
书书书

·１１０　　 ·
第二军医大学学报 　２０１４年１月第３５卷第１期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００１１０ ·短篇论著·

高效液相色谱紫外检测法同时测定染发剂中的２０种染料成分

钱　跹，金柔男，赵　亮，吕　磊，张　海，李悦悦，张国庆

第二军医大学东方肝胆外科医院药材科，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　建立高效液相色谱（ＨＰＬＣ）二极管阵列检测器（ＤＡＤ）法测定染发剂中２０种染料成分的含量，对《化妆

品卫生规范》中的氧化型染料的 ＨＰＬＣ检测方法进行改进和补充。方法　样品经乙醇水超声提取，过滤后进样检测。色谱
柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓＲＰ（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为乙腈，Ｂ相为４ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ６．０，含

０．１％的辛烷磺酸钠离子对试剂），梯度洗脱：０～２４ｍｉｎ，１０％ Ａ；２４～２６ｍｉｎ，１０％～４０％ Ａ；２６～４５ｍｉｎ，４０％ Ａ；４５～４７

ｍｉｎ，４０％～８０％ Ａ；４７～５２ｍｉｎ，保持８０％ Ａ不变；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温１５℃，使用ＤＡＤ进行检测，检测波长为２８０ｎｍ，进

样量５μＬ。结果　各染料成分在５０ｍｉｎ内基线分离。在１０．０～５００．０ｍｇ／Ｌ浓度范围内，线性关系良好，相关系数均高于

０．９９９。日内及日间精密度均小于４％，加样回收率为８１．９０％～１１９．８８％。结论　该方法简便、快速、准确，适于氧化型染发
剂中染料成分的检测。
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　　近年来随着人们生活水平的不断提高，染发已

成为常见的美容方式之一。城市中青少年彩色染发

者逐年增多，中老年人群中染发者比例也呈上升趋

势［１］。目前市售的染发剂有氧化型、直接型、金属盐

类和天然植物型等类型，其中以氧化型染发剂为主。

氧化型染发剂由氧化型染料和氧化剂组成，它具有

染色效果好、色调变化宽、维持时间长等诸多优

点［２］。氧化型染料多数属于芳香胺类化合物，对人
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体有一定的潜在危害性，因此也日益受到人们的关

