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$法同时测定化妆品中
=

种禁用生物碱'采用水

作为样品分散剂"氨水
@

甲醇!
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$作为提取剂"使用正己烷除脂"实现一步完成提取与净化#用
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色谱柱分离"以
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甲酸水溶液
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乙腈为流动相进行梯度洗脱#在电喷雾正离

子模式下"以多反应监测!
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$模式测定"推测生物碱的质谱碎裂机理'结果表明"
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种生物碱在相应

的浓度范围内线性关系良好"线性相关系数
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种加标浓度的回收率为
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"相对标准偏差为
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'该方法前处理简便高效&测定结果准确&灵敏度高"适用于化妆品中禁用生物碱的检测

及化妆品的安全性评价'
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随着经济的日益发展和生活水平的不断

提高"化妆品市场展现出蓬勃生机"尤其对女

性来说"化妆品已经成为一种不可缺少的日

常用品+

#

,

'在需求增加的同时"人们对化妆品

质量提出了自然&健康的要求'近年来"将作

用温和&刺激性小&安全性高的植物提取物作

为添加剂应用于化妆品中已成为新产品研发

的热点+

"@!
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'在化妆品中添加植物提取物既可

以保留植物天然药效成分的持久稳定&安全

可靠"又具有美容&营养&保健的作用+

I

,

'从

化妆品中使用的天然植物剂型来看"一般采

用萃取液或浓缩物直接进行调配"这些植物

提取物中除了有益于人体的天然成分外"还

可能会引入其他物质"例如有毒生物碱'这

是一类主要存在于植物中的含氮碱性有机

化合物"是植物次生代谢产物中的一类"具

有显著的药理活性和毒性+

H

,

"长期使用含有

毒生物碱类物质的化妆品会给消费者的身

心健康带来极大伤害+
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'欧盟化妆品法

规+

=

,和我国/化妆品安全技术规范0

+

#)

,明确

将部分有毒生物碱列为禁用组分'/中国已

使用化妆品名称原料目录!

")#I

版$0中显

示"允许在化妆品中使用的
L)))

多种成分中

有
")))

多种属于天然植物提取物"而国内针

对化妆品中禁用生物碱的相关检测方法及

标准却明显滞后"很多在/化妆品安全技术

规范0中规定的禁用生物碱还缺少相应的检

测方法"在最新发布的国家标准方法+

##

,中也

没有全部涵盖'

有关生物碱检测的报道主要集中在血液&

尿液&天然植物&食物等基质中+
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"检测方法

主要有高效液相色谱法!

SD\0

$

+

#=

,

&高效液相

色谱
@

串联质谱!

SD\0@56

%

56

$法+

=

"

#<@#!

"

#H

"

")

,

&

气相色谱
@

质谱!

W0@56

$法+

#I

"

"#

,

'其中"

SD\0

对复杂样品具有高分离能力"但检出限通常在
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以上"不适合痕量检测"同时仅以保

留时间进行定性分析存在不足"当目标物浓度

较低时"基质干扰严重&选择性差&易出现假阳

性结果+

""

,

#

W0@56

适用于挥发性和半挥发性

成分的分析"而大部分生物碱属于难挥发化合

物#
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既具有
SD\0

的高分离能

力"又具有质谱的高选择性&高灵敏度以及能提

供相对分子质量和结构信息的优点'因此"文

献报道主要采用
SD\0

法+
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"
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,和
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法+
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,检测化妆品中生物碱"但所涉

及的生物碱种类较少'

本文拟针对/化妆品安全技术规范0中明确

规定的禁用有毒生物碱种类"采用
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法同时测定化妆品中
=

种生物碱!士的

宁&毛果云香碱&西伐丁&那可丁&山梗菜碱&阿

托品&东莨菪碱&麻黄碱&毒扁豆碱$"并在样品

前处理过程中"将除脂与净化同步进行"希望为
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化妆品中禁用生物碱的检测及监控提供科学依

据和技术支撑'
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液相色谱
@

串联四极杆质谱仪)美国
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公司产品#

]b<"))

型台式机械超声波清洗器)

东莞市科技超声波设备有限公司产品#

S#LI)

离心机)湖南湘仪实验室仪器开发有限公司产

品#

UV@L)K

快速混匀器)海门市麒麟医用仪器

厂产品'

甲醇&乙腈)色谱纯"德国
53,8Z

公司产

品#甲酸)

\0@56

级"美国
62

Q

:.

