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摘要: 目的 建立了化妆品中羟苯基丙酰胺苯甲酸( 二氢燕麦生物碱 D) 含量的高效液相色谱测定方法及质谱确证方
法。方法 水剂类、膏霜类化妆品用甲醇超声提取，提取液经 Agilent Eclipse XDB － C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) 色谱
柱分离后，用二极管阵列检测器在 220 nm下检测，外标法定量。结果 二氢燕麦生物碱 D的线性范围为 0． 5 μg /ml ～
50 μg /ml，相关系数为 0． 999 8，方法检出限为 0． 8 μg /g( S /N =3) ，定量限为 2． 5 μg /g( S /N =10) 。在 3 个加标水平下，方
法平均回收率为 90． 0% ～102． 5%，相对标准偏差为 1． 52% ～3． 59%。检出羟苯基丙酰胺苯甲酸的样品可用液相色谱 －
质谱联用的方法确证。结论 该分析方法简便灵敏、准确、快速，适用于化妆品样本中羟苯基丙酰胺苯甲酸含量的测定。
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Determination of hydroxyphenylpropanamide benzoic acid in cosmetics by high
performance liquid chromatography and confirmed by mass spectrometry

CHEN Yun － xia* ，ZHENG Jun，SU Ning，WANG Cong，MAO Lin，LIU Meng － lin
* Chinese Academy of Inspection and Quarantine，Beijing 100176，China

Abstract: Objective The high performance liquid chromatography ( HPLC) and liquid chromatograph － mass spectrometer
( LC － MS /MS) methods were developed for the determination of hydroxyphenylpropanamide benzoic acid in cosmetics samples．
Methods Water and cream cosmetics were extracted with ultrasonic methanol． After separation on an Agilent Eclipse XDB －
C18 ( 250 mm ×4． 6 mm，5 μm) column，the extracted solution was detected by a diode array detector at 220 nm and quantified
by external standard method． Results The linear range of dihydrooat alkaloid D was within 0． 5 μg /ml － 50 μg /ml，the corre-
lation coefficient ( r ) was 0． 999 8，the limit of detection was 0． 8 μg /g ( S /N = 3 ) ，and the limit of quantification was
2． 5 μg /g ( S /N = 10) ． The average recoveries of the method were within 90． 0% － 102． 5% with relative standard deviations
( RSDs) of 1． 52% － 3． 59% at three spiked levels． The samples of hydroxyphenylpropanamide benzoic acid can be confirmed
by liquid chromatography － mass spectrometry． Conclusion The method is accurate，simple，rapid and suitable for the deter-
mination of hydroxyphenylpropanamide benzoic acid in cosmetics samples．
Key Words: Cosmetics; Hydroxyphenylpropanamide benzoic acid; High performance liquid chromatography; Liquid chromato-
graph － mass spectrometer

燕麦不但含有配备合理、利用率高的蛋白质，而
且含可溶性膳食纤维和多种不饱和脂肪、维生素及矿
物质等，因此长期以来一直被认为是一种营养丰富且

具保健作用的食品原料。近年来，许多研究证实，燕
麦是天然抗氧化剂的重要来源之一［1］。燕麦中含有
多种生物活性成分，如 β －葡聚糖、生育酚、生育三烯

酚和燕麦生物碱等，其抗氧化活性已成为西方发达国

家研究的热点之一［2，3］。生物碱是一类含氮有机化合
物，多数为含氮杂环结构，生物活性显著，燕麦生物碱

是一类独特的天然含氮酚酸类衍生物，具有抗氧化、
抗炎、抗增殖等生物活性［4 － 6］，因此，天然的燕麦生物

碱也会被添加到化妆品中，起到抗氧化抗炎的功效。
研究表明，燕麦中燕麦生物碱含量较低，为 2 mg /kg ～
300 mg /kg，其中燕麦生物碱 A、B和 C含量相对较高，
但由于天然燕麦生物碱提取过程复杂，且容易造成原

