，能改变细菌胞浆膜通透性，使菌体胞浆物质外

渗，阻碍其代谢而起杀灭作用，主要由３种正烷烃基
（ｎ－Ｃ１２Ｈ２５、ｎ－Ｃ１４Ｈ２９和 ｎ－Ｃ１６Ｈ３３）取代的二甲基苄
基氯化铵的同系物组成。３种同系物的杀菌特性不
同：十二烷基二甲基苄基氯化铵（Ｃ１２）是最有效的酵母
菌和真菌抑制剂，十四烷基二甲基苄基氯化铵（Ｃ１４）和
十六烷基二甲基苄基氯化铵（Ｃ１６）则能够分别作用于
革兰氏阳性菌和阴性菌。由于苯扎氯铵对神经的毒副

作用小而被广泛应用于复方消毒剂，健康护理液（滴

眼液、滴鼻液等）及化妆品中；按用途的不同，添加的

总量一般在０．１％ ～０．８％［１］。我国卫生部规定了不

同用途消毒剂中苯扎氯铵的用量，其中皮肤粘膜消毒

剂中最高使用质量浓度不超过２．０ｇ／Ｌ。国内已报道
过量使用苯扎氯铵会引起变态反应性结膜炎、视力减

退、接触性皮炎，灼伤中毒，甚至导致死亡。美国药典

（ＵＳＰ３２）规定了苯扎氯铵配方中十二烷基二甲基苄
基氯化铵不少于４０％，十四烷基二甲基苄基氯化铵不
少于２０％，二者总量不少于 ７０％。为控制产品的质
量，控制其毒副作用，除测定总量外，还必须测定其中

每一种同系物的含量［２］。

目前，苯扎氯铵的分析方法有化学滴定法［３－１１］、

毛细管电泳法（ＣＥ）［１２－１３］、双波长紫外分光光度
法［１４－１５］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［１６－１８］、高效液相色
谱－质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ）［１９－２１］、示差分光光度法［２２］、

免疫法［２３］、离子选择电极法［２４］、一阶导数光谱法［２５］和

二阶导数光谱法［２６］等。化学滴定法中有四苯硼钠法、

银量法、碘酸钾法、十二烷基磺酸钠法、铁氰化钾法、百

里酚蓝－亚甲蓝混合指示剂法和溴化（咪嗡／乙啶）－
酸性蓝混合指示剂法等。中国药典采用间接氧化还原

滴定法测定苯扎氯铵总量［２７］，根据碘酸钾滴定液用

量，计算苯扎氯铵的含量。化学滴定法和紫外分光光

度法只能测定总量，而对于微量或痕量的定量或是定

性分析往往不够灵敏，不能满足快速分析的要求。示

差分光光度法需衍生后测定，方法繁琐、费时。免疫法

只能测定其中的Ｃ１２。ＨＰＬＣ－ＭＳ法分析成本高，目前
多用于食品、水体及土壤中苯扎氯铵的残留分析。毛

细管电泳法和一阶导数光谱法、二阶导数光谱法目前

并不普及。本文建立的反相离子对 ＨＰＬＣ法，可以快
速、准确地同时测定苯扎氯铵中各同系物，且具有较高

的灵敏度。实际用于苯扎氯铵消毒液和医用消毒纸巾

分析，效果令人满意。

１　实验部分
１．１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司），配有四元泵（包含真空脱气机），自动进样器，智

能型柱温箱，二极管阵列检测器（ＤＡＤ）；梅特勒 －托
利多ＳｅｖｅｎＥａｓｙｐＨ计（Ｓ２０）。
１．２　主要试剂与材料

甲醇（ＨＰＬＣ级，购自美国Ｍｅｒｃｋ公司），己烷磺酸
钠（纯度９８％，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司），三乙胺（ＨＰＬＣ
级，购自美国Ｔｅｄｉａ公司），ＨＣｌＯ４（分析纯，购自南京化
学试剂有限公司），纯净水（购自杭州娃哈哈集团有限