注。使用染发剂而引起的过敏反应非常普遍，长期

使用还可能致突变、致敏、致癌、对神经行为功能及

子代产生影响，因此国家２００７版《化妆品卫生规范》

中对暂时允许使用的９３种染发剂中有关物质提出

了限量标准，并对氢醌、对氨基苯酚、邻苯二胺、间苯

二酚、对苯二胺、甲苯２，５二胺、对甲氨基苯酚、间氨

基苯酚等染料成分提出了测定方法［３］，而常用的邻

氨基苯酚等染料目前尚未有国家标准检测方法。

　　目前测定氧化型染发剂中染料成分的常见方法

主要有薄层色谱［４］、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）［５７］、高效

液相色谱质谱（ＨＰＬＣＭＳ）［８］、气相色谱［９］、气相色

谱质谱［１０］、毛细管电泳［１１］等。其中薄层色谱法前

处理步骤复杂，定量的准确度和重现性较差；毛细

管电泳法上样量小，检出灵敏度相对较低；质谱法

运行成本高。ＨＰＬＣ法具有灵敏度高、准确性好、通

用性强等特点，是目前最理想的检测染料的方法。

本研究选择市场上使用频率较高的染料成分为研究

对象，优化样品前处理方法，摸索色谱柱及流动相等

液相条件，建立染发剂中２０种染料成分的ＨＰＬＣ二

极管阵列检测器（ＤＡＤ）检测方法。

１　材料

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪，包括在

线脱气机、四元泵、柱温箱、自动进样器和ＤＡＤ（安

捷伦公司，美 国）；ｐＨ 计 （Ｏｒｉｏｎ 公 司，美 国）；

０．４５μｍ 微孔滤膜。

１．２　试剂　对苯二胺（１，４ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｅｎｅ）、４氨

基酚（４ａｍｉｎｏｐｈｅｎｏｌ）、３氨基酚（３ａｍｉｎｏｐｈｅｎｏｌ）、２

氯１，４二氨基苯硫酸盐 （２ｃｈｌｏｒｏ１，４ｄｉａｍｉｎｏ

ｂｅｎｚｏｌｓｕｌｆａｔ）、间苯二酚（１，３ｂｅｎｚｅｎｅｄｉｏｌ）、２硝基

１，４苯二胺（２ｎｉｔｒｏ１，４ｐｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ）、３，４二氨

基甲苯（３，４ｄｉａｍｉｎｏｌｕｅｎｅ）、５氨基邻甲酚（５ａｍｉ

ｎｏｏｃｒｅｓｏｌ）、２甲基雷锁辛（２ｍｅｔｈｙｌｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌ）、２

氨基５甲基苯酚（２ａｍｉｎｏ５ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ）、３甲基

１苯基２吡唑啉５酮（３ｍｅｔｈｙｌ１ｐｈｅｎｙｌ２ｐｙｒａｚｏ

ｌｉｎ５ｏｎｅ）、４Ｎ，Ｎ二乙基２甲基对次苯基二胺（４

Ｎ，Ｎｄｉｅｔｈｙ２ｍｅｔｈｙｌｐｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ）、４氨

基３硝基苯酚（４ａｍｉｎｏ３ｎｉｔｏｐｈｅｎｏｌ）、６羟基吲哚

（６ｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅ）、４氯间苯二酚（４ｃｈｌｏｒｏｒｅｓｏｒｃｉｎ