公司产品#正

己烷)分析纯"广州化学试剂厂产品#实验用水

为二次蒸馏水'

士的宁&毛果云香碱&阿托品&西伐丁&那可

丁)购于中国药品生物制品检定所#山梗菜碱&

毒扁豆碱)美国
62

Q

:.

公司产品#东莨菪碱&麻

黄碱)天津一方科技有限公司产品'各生物碱

纯度均大于
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'

实际样品)客户送检的植物草本化妆品"取

样前混合均匀'
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!

标准溶液的配制

准确称取
=

种生物碱标准品"用甲醇溶解"

配制成
#)):

Q

%

\

的单标准储备液"置于棕色

瓶中"于
d")e

保存'根据需要吸取适量的标

准储备液"用阴性空白基质提取液稀释定容"得

到
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&
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和
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的系列

标准工作溶液'
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样品前处理

<>@><

!

水基质类化妆品
!

称取
#

Q

!精确至

)_))#

Q

$样品于
"I:\

具塞比色管中"加入

":\

水"用氨水
@

甲醇溶液!

"f=L

"

G
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G

$定容至

#):\

"涡旋振荡
<)4

"使样品混合均匀"超声

提取
#):2-

"过
)_""

"

:

有机系滤膜后"待测'

<>@>?

!

乳液膏霜基质类化妆品
!

称取
#

Q

!精

确至
)_))#

Q

$样品于
"I:\

具塞比色管中"加

入
#:\

水涡旋"使样品分散"再加入
#:\

正

己烷"用氨水
@

甲醇溶液!

"f=L
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$定容至

#):\

"涡旋振荡
<)4

"使样品混合均匀"超声

提取
#):2-

混合均匀试样"转移到
"I:\

离心

管中"将离心管置于
!e

冰箱中
#1

"取出后以

!))),

%

:2-

离心
#):2-

"弃去上层正己烷"取

下层清液过
)_""

"

:

有机系滤膜后"待测'
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实验条件
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色谱条件
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色谱柱)
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动相)
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甲酸水溶液"
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为乙腈#流速)
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质谱条件
!

电喷雾离子源!

A6>

$#正离

子扫描方式#多反应监测!

5g5

$模式#雾化气

压力)

"_JH^#)

I

D.

#干燥气流速)

H\

%

:2-

#干

燥气温度)

<))e

#毛细管电压)

!)))$

'
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结果与讨论

?><

!

样品前处理条件的优化

化妆品成分复杂"化学原料种类多!如甘油&

十八烷酸和阳离子表面活性剂等$"这些原料会

对色谱分离和检测过程产生干扰'因此"化妆品

的提取和纯化是实验的关键'不同类型的化妆

品因基质不同应选用不同的前处理方法"本文主

要讨论基质较复杂的乳液膏霜类化妆品'

?><><

!

提取方法的优化
!

选择甲醇&乙醇&乙

腈
<

种常用的生物碱提取溶剂提取样品"结果表

明"采用甲醇和乙腈提取的样品回收率较高'生

物碱呈碱性"在碱性环境中容易游离出来"易溶

于有机溶剂'因此"在甲醇和乙腈中分别添加不

同含量的氨水"考察提取效果'结果表明"

"̀

氨

水
@

甲醇溶液作为提取溶剂的提取回收率最优'

常用的除脂溶剂为石油醚和正己烷"通过

实验发现"正己烷的除脂效果较好"示于图
#

'