料和溶剂的浪费，有些企业用人工合成的化学物质冒

充天然燕麦生物碱提取物而加入到化妆品中，如二氢
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燕麦生物碱 D( 羟苯基丙酰胺苯甲酸) 是根据天然燕
麦生物碱人工合成的物质，结构类似药物曲尼司特，具

有快速抗炎止痒、抗敏抗刺激、抗组胺、抗纤维化和抑
制红斑等功效，相比于天然燕麦生物碱，这类人工合成

的化学物质也在一定程度上增加了消费者使用的风

险，因此对该物质建立相应的检测方法尤为重要。
目前，对于生物碱含量的测定主要在中草药

材［7 － 10］、农产品［11］及食品等领域，对于生物碱含量的
检测主流方法为液相色谱法，如马悦等［12］和史煜华

等［13］通过液相色谱法分别对防己和风湿骨痛片中相

应的药物生物碱含量进行测定; 周亚楠等［14］采用
UPLC法同时测定药品中黄连生物碱的含量; 王文文
等［15］通过超高液相色谱 －串联质谱法分析药材中的生
物碱，而化妆品中二氢燕麦生物碱 D 的含量测定还未
见报道。本研究建立了测定化妆品中人工合成二氢燕
麦生物碱 D高效液相色谱分析及质谱确证方法，弥补该
物质在化妆品领域的检测空白，对于化妆品中该合成化

妆品原料含量检测具有重要意义，同时也为天然燕麦提

取物与人工合成原料的鉴别提供重要的技术支持。

1 材料与方法

1． 1 仪器与试剂 Agilent 1260 型高效液相色谱仪
配有 DAD 检测器( 美国 Agilent 公司) ; AB QTRAP

5500 液相色谱质谱联用仪( 美国 SCIEX公司) ; MX －
S涡旋振荡器( 美国 SCILOGEX) ; CR － 22N 高速冷冻
离心机 ( 日本日立公司 ) 。羟苯基丙酰胺苯甲酸
( 98%，批号: 10300152 ) ;甲醇( 色谱纯，批号: A452 －
4) ;乙腈 ( 色谱纯，批号: 932537 ) ; 甲酸 ( 色谱纯，批
号: A118P － 500) ;其他试剂均为分析纯。
1． 2 方法
1． 2． 1 高效液相色谱条件 色谱柱: Agilent Eclipse
XDB － C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇:
0． 04%四丁基氢氧化铵水溶液 = 50∶50( V /V) ;流速:
1． 0 ml /min;柱温: 30 ℃ ;检测波长: 220 nm。
1． 2． 2 液相色谱 － 串联三重四级杆质谱确证条
件 液相色谱条件: 色谱柱: Agilent Eclipse XDB －
C18 ( 10 cm ×4． 6 mm，3． 5 μm) ; 流动相 A: 0． 1%甲
酸水溶液，流动相 B: 乙腈。流动相: A∶B = 98∶2
( V /V) ; 流速: 0． 6 ml /min; 柱温: 30 ℃ ; 进样量:
2 μl。离子源: 电喷雾离子源( ESI) ; 扫描方式: 正离
子监测; 检测方式: 多反应监测 ( MRM) ; 离子源参
数: 气帘气: 30． 0 psi; 碰撞气: 7 psi; 离子喷雾电压:
5 500 V; 离子源温度: 600 ℃ ; 雾化气: 55 psi; 辅
助气: 60 psi; 羟苯基丙酰胺苯甲酸的质谱参数
见表 1。

表 1 羟苯基丙酰胺苯甲酸的质谱分析参数

化合物 母离子 m/z 子离子 m/z 驻留时间( ms) 去簇电压( V) 碰撞电压( V) 碰撞室出口电压( V)

羟苯基丙酰胺苯甲酸 284． 0 136． 1 100 16 22 15

240． 1a 100 15 34 15

注: a为定量离子。

1． 2． 3 标准溶液的配制 准确称取羟苯基丙酰胺苯
甲酸标准物质 10 mg( 精确至 0． 1 mg) ，置于 10 ml 容
量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，配制成浓度