ｏｌ）、２，７二羟基萘（２，７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ）、１，

５二羟基萘（１，５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ）、Ｎ苯基

１，４苯二胺（Ｎｐｈｅｎｙｌ１，４ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ）、邻

氨基酚（２ａｍｉｎｏｐｈｅｎｏｌ）、１萘酚（１ｎａｐｈｔｈｏｌ）等２０

种染料标准品购于美国Ｓｉｇｍａ公司。乙腈、辛烷磺

酸钠（色谱纯）；磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、亚硫酸

钠、磷酸、９５％乙醇（均为分析纯）；水为超纯水。样

品染发剂Ａ和Ｂ均为市售。

２　方法和结果

２．１　溶液的配制

２．１．１　磷酸盐缓冲体系　称取十二水合磷酸氢二

钠３．６ｇ、磷酸二氢钾４．２ｇ和辛烷磺酸钠１ｇ溶于

１Ｌ 水中混匀，配制成含 ０．１％ 辛烷磺酸钠的

４ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液，并用磷酸调节ｐＨ至６．０。

用０．４５μｍ微孔滤膜过滤。

２．１．２　标准溶液的配制　称取各染料对照品约２５

ｍｇ（精确至０．１ｍｇ），按２ｍｇ／ｍＬ浓度水平加入亚

硫酸钠，并用９５％乙醇水（体积比为１∶１）混合溶液

定容至２ｍＬ，分别配成约１２．５ｍｇ／ｍＬ的染料单标

储备液。以下几种物质在上述溶剂中的溶解性较

差，需要采取不同的措施溶解：２氯１，４二氨基苯

硫酸盐加入几滴１０％氨水以增加其溶解性；３，４二

氨基甲苯可直接用９５％乙醇溶液定容；２硝基１，４

苯二胺需将称样量减至１２．５ｍｇ，再用９５％乙醇溶

液定容，配成约６．２５ｍｇ／ｍＬ的单标储备液。各染

料的单标储备液保存于４℃冰箱中，存储期限为２ｄ。

　　用移液管移取各单标储备液适量至１０ｍＬ容量

瓶中，用９５％乙醇稀释至浓度为１０．０、２５．０、５０．０、

１００．０、２００．０和５００．０ｍｇ／Ｌ，作为混合标准溶液。

２．２　样品前处理　称取样品约０．２５ｇ（精确至１

ｍｇ），用９５％乙醇水（体积比为１∶１）定容至５ｍＬ，

超声提取１５ｍｉｎ，４４５８×ｇ离心１０ｍｉｎ，上清液用

０．４５μｍ微孔滤膜过滤，待测。

２．３　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓＲＰ

柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈４

ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液 （ｐＨ６．０，含０．１％的辛烷磺

酸钠离子对试剂），Ａ相为乙腈，Ｂ相为磷酸盐缓冲



·１１２　　 · 第二军医大学学报　２０１４年１月，第３５卷

液。梯度洗脱：０～２４ｍｉｎ，１０％ Ａ；２４～２６ｍｉｎ，

１０％～４０％ Ａ；２６～４５ｍｉｎ，４０％ Ａ；４５～４７ｍｉｎ，

４０％～８０％ Ａ；４７～５２ｍｉｎ，保持８０％ Ａ不变。流

速１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温１５℃；进样量５μＬ；检测波长

２８０ｎｍ。

２．４　方法学考察

２．４．１　系统适用性实验　分别配制空白溶剂、２０种

染料混合对照品溶液及样品溶液５μＬ进样分析，根

据各对照品和样品溶液色谱峰中各成分的保留时间

和紫外吸收，可确定２０种染料所对应的色谱峰，如

图１所示。

图１　空白溶剂（Ａ）、混合对照品溶液（Ｂ）及

样品溶液（Ｃ）的ＨＰＬＣ图

１：对苯二胺；２：４氨基酚；３：３氨基酚；４：２氯１，４二氨

基苯硫酸盐；５：间苯二酚；６：２硝基１，４苯二胺；７：３，４

二氨基甲苯；８：５氨基邻甲酚；９：２甲基雷锁辛；１０：２氨

基５甲基苯酚；１１：３甲基１苯基２吡唑啉５酮；１２：４Ｎ，

Ｎ二乙基２甲基对次苯基二胺；１３：４氨基３硝基苯酚；

１４：６羟基吲哚；１５：４氯间苯二酚；１６：２，７二羟基萘；

１７：１，５二羟基萘；１８：Ｎ苯基１，４苯二胺；１９：邻氨基酚；

２０：１萘酚

２．４．２　标准曲线、线性范围和检测限　分别吸取

２．１．２项下配制的６个浓度的混合对照品溶液５μＬ，