理论上"应该在样品提取后进行除脂"实验中发

现"在提取过程中同时加入
#:\

正己烷也可

以达到很好的除脂效果"并且不会对回收率产

生影响"将提取与净化同时进行"简化了操作流

程'乳液膏霜类化妆品一般包含脂溶型和水溶

型'实验发现"对于一些水溶型样品"仅使用

"̀

氨水
@

甲醇溶液作为提取剂"涡旋时有絮状

物出现"提取效果不好'为了兼顾不同类型"在
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提取过程中加入
#:\

水分散样品"使水溶型

样品可以得到充分提取'

注)

K_

士的宁#

B_

毛果云香碱#

0_

西伐丁#

?_

那可丁#

A_

山梗菜碱#

F_

阿托品#

W_

东莨菪碱#

S_

麻黄碱#

>_

毒扁豆碱

图
<

!

O

种生物碱在石油醚和正己烷中的回收率

'#

)

=<

!

_+0"T+(#+&"1O%6X%6"#!&

#,

3

+-("6+7*+-/+(%,!/+\%,+

?><>?

!

超声水浴时间的影响
!

乳液膏霜类化

妆品的黏度较大"本实验将涡旋振荡与超声水

浴结合提取化妆品中生物碱'首先通过涡旋振

荡使样品充分分散"再利用超声水浴提取的空

化效应使样品分散均匀"使之与提取溶剂接触

更充分'本实验考察了
I

&

#)

&

#I

&

")

&

"I:2-

超

声时间对化妆品中
=

种生物碱提取效率的影

响'结果表明"生物碱的回收率随超声时间的

延长而增大"

#):2-

之后的回收率增长不明

显"为节约时间"选择超声时间
#):2-

'另外"

在提取过程中将样品溶液置于
!e

冰箱中冷藏

#1

"可以减少油脂的抽提量+

"H

,

"有利于后续的

实验操作'

?>?

!

色谱条件的优化

?>?><

!

色谱柱的选择
!

D%,%413&&#")

系列色

谱柱由单步多孔壳层工艺制造而成"分离效

率高"可以减少色谱柱批次之间的细微差异'

本实验考察了
D%,%413&&#")

的三款色谱柱

6B@0#L

!

"_#:: #̂))::^"_J

"

:

$&

B%-+4@

gD

!

<_)::^#))::^<

"

:

$和
SDS@0#L

!

"_#:: #̂)):: "̂_J

"

:

$的分离效果'结

果表明"使用
6B@0#L

色谱柱"西伐丁%山梗菜

碱&士的宁%阿托品没有达到基线分离#使用

SDS@0#L

色谱柱"

=

种生物碱基本上实现了基

线分离"但是峰形较差#使用
B%-+4@gD

色谱

柱"峰形较好"对阿托品和毒扁豆碱没有选择性

分离"但由于这
"

种生物碱的分子质量差异较大"

可以通过质谱区分"示于图
"

'因此"选择
B%-+4@

gD

色谱柱'此外"在
B%-+4@gD

和
SDS@0#L

色谱柱中"山梗菜碱都出现了
"

个色谱峰"二者的

一级质谱和二级质谱基本一致"初步判断是一对

同分异构体"山梗菜碱结构中的酮基氮杂环己烷

构型不稳定"在亲水性溶剂或有羟基存在时"通过

逆迈克尔加成生成同分异构体"即顺式山梗菜碱

会转化为反式山梗菜碱"并最终达成平衡+

"J

,

'

注)

#_

毛果云香碱#

"_

麻黄碱#

<_

东莨菪碱#

!_

毒扁豆碱#

I_

阿托品#

H_

士的宁#

J_

那可丁#

L_

山梗菜碱#

=_

西伐丁

图
?

!

O

种生物碱的总离子流色谱图

'#

)

=?

!

B"-%6#",0/("*%-"

)

(%*"1O%6X%6"#!&

?>?>?

!

流动相的选择
!

由于选择电喷雾正离

子模式!