公司）。

苯扎氯铵标准品（纯度 ９９％，购自 Ａｌａｄｄｉｎｚｈ
公司）。

苯扎氯铵消毒液由江苏省疾病预防控制中心提

供；医用消毒湿纸巾由当地医院提供，单片包装，每片

尺寸５ｃｍ×６ｃｍ，垂直折叠４次，密封于铝箔袋中，苯
扎氯铵标示量为０．１３５％（固液比）。
１．３　溶液配制
１．３．１　标准溶液的配制

称取十二烷基二甲基苄基氯化铵（Ｃ１２）、十四烷基
二甲基苄基氯化铵（Ｃ１４）和十六烷基二甲基苄基氯化铵
（Ｃ１６）各约１．００００ｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，用流动相
（甲醇－０．２ｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠（含１％三乙胺，Ｖ／Ｖ，用
ＨＣｌＯ４调节至ｐＨ＝６．０，体积比８５∶１５）溶解，定容，配
制４０ｍｇ／ｍＬ的混合标准储备溶液。取混合标准储备溶
液，用流动相逐级稀释至浓度１０、５、１、０５、０１、００５、
００１、０００５、０００２、０００１和００００５ｍｇ／ｍＬ。
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１．３．２　苯扎氯铵消毒液溶液的配制
准确移取１００ｍＬ苯扎氯铵消毒液至１０ｍＬ容量

瓶中，用流动相溶解并定容。

１．３．３　医用消毒纸巾提取液的配制
剪开铝箔袋封口，小心用镊子取出消毒纸巾，置于

５０ｍＬ烧杯中，加入４ｍＬ流动相，浸泡，用少许流动相
冲洗铝箔袋内侧，冲洗液并入浸泡液中，搅拌１０ｍｉｎ，
将溶液转移至１０ｍＬ容量瓶中，再加入２ｍＬ流动相浸
泡消毒纸巾１０ｍｉｎ，将溶液转移至１０ｍＬ容量瓶中，重
复一次。用少许流动相荡洗烧杯，荡洗液并入容量瓶

中，最后用流动相定容至１０ｍＬ。
１．３．４　加标回收样品溶液的配制

移取苯扎氯铵消毒液各１．００ｍＬ至３支１０ｍＬ容
量瓶中，分别添加１ｍｇ／ｍＬ苯扎氯铵标准溶液 １．００
ｍＬ、２．００ｍＬ和３．００ｍＬ，用流动相溶解并定容。取３
片医用消毒纸巾，分别置于３支５０ｍＬ烧杯中，精确移
取０．１ｍｇ／ｍＬ苯扎氯铵标准溶液１．００ｍＬ、２．００ｍＬ
和３．００ｍＬ置于烧杯中，再分别加入 ３ｍＬ、２ｍＬ和
１ｍＬ流动相，以下按１．３．３节步骤操作。

所有的样品溶液均经０．２２μｍ孔径的微孔滤膜
过滤，取滤过液进柱分析。

１．４　色谱条件
ＨＰＬＣ色谱柱：ＰｌａｔｉｓｉｌＯＤＳ色谱柱（通用型反相

Ｃ１８柱，５μｍ，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，购自迪马公司）；柱温
３０℃；流动相：甲醇 －０．２ｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠（１％三乙
胺，Ｖ／Ｖ，用高氯酸调节至ｐＨ＝６．０），８５∶１５（Ｖ／Ｖ），使
用前经０．２２μｍ微孔滤膜过滤；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；紫
外检测波长２２０ｎｍ；进样量５μＬ。

２　结果与讨论
２．１　标准曲线和检出限

在１．４节色谱条件下，３种苯扎氯铵成分标准溶
液的色谱图见图１（ａ）。Ｃ１２、Ｃ１４和 Ｃ１６实现了基线分
离，保留时间分别为７．５ｍｉｎ、１１．９ｍｉｎ和２０．１ｍｉｎ。