为 1 000 μg /ml的标准储备液。将标准储备溶液稀释
成质量浓度分别为 0． 5 μg /ml、1． 0 μg /ml、5． 0 μg /ml、
10． 0 μg /ml、20． 0 μg /ml、50． 0 μg /ml 的系列混合标
准溶液。
1． 2． 4 样品前处理 称取 1． 0 g(精确到 0． 001 g) 样品
(水、乳、霜)于 10 ml比色管中，加入甲醇并定容至刻度，
涡旋振荡使样品分散，在超声中提取 20 min，转移至离心
管，5 000 r /min离心10 min，取上清液经0． 45 μm滤膜过
滤，滤液作为待测液，供液相色谱仪测定。

2 结 果

2． 1 前处理与试验条件的优化
2． 1． 1 色谱柱的选择 分别用 C18、C8、氨基柱、苯基

柱在液相色谱条件下对羟苯基丙酰胺苯甲酸进行分
析，发现在 Agilent Eclipse XDB － C18 ( 250 mm ×
4． 6 mm，5 μm) 色谱柱对羟苯基丙酰胺苯甲酸的分析
保留时间，峰型都较好，因此选择 Agilent Eclipse
XDB － C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm ) 作为分析色
谱柱。
2． 1． 2 流动相条件的选择 分别用甲醇、甲醇和水、
乙腈、乙腈和水作为流动相分析羟苯基丙酰胺苯甲
酸，但是均出现了目标峰拖尾的情况，根据羟苯基丙
酰胺苯甲酸为碱性，在 1 L水相中添加 1 ml 40%的四
丁基氢氧化铵溶液，发现羟苯基丙酰胺苯甲酸峰型对

称，因此选择甲醇∶0． 04%四丁基氢氧化铵水溶液 =
50∶50( V /V) 作为流动相。按上述最优色谱条件，得
到羟苯基丙酰胺苯甲酸标准溶液的高效液相色谱图

见图 1。对于阳性样品，按 1． 2． 2 确证条件，得到标准
溶液的 LC － MS /MS谱图见图 2。
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图 1 羟苯基丙酰胺苯甲酸标准溶液的高效液相色谱图

图 2 羟苯基丙酰胺苯甲酸标准溶液的 LC － MS /MS谱图

2． 1． 3 提取溶剂的选择 本实验考察了羟苯基丙酰
胺苯甲酸在乙腈、甲醇、水、甲醇和水 ( 1∶1，V /V) 提
取溶剂的提取效果。羟苯基丙酰胺苯甲酸在甲醇和
乙腈中提取效果最好。综合考虑毒性和普适性，本研
究选择甲醇为最佳提取溶剂。

2． 1． 4 提取时间的选择 在空白化妆品样品中添加
羟苯基丙酰胺苯甲酸标准溶液，混合均匀后，用甲醇

提取，在超声中分别提取 5 min、10 min、15 min、
20 min、30 min、40 min，结果表明，随提取时间的增
加，提取效率先增加，当超声提取超过 20 min 后提取
效率基本保持不变，因此确定超声提取时间为 20 min。
2． 2 方法学考察
2． 2． 1 方法的线性关系和定量限 将羟苯基丙酰
胺苯甲酸标准储备溶液逐级稀释得到的浓度为
0． 50 μg /ml、1． 00 μg /ml、5． 00 μg /ml、10． 0 μg /ml、
20． 0 μg /ml、50． 0 μg /ml 的标准工作溶液，按 1． 2 的
测定条件浓度由低到高依次进样分析，以各羟苯基丙

酰胺苯甲酸的峰面积( y 轴) 对相应的浓度 ( x 轴) 绘
制标准曲线，得到线性回归方程 y = 56． 45x + 23． 90，
相关系数为 0． 999 8，线性范围为 0． 5 μg /ml ～50 μg /ml，
方法检出限( S /N =3) 为 0． 8 μg /g，定量限( S /N =10) 为
2． 5 μg /g。
2． 2． 2 方法的回收率和精密度 以经过测定不含有
羟苯基丙酰胺苯甲酸的空白样品为基质，分别进行空