A6>

c

$采集质谱数据"故在流动相中加

入酸性介质"有利于被测组分离子化"提高质谱

响应和检测灵敏度'在
B%-+4@gD

色谱柱下"

考察了
)_"̀

甲酸水溶液
@

乙腈 !或甲醇$"

)_"̀

乙酸水溶液
@

乙腈!或甲醇$"以及
)_"̀

甲酸水溶液!含
#)::%&

%

\

甲酸铵$

@

乙腈
I

种

常用的流动相体系对目标物分离效果的影响'

结果发现"在甲醇存在的体系下"

=

种生物碱不

能得到很好的分离"而在
)_"̀

甲酸水溶液!含

#)::%&

的甲酸铵$和
)_"̀

乙酸水溶液
@

乙腈

体系中"目标物的响应明显降低'因此"选择

)_"̀

甲酸水溶液
@

乙腈体系作为流动相'

=

种

生物碱的定量离子色谱图示于图
<

'

?>?>@

!

流速的选择
!

本实验考察了不同流速

对目标物的分离效果'结果发现"当流速较小

时"峰形不好#当流速较大时"对毛果云香碱的保

留变弱"出峰时间变早'综上所述"选择
)_!:\

%

:2-

的流速'
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注)

._

士的宁#

O_

毛果云香碱#

8_

西伐丁#

R_

那可丁#

3_

山梗菜碱#

/_

阿托品#

Q

_

东莨菪碱#

1_

麻黄碱#

2_

毒扁豆碱

图
@

!

O

种生物碱的定量离子对
$_$

色谱图

'#

)

=@

!

$_$0/("*%-"

)

(%*&"1

a

7%,-#-%-#T+#",

3

%#("1O%6X%6"#!&

?>?>F

!

柱温的选择
!

本实验考察了
")

&

"I

&

<)

&

<Ie

等柱温条件对化合物色谱分离的影

响'结果表明"当柱温为
<)e

时"

=

种生物碱

的响应最佳"保留值和色谱峰形最理想'

?>@

!

质谱条件的优化

在电喷雾离子源正&负离子模式下"对

#:

Q

%

\

各待测物单标准溶液进行一级全扫描

分析"获得准分子离子'

=

种生物碱在正离子

模式下的响应最高"主要原因是生物碱属于

含氮原子的杂环化合物"氮原子上存在的孤

电子对容易加合氢离子"因此得到待测物的

基峰离子均为+

5cS

,

c

'在正离子模式下对

碎裂电压和碰撞能量进行优化"为了满足欧

盟
A0

%

HIJ

%

"))"

关于
!

个确证点的要求"以

响应值最大的碎片离子为定量离子"次级响

应的碎片离子为定性离子"优化后的质谱参

数列于表
#

'

?>F

!

生物碱的质谱碎裂机理

生物碱的碎裂有以下特点)共轭环上的
(

不易发生碎裂"非共轭或不在环上的
(

则容易

发生碎裂"如士的宁#部分莨菪烷类生物碱阿托

品&东莨菪碱"由于在四氢吡咯环上没有含氧基

团"因此较稳定"而酯基的组分则易发生氢转

移"酯键断裂#四氢吡咯吲哚生物碱主要先失去

部分侧链"其次是四氢吡咯环的裂解"如毒扁豆

碱#当结构中含有内酯时"则易开环产生中性碎

片
0G

"

或
S0GGS

丢失"如毛果云香碱#含羟

基组分易以
S

"

G

的形式产生中性碎片丢失"产

JJ

第
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表
<

!

O

种生物碱的质谱参数

B%86+<

!

$%&&&

3

+0-("*+-(#0

3

%(%*+-+(&"1O%6X%6"#!&

生物碱

K&Z.&%2R

分子式

F%,:+&.

分子质量

5%&38+&.,

5.44

母离子

D,38+,4%,

2%-

!

+

%

F

$

碎裂电压

F,.

Q

:3-9%,

%

$

子离子

D,%R+892%-

!

+

%

F

$

碰撞能量

0%&&242%-

3-3,

Q;

%

$

碎片离子归属

0&.442/28.92%-%/

/,.

Q

:3-92%-

士的宁
0

"#

S

""

(

"

G

"

<<! <<I #") #L!_#

$

!)