以苯扎氯铵成分的峰面积对浓度作图，Ｃ１２在溶液
浓度为０．００２～５ｍｇ／ｍＬ范围内呈线性，回归方程为
ｙ＝２３０３．７ｘ＋３１．３５９，当信噪比 Ｓ／Ｎ＝３时，检出限为
０．０００５ｍｇ／ｍＬ。Ｃ１４在溶液浓度为０．００５～１０ｍｇ／ｍＬ
范围内呈线性，回归方程为 ｙ＝２２３６ｘ＋５０．４７１，当信
噪比Ｓ／Ｎ＝３时，检出限为０．００１ｍｇ／ｍＬ。Ｃ１６在溶液
浓度为０．００５～１０ｍｇ／ｍＬ范围内呈线性，回归方程为
ｙ＝２１５７．１ｘ＋２５．５８７，当信噪比 Ｓ／Ｎ＝３时，检出限为
０．００１ｍｇ／ｍＬ，与文献报道的检出限（０．０５～０．２

ｍｇ／ｍＬ）［２８－３０］相比，灵敏度明显提高。将０．１ｍｇ／ｍＬ
混合标准溶液重复进样５次，Ｃ１２、Ｃ１４和Ｃ１６峰面积的相
对标准偏差（ＲＳＤ）分别为０．７％、０．８％和１．４％。

图 １　苯扎氯铵混合标准溶液及样品溶液色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄ

ａｎｄｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
色谱图：ａ—混合标准溶液（０．１ｍｇ／ｍＬ）；ｂ—苯扎氯铵消毒液；ｃ—加入

混合标准溶液（０．１ｍｇ／ｍＬ）的苯扎氯铵消毒液；ｄ—医用消毒纸巾提取

液；ｅ—加入混合标准溶液（０．１ｍｇ／ｍＬ）的医用消毒纸巾提取液。

色谱峰：１—十二烷基二甲基苄基氯化铵（Ｃ１２）；２—十四烷基二甲基苄

基氯化铵（Ｃ１４）；３—十六烷基二甲基苄基氯化铵（Ｃ１６）。

２．２　色谱条件的优化
苯扎氯铵为离子型化合物，在以纯水 －乙腈或纯

水－甲醇为流动相时，出峰时间早且峰形拖尾严重。
这是因为一方面季铵盐类化合物亲水性强，出峰早，另

一方面季胺基（Ｒ４Ｎ
＋）与固定相残存的硅醇基（ＳｉＯ－）

之间发生相互作用，容易吸附在色谱柱的固定相上，待

测组分不易流出，造成拖尾现象。

己烷磺酸钠为离子对试剂，广泛应用于反相离子

对色谱中。离子对色谱保留机理表明［３１］，己烷磺酸钠

中的极性阴离子基团磺酸根离子与苯扎氯铵的阳离子

基团缔合形成中性核。己烷磺酸钠中所含的己基，则

加大了离子缔合物与反相固定相之间的疏水作用力，

—９７６—
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增加了离子溶质的保留。同时，三乙胺可与固定相上

硅醇基（ＳｉＯ－）结合，竞争性地抑制了 Ｒ４Ｎ
＋与固定相

的直接吸附。苯扎氯铵组分中烷基越长，形成的离子

缔合物疏水性越大，保留时间越长，从而达到各组分最

合适的反相分离。

２．２．１　己烷磺酸钠的浓度
固定流动相中甲醇比例为８５％，水相中三乙胺的

浓度为０．１％（高氯酸调节 ｐＨ＝６．０），考察己烷磺酸
钠浓度对反相离子对色谱保留行为的影响。当己烷磺

酸钠浓度从０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ增加到０．１ｍｏｌ／Ｌ时，３种苯
扎氯铵成分的保留时间逐渐增加，己烷磺酸钠浓度在