白样品添加回收率和精密度的测定。在 2． 5 μg /g、
5． 0 μg /g、25． 0 μg /g 3 个加标水平下，每个水平平行
测定 6 次，羟苯基丙酰胺苯甲酸的平均回收率为
90． 0% ～102． 5%，相对标准偏差( RSD) 为 1． 52% ～
3． 59% ( 表 2) 。本方法在 1 d内不同时间和不同日期
( 5 d 内) 测得的日内精密度和日间精密度分别为
1． 0%和 2． 5%。

表 2 羟苯基丙酰胺苯甲酸的加标回收率及 RSD( n = 6)

化合物
添加水平

( μg /g)

水剂

回收率( % ) RSD( % )

乳液

回收率( % ) RSD( % )

膏霜

回收率( % ) RSD( % )

羟苯基丙酰胺苯甲酸 2． 5 92． 5 2． 10 94． 5 3． 05 90． 0 3． 59

5． 0 96． 3 1． 52 99． 6 2． 94 92． 4 3． 10

25． 0 98． 1 2． 83 102． 5 1． 86 100． 3 2． 78

2． 3 质谱确证 阳性样品需用液相色谱 －串联质谱
进行确认试验，按照 1． 2． 2 项条件进行测定，如果样
品溶液中羟苯基丙酰胺苯甲酸色谱峰的保留时间与

标准工作溶液一致( 变化在 ± 2． 5% ) ，样品中羟苯基
丙酰胺苯甲酸的母离子和子离子都能和标准溶液中

羟苯基丙酰胺苯甲酸的母离子和子离子对应，则可判

断样品中在相应保留时间内检出的物质为羟苯基丙

酰胺苯甲酸。
2． 4 实际样品的测定 应用本方法对市场上购买的
化妆水、乳液和膏霜等不同种类的化妆品样品共
10 份，进行上述物质检测，其中一款样品检出二氢燕

麦生物碱 D，含量为 5． 46%。液相色谱谱图见图 3。

图 3 样品检出羟苯基丙酰胺苯甲酸的高效液相色谱图

( 下转第 535 页)
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上的菌落形态差异较大［11］，可以进一步通过菌落形
态进行鉴定。由于生胞梭菌一般不产生肉毒毒素，可
以通过激光辅助解析 /飞行时间质谱仪 ( MALDI －
TOF － MS) 鉴别基因型相似但表型有差异的菌株，比
如肉毒梭菌和生胞梭菌［11，12］，提供较高的参考价值。

16S rRNA基因序列系统进化树是基于 16S rRNA
序列的高度保守性对菌株进行种属鉴定和分类，是研
究细菌种属之间亲缘关系及进化关系的标准，聚类在
同一分支的菌株可鉴定为同一种属［13］。16S rRNA 分
类鉴定在菌株属水平内，近缘的属水平间以及科水平
内系统进化关系的研究具有一定价值，能够快速高效
的为菌株的范围提供依据，结合生理生化实验结果，更
全面地进行菌株的分离鉴定［14，15］。我国目前并没有乳
粉中厌氧芽胞杆菌的限量标准及检出方法，为了确保
乳粉的质量安全问题，建议严格控制原料乳和乳粉加
工过程中的微生物污染水平，并建立健全厌氧芽胞杆
菌的标准鉴定方法，为乳粉的质量安全提供保障。
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3 结 论

本文建立了化妆品样本中人工合成的二氢燕麦
生物碱 D的液相色谱分析方法及液相色谱 －质谱确
证方法，该方法具有操作简便、回收率高、精密度好等
特点，满足化妆品样本中人工合成二氢钠燕麦生物碱
D含量测定的需求，为化妆品样本中化合物的检验鉴
定提供了较为实用有效的分析方法。
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