+

5cSd0

=

S

#<

(G

,

c

#IH_" I"

+

5cSd0

=

S

#<

(Gd0G

,

c

毛果云香碱
0

##

S

#H

(

"

G

"

")L ")= #")

=I_#

$

<"

+

5cSd0S

"

G

"

d0

I

S

L

,

c

#H<_# !L

+

5cSd0S

"

G

"

,

c

西伐丁
0

<"

S

!=

(G

=

I=# I=" #") !J!_! !)

+

5cSdS

"

Gd0

I

S

L

G

"

,

c

IJ!_!

$

I"

+

5cSdS

"

G

,

c

那可丁
0

""

S

"<

(G

J

!#< !#! #") "")_"

$

")

+

5cSd0

#)

S

#)

G

!

,

c

")I_# I"

+

5cSd0

#)

S

#)

G

!

d0S

<

,

c

山梗菜碱
0

""

S

"J

(G

"

<<J <<L ##I "#H_" #H

+

5cSd0

L

S

#)

G

,

c

=H_"

$

!)

+

5cSd0

L

S

#)

GdG0

L

S

L

,

c

阿托品
0

#J

S

"<

(G

<

"L= "=) #") #"!_" "!

+

5cSd0

=

S

#)

G

<

,

c

=<_"

$

<"

+

5cSd0

=

S

#)

G

<

d0S

I

(

,

c

东莨菪碱
0

#J

S

"#

(G

!

<)< <)! #") #IH_" #"

+

5cSd0

=

S

L

G

"

,

c

#<L_#

$

")

+

5c0

=

S

L

G

"

dS

"

G

,

c

麻黄碱
0

#)

S

#I

(G #HI #HH #))

#!L_"

$

!

+

5cSdS

"

G

,

c

=#_) "!

+

5cSdS

"

Gd0

<

S

J

(

,

c

毒扁豆碱
0

#I

S

"#

(

<

G

"

"JI "JH ##) "#=_" !

+

5cSd0

"

S

<

(G

,

c

#H"_#

$

#H

+

5cSd0

"

S

<

(Gd0

<

S

J

(

,

c

!!

注)

$

为定量离子

生双键形成共轭结构"在结构上达到局部稳定"

如麻黄碱&西伐丁和山梗菜碱中
S

"

G

的丢失#

那可丁的特征碎片以失去甲基或甲氧基为主要

裂解方式'

=

种生物碱的裂解途径示于图
!

'

?>J

!

方法评价

?>J><

!

基质效应
!

化妆品基质较复杂"可能干

扰目标物的离子化效果"从而影响质谱响应'

一般直接采用
SD\0@56

%

56

法进行分析时会

有较强的基质效应+

H

"

"L

,

'本研究考察了
<

种乳

液膏霜的基质效应"取阴性化妆品样品"按

#_<_"

节方法处理后"加入一定量的标准储备

液"配制成
#

"

Q

%

Z

Q

的基质标准溶液进样分析"

同时将
#

"

Q

%

Z

Q

的标准溶液直接进样分析'

=

.

!

V

#

X

P

+.

P

$

5.

Y

#))̀

!

#

$

式中"

=

.

为基质溶液中生物碱的基质效应#

P

+.

为空白基质溶液中待测物的色谱峰面积#

P

5.

为纯溶剂中相应待测物的色谱峰面积'

(

=

.

(&

")̀

为弱基质效应#

")̀

)(

=

.

()

I)̀

为中等程度基质效应#

(

=

.

(*

I)̀

为强基质效

应'当基质效应在中等程度以上"影响定量结

果时就需要对基质效应进行校正+

"=

,

'本实验

通过式!

#

$计算出
<

种不同乳液膏霜
=

.

的大

致范围在
""̀

#

!<̀

之间"为中等程度基质抑
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注)

._

士的宁#

O_

毛果云香碱#

8_

西伐丁#

R_

那可丁#

3_

山梗菜碱#

/_

阿托品#

Q

_

东莨菪碱#

1_

麻黄碱#

2_

毒扁豆碱

图
F

!

O

种生物碱的裂解机理

'#

)

=F

!