０．２ｍｏｌ／Ｌ以后，３种苯扎氯铵成分的保留时间均趋于
平稳（图２）。考虑到己烷磺酸钠浓度太大对色谱柱的
损伤及其价格因素，本文选择水相中己烷磺酸钠的浓

度为０．２ｍｏｌ／Ｌ。

图 ２　己烷磺酸钠浓度对保留时间的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｘａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍ ｏｎ

ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

２．２．２　三乙胺的浓度
固定流动相中甲醇比例为 ８５％，水相中含 ０．２

ｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠（高氯酸调节 ｐＨ＝６．０），考察三乙
胺浓度对反相离子对色谱保留行为的影响，当三乙胺

浓度从０．２％增加到２．０％时，３种苯扎氯铵成分的保
留时间值逐渐降低，三乙胺浓度在１．０％以后均趋于
平稳（图３）。此时配制流动相时，溶液中三乙胺的浓
度变化对出峰时间影响比较小。考虑到三乙胺浓度太

大对色谱柱的损伤，以及对检测信号的干扰较大，本文

选择水相中三乙胺的浓度为１％。
２．２．３　流动相ｐＨ值对出峰时间的影响

固定流动相中甲醇比例为 ８５％，水相中含 ０．２
ｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠（１％三乙胺），考察ｐＨ值对反相离子

对色谱保留行为的影响。在反相离子对色谱中，对保留

值起主导作用的是与离子对试剂反电荷的被解离的溶

质，流动相酸度对保留值的影响主要通过改变流动相中

与离子对试剂电荷相反的被解离的溶质的浓度来实现。

随着流动相ｐＨ值的变化，如被解离的溶质离子浓度升
高，其保留值增大；反之，保留值减小［３２］。由图４所示，
流动相ｐＨ对方法的检测基本没有太多影响。考虑到
保护色谱柱的寿命，选择ｐＨ＝６．０作为流动相ｐＨ。

图 ３　三乙胺浓度对保留时间的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ

图 ４　流动相ｐＨ值对出峰时间的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｐＨ

２．２．４　有机调节剂比例的影响
甲醇与乙腈用作流动相中有机调节剂时，对苯扎氯

铵成分的分离并没有明显的差别，考虑到实验的经济

性，选择甲醇作为有机调节剂。甲醇比例高于８５％时，３
种苯扎氯铵成分之间以及与样品中其他杂质之间不能

完全分离，影响定量测量的准确性。甲醇比例低于８５％
时，苯扎氯铵成分出峰时间太长，峰展宽。从分离度和

分析效率两方面综合考虑，选择甲醇的比例为８５％。

—０８６—
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２．２．５　检测波长
苯扎氯铵成分的特征紫外吸收波长为２６０ｎｍ，最大

吸收波长为２０５ｎｍ，但是用２０５ｎｍ检测时，噪音较大。
实验表明，选择２２０ｎｍ作为检测波长有最小的信噪比。
２．３　实际样品中苯扎氯铵的测定

按照实验色谱条件，分别对苯扎氯铵消毒液和医

用消毒纸巾中的苯扎氯铵各成分进行回收率测定

（表１），结果表明平均回收率（Ｒ）在 ９９．３％ ～
１０４．１％。实验同时对苯扎氯铵消毒液和医用消毒纸
巾中的十二烷基二甲基苄基氯化铵和十四烷基二甲基

苄基氯化铵进行了精密度测定，结果列于表２。日间
和日内ＲＳＤ均小于２．０％，方法表现了良好的精密度。

表 １　消毒液和消毒纸巾中苯扎氯铵各组分的回收率①

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆＢＡＣｈｏｍｏｌｏｇｓｉｎｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔａｎｄｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｔｏｗｅｌｅｔｔｅ

组分

消毒液

ρＢ／（ｍｇ·ｍＬ－１）

本底值 加标量 测定值

回收率

Ｒ／％

平均回收率

Ｒ／％
ＲＳＤ／％

消毒纸巾

ρＢ／（ｍｇ·ｍＬ－１）

本底值 加标量 测定值

回收率

Ｒ／％

平均回收率

Ｒ／％
ＲＳＤ／％

Ｃ１２
０．１０５ ０．１００ ０．２０６ １０１．００ ０．１３５ ０．１００ ０．２３８ １０３．００
０．１０５ ０．２００ ０．３０２ ９８．５０ ９９．３ １．３３ ０．１３５ ０．２００ ０．３４１ １０３．００ １０３．１ ０．１８
０．１０５ ０．３００ ０．４０２ ９９．００ ０．１３５ ０．３００ ０．４４５ １０３．３３

Ｃ１４

０．０３３ ０．０９９ ０．１３３ １０１．０１ ＮＤ ０．０９９ ０．１０３ １０４．０４
０．０３３ ０．１９９ ０．２３４ １０１．００ １０１．１ ０．１９ ＮＤ ０．１９９ ０．２０８ １０４．５２ １０４．１ ０．４０
０．０３３ ０．２９８ ０．３３５ １０１．３４ ＮＤ ０．２９８ ０．３０９ １０３．６９

Ｃ１６

ＮＤ ０．１０３ ０．１０２ ９９．０３ ＮＤ ０．１０３ ０．１０４ １００．９７
ＮＤ ０．２０５ ０．２０３ ９９．０２ ９９．４ ０．７５ ＮＤ ０．２０５ ０．２１０ １０２．４４ １０１．５ ０．６８
ＮＤ ０．３０８ ０．３０９ １００．３２ ＮＤ ０．３０８ ０．３１１ １００．９７

① ＮＤ表示未检出，下表同。

表 ２　消毒液和消毒纸巾中十二烷基二甲基苄基氯化铵和十四烷基二甲基苄基氯化铵的测定
Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｏｄｅｃｙｌｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄｔｅｔｒａｄｅｃｙｌｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔａｎｄｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｔｏｗｅｌｅｔｔｅ

样品

Ｃ１２

日内

ρ／（ｍｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％

日间

ρ／（ｍｇ·Ｌ－１） ＲＳＤ／％

Ｃ１４

日内

ρ／（ｍｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％

日间

ρ／（ｍｇ·Ｌ－１） ＲＳＤ／％

消毒液

０．１０６
０．１０６
０．１０５

０．５５
０．１０５
０．１０７
０．１０４

１．４５
０．０３３
０．０３３
０．０３４

１．７３
０．０３４
０．０３３
０．０３４

１．７１

消毒纸巾

０．１３５
０．１３４
０．１３７

１．１３
０．１３５
０．１３３
０．１３３

０．８６
ＮＤ
ＮＤ
ＮＤ

－
ＮＤ
ＮＤ
ＮＤ

－

３　结语
本文建立了利用反相离子对高效液相色谱测定消

毒纸巾中的苯扎氯铵同系物（十二烷基二甲基苄基氯

化铵、十四烷基二甲基苄基氯化铵和十六烷基二甲基

苄基氯化铵）含量的方法。采用 Ｃ１８柱，流动相为甲醇
－０．２ｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠（１％三乙胺，ｐＨ ＝６．０），体
积比８５∶１５，紫外２２０ｎｍ检测。选用己烷磺酸钠作为
离子对试剂，增强了苯扎氯铵成分的保留，同时加入三

乙胺作为扫尾剂，抑制固定相表面残存的硅羟基对苯

扎氯铵成分的吸附，减少色谱峰拖尾。本法手续简单，

检测灵敏度高，且表现出良好的重复性和精密度，适于

测定复方化学消毒剂中苯扎氯铵各单组分含量，尤其

在测定低浓度样品时优势明显。
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