按２．３项下色谱条件进行 ＨＰＬＣ分析，计算线性回

归方程。结果表明，在１０．０～５００．０ｍｇ／Ｌ质量浓度

范围内，各染料成分的峰面积和浓度间具有良好的

线性关系，相关系数均高于０．９９９。将标准溶液逐级

稀释，计算信噪比（Ｓ／Ｎ）；以Ｓ／Ｎ＝３为检测限，

Ｓ／Ｎ＝１０为定量限。结果见表１。

２．４．３　精密度实验　将浓度为２５．０、１００．０和

５００．０ｍｇ／Ｌ混合标准溶液在１ｄ内分别连续进样６

次，以及连续３ｄ分别进样，根据所得峰面积分别计

算日内精密度和日间精密度。结果显示，２０种染料

成分日内及日间精密度ＲＳＤ值均小于４％，表明该

方法的精密度良好。

２．４．４　加样回收率　由于染发剂的空白样品难以

得到，故实验中选择含染料种类少的样品扣除本底

后作为基体样，分别加入２５．０、１００．０和５００．０ｍｇ／Ｌ

低、中、高３种浓度的混合标准溶液进行加样回收实

验。结果显示，各染料成分的低浓度加样回收率为

８１．９０％ ～１１５．０８％，中 浓 度 的 加 样 回 收 率 为

９１．２９％～１１９．８８％，高 浓 度 的 加 样 回 收 率 为

８８．２５％～１１８．１９％，基本满足分析要求。

２．４．５　稳定性考察　取制备的染发剂样品溶液，分

别在０、２、４、６、８、１２、２４ｈ时测定２０种染料的峰面

积，考察稳定性。结果显示各成分峰面积ＲＳＤ均小

于２％，表明供试品溶液在２４ｈ内保持稳定。

２．５　样品测定　市售２种染发剂按２．２项下方法

平行处理５份，每份测定２次，计算含量，结果见表

２。两种染发剂均有含量标识，通过比较实测值和配

方值之间的相对误差评价结果的准确度。所含成分

的含量测定值和配方值基本符合，共检测出４氨基

酚、３氨基酚、２氯１，４二氨基苯硫酸盐、间苯二

酚、３甲基１苯基２吡唑啉５酮、４Ｎ，Ｎ二乙基２

甲基对次苯基二胺、４氯间苯二酚等７种成分。对

于商品包装上明确标出的“无对苯二胺”，在本研究

中也未检测到该成分。

３　讨　论

３．１　提取条件的选择　由于２氯１，４二氨基苯

硫酸盐等染料成分可能以盐的形式存在于样品中，

为确保提取完全，本实验考察了不同比例乙醇水作

提取溶剂的提取效率，结果表明，采用９５％乙醇水
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（体积比为１∶１）能达到最佳提取效果，并能提高进 样溶液和流动相的混合性。

表１　２０种染料成分的标准曲线、相关系数、检测限和定量限

染料成分 标准曲线 相关系数 检测限ｍ／ｎｇ 定量限ｍ／ｎｇ

对苯二胺 ｙ＝２．１２９８ｘ＋１．７５７１ １．００００ ２．３１ ７．２５

４氨基酚 ｙ＝２．４０６８ｘ＋３．８３３５ ０．９９９９ ２．３２ ７．３２

３氨基酚 ｙ＝４．９４９２ｘ－１．２４９２ １．００００ １．２５ ３．１３

２氯１，４二氨基苯硫酸盐 ｙ＝０．８７６５ｘ＋５．００９８ ０．９９９９ ３．０３ １２．５０
间苯二酚 ｙ＝４．２５５７ｘ－２．００８７ １．００００ ２．５０ ７．７２

２硝基１，４苯二胺 ｙ＝１０．８２２ｘ＋２３．４９ ０．９９９７ １．１５ ３．１３

３，４二氨基甲苯 ｙ＝４．０５１７ｘ＋１５．０２５ ０．９９９７ ３．７５ １１．５０

５氨基邻甲酚 ｙ＝５．４０６５ｘ－５３．６８５ ０．９９９４ ６．９４ ２２．３０

２甲基雷锁辛 ｙ＝１．９０１８ｘ－１０．４２９ ０．９９９５ ３．３３ １０．５０

２氨基５甲基苯酚 ｙ＝４．５４６１ｘ－６．７４４２ ０．９９９７ ４．７６ １４．４７

３甲基１苯基２吡唑啉５酮 ｙ＝５．４３３０ｘ－７．４９２２ ０．９９９６ １．５０ ５．２１

４Ｎ，Ｎ二乙基２甲基对次苯基二胺 ｙ＝３．２６３５ｘ＋８．９１７１ ０．９９９１ ０．６８ ２．５４

４氨基３硝基苯酚 ｙ＝８．７３４６ｘ＋１３．９０５ １．００００ ０．４５ １．５６

６羟基吲哚 ｙ＝７．５１９７ｘ＋１２．９８８ ０．９９９９ ０．４８ １．７０

４氯间苯二酚 ｙ＝４．５４４９ｘ＋１１．３９９ １．００００ ０．８７ ２．３７

２，７二羟基萘 ｙ＝５．８７１２ｘ＋７．８４３１ １．００００ ０．９１ ３．１４

１，５二羟基萘 ｙ＝６．２５４０ｘ＋４１．８１６ ０．９９９５ １．２０ ３．８９

Ｎ苯基１，４苯二胺 ｙ＝２２．７２９０ｘ＋４７．８４７ ０．９９９９ ０．３８ １．２５
邻氨基酚 ｙ＝６．５９７３ｘ＋２６．１５３ １．００００ ０．５４ １．６６