'(%

)

*+,-%-#",*+0/%,#&*&"1O%6X%6"#!&

制效应"示于图
I

'采用空白乳液膏霜基质提

取液配制标准工作液"称取适量空白样品"按

#_<_"

节方法进行前处理"制备空白基质溶液'

用空白基质溶液将标准储备液逐级稀释得到系

列标准工作溶液"使标准工作溶液和样品溶液

具有相似的离子化环境"确保方法定性与定量

分析的准确性'

?>J>?

!

线性关系&检出限和定量限
!

在最优的

实验条件下"分别测定
=

种生物碱质量浓度为

)_")

#

H))

"

Q

%

\

的系列混合标准工作液'以混

合标准工作液的质量浓度为横坐标!

K

"

"

Q

%

\

$"

以各生物碱的定量离子对色谱峰面积为纵坐

标!

,

$绘制标准曲线"获得线性回归方程"相

关系数为
)_==<!

#

)_===L

"表明待测物在

各自的线性范围内呈良好的线性关系'以信噪

比
"

%

6

"

<

和
"

%

6

"

#)

确定检出限!

\G?4

$和

定量限!

\Gb4

$"分别为
)_)<

#

)_<H

"

Q

%

Z

Q

和

)_#

#

#_"

"

Q

%

Z

Q

"结果列于表
"

'

?>J>@

!

回收率和精密度
!

在最优的实验条件

下"选取
!

种基质较复杂的乳液膏霜类阴性样

=J

第
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品进行加标回收实验'每种基质分别添加

)_")

&

"_)

和
"I

"

Q

%

Z

Q

<

个浓度水平的分析物

混合标准工作液"按
#_<_"

节方法进行处理"每

个浓度平行测定
H

次"计算平均回收率和相对

标准偏差!

g6?

$"列于表
<

'结果表明"

<

种加

标浓度的平均回收率为
LI_<̀

#

#<I_<̀

"

g6?

为
#_)̀

#

#<_!̀

"能够满足日常化妆品

中
=

种生物碱的检测要求'

?>P

!

实际样品检测

应用本方法检测抽取的
"

份水剂和
L

份

乳液膏霜类草本型化妆品中的生物碱"均未

检出"加标回收率在
JI_H̀

#

##J̀

之间"符

合质控要求'

注)

#_

士的宁#

"_

毛果云香碱#

<_

西伐丁#

!_

那可丁#

I_

山梗菜碱#

H_

阿托品#

J_

东莨菪碱#

L_

麻黄碱#

=_

毒扁豆碱

图
J

!

@

种乳液膏霜基质中
O

种生物碱的基质效应

'#

)

=J

!

$%-(#\+11+0-"1,#,+%6X%6"#!&

#,-/(++0(+%*8%&+&

表
?

!

O

种生物碱的线性方程&相关系数&定量限&检出限&线性范围

B%86+?

!

_+

)

(+&&#",+

a

7%-#",&

%

0"((+6%-#",0"+11#0#+,-&

"

$

?

#%

6#*#-&"1!+-+0-#",

"

KCI&

#%

6#*#-&"1

a

7%,-#-%-#",

"

KC

E

&

#

%,!6#,+%((%,

)

+&"1O%6X%6"#!&

生物碱

K&Z.&%2R

线性方程

g3

Q

,3442%-3

a

+.92%-

相关系数

0%,,3&.92%-

8%3//2823-9

!

*

"

$

检出限

\G?

%

!

"

Q

%

Z

Q

$

定量限

\Gb

%

!

"

Q

%

Z

Q

$

线性范围

\2-3.,,.-

Q

3

%

!

"

Q

%

\

$

士的宁
,

h"_L#=̂ #)

!

KdHLH) )_===J )_<H #_" )_")

#

I)

毛果云香碱
,

h#_)LĤ #)

I

Kc#_H)Î #)

!

)_==JL )_#I )_I )_")

#

I)

西伐丁
,

h#_JH=̂ #)

I

Kd#_!==̂ #)

!

)_===L )_)H )_" "_I

#

H))

那可丁
,

hH_=L=̂ #)

!
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