１萘酚 ｙ＝４．５８２４ｘ＋１７．５６５ ０．９９９８ ０．５３ １．７５

表２　染发剂Ａ及染发剂Ｂ染料成分及含量

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ｗＢ／（ｍｇ·ｇ－１）

成分 染发剂Ａ 染发剂Ｂ

４氨基酚 ７．５４±０．２４ 

３氨基酚 ０．８７±０．０１ ６．７７±０．１４
间苯二酚 ０．６８±０．０２ 

２氯１，４二氨基苯硫酸盐  １８．１５±０．３１

３甲基１苯基２吡唑啉５酮 ０．３３±０．０１ １．５８±０．０５

４Ｎ，Ｎ二乙基２甲基对次苯基二胺 １．６６±０．０４ ８．７７±０．３９

４氯间苯二酚  １．２０±０．０１

３．２　色谱柱的选择　实验分别考察了６种类型３

种规格的 Ａｇｉｌｅｎｔ色谱柱，即ＳＢＣ１８柱（３．０ｍｍ×

１００ｍｍ，３．５μｍ）、ＥｘｔｅｎｄＣ１８柱（３．０ｍｍ×１００

ｍｍ，５ μｍ）、Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ ＰｈｅｎｙｌＨｅｘｙｌ 柱

（４．６ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ）、ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱

（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）、ＳＢＣ１８柱（４．６ｍｍ×１００

ｍｍ，３．５μｍ）以及ＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓＲＰ柱（４．６ｍｍ×

２５０ｍｍ，５μｍ），结果显示后４个色谱柱较适用于本

实验分离要求，但使用 ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＰｈｅｎｙｌＨｅｘｙｌ

柱（４．６ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ）对苯二胺和４氨基

酚在同一位置出峰，提高乙腈比例虽然可以改善分

离，但会影响其他成分分离效果；使用ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓ

Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）３，４二氨基甲苯和

２甲基雷锁辛、邻氨基酚和１萘酚分离度不够，同时

３甲基１苯基２吡唑啉５酮峰展宽严重，峰形还有

待改善；使用ＳＢＣ１８柱（４．６ｍｍ×１００ｍｍ，３．５

μｍ）对苯二胺和４氨基酚、２氨基５甲基苯酚和３

甲基１苯基２吡唑啉５酮未能达到理想的分离效

果，只有ＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓＲＰ柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５

μｍ）能够同时分离这２０种染料成分，且峰形较好。

３．３　流动相的选择　在研究初期我们比较了甲醇

水和乙腈水系统对分离的影响，结果表明乙腈水

系统更利于目标染料的分离。提高离子对试剂的烷

基量有助于提高分离度［６７］，因此考察了庚烷磺酸钠

和辛烷磺酸钠作为离子对试剂的效果。采用庚烷磺

酸钠作离子对试剂时，４氨基酚和３氨基酚、２氨基

５甲基苯酚和４Ｎ，Ｎ二乙基２甲基对次苯基二

胺、６羟基吲哚和４氯间苯二酚未完全分离，而辛烷

磺酸钠能更有效地提高分离度。同时考察了流动相

梯度、离子对试剂浓度、磷酸盐缓冲液浓度、ｐＨ 值、

柱温等条件对分离的影响，最终确定２．３项下色谱
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条件为最优。

３．４　检测波长的选择　根据紫外全扫光谱图，统

计各染料成分特征吸收波长的分布情况。结果表

明，２０种染料成分在２２０～２４０ｎｍ和２７０～３１０ｎｍ

处均有特征吸收，２３０ｎｍ和２８０ｎｍ均可选作检测

波长。由于在２３０ｎｍ低波长处干扰较多，对基线影

响较大，因此本实验选择２８０ｎｍ 作为通用检测

波长。

　　本实验建立了 ＨＰＬＣＤＡＤ法同时测定染发剂

中２０种染料成分含量，并对该方法进行了系统的方

法学验证。通过对实验条件的优化，确定色谱条件，

在５０ｍｉｎ内分离了２０种目标化合物。方法的线性

相关系数、加样回收率、相对标准偏差等各项参数表

明，实验的灵敏度和精确度均满足实际样品检测需

要。该检测方法简便、快速，较好地覆盖了目前染发

产品中常用的染料成分，为染发剂的监督检测提供

了一定的技术支持，是对《化妆品卫生规范》中的氧

化型染料测定方法的有效修改和补充。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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