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摘要：利用超高效液相色谱 2串联质谱（=/>?2@. - @.）结合凝胶渗透色谱（A/?）技术，建立了一种快速分离和测定
皮革制品中 ) 种尼泊金酯类防腐剂的分析方法。样品经超声提取、浓缩、A/? 净化，甲醇 2水溶液（#/ #，B - B）溶解，
采用 C:D’5EF =/>?! G1H ?#,柱（&" 33 0 !1 # 33，#1 ) "3）分离，以甲醇和水为流动相，梯度洗脱，电喷雾负离子
模式电离，采用多反应监测模式检测和外标法定量。该方法在 "1 # ’ #1 " 37 - > 范围内线性关系良好（ ! 2 "1 %%）；在
添加量为 "1 & ’ (1 " 37 - I7 时，平均回收率为（)%1 ** 3 &1 $)）J ’（%,1 ") 3 %1 &"）J，相对标准偏差（K.*）为 *1 !*J
’ #*1 ""J；方法的检出限（>+*）为 * ’ #! "7 - I7，定量限（>+L）为 #(1 ! ’ (%1 $ "7 - I7。该方法操作简便、快捷、灵
敏、准确，适合皮革中多种尼泊金酯类防腐剂的确证和定量测定。
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, , 尼泊金酯（ .8("/8. %&4%)&）亦称对羟基苯甲酸
酯（"?7>*)1’>@%.G1"4%），是国际上公认的广谱、高
效、低毒类防腐剂，在食品、化妆品、纺织品与皮革和

医药等领域中广泛使用［% ) *］。尼泊金酯具有酚羟基

结构，抗细菌性能比苯甲酸、山梨酸都强，其抑菌活

性主要是由分子态起作用，且其分子内的羧基已被

酯化，不再电离，所以它在 (H * - . 的范围内均有很
好的抑菌效果［#］。目前，国际上已商品化的尼泊金

酯类防腐剂有甲酯、乙酯、丙酯、异丙酯、丁酯以及碳

原子数更多的庚酯及辛酯等，其中尼泊金乙酯和丁

酯复配成的抗菌剂对纺织品与皮革的各种致病菌均

有效，其应用前景日益广阔［* ) /］。尼泊金酯类防腐

剂尽管低毒，但是使用量过大会危及人体健康，研究

发现此类防腐剂能导致良性和恶性乳房肿瘤、皮肤

炎症等［(，+］。因此，开展皮革制品中尼泊金酯的检

测方法研究有着重要的前瞻性和现实意义。

, , 李洁等［.］、关崇新等［"］、周建科等［%&］采用反相

高效液相色谱法（HBEC）同时测定化妆品中尼泊金
酯类防腐剂，郭江红等［%%］建立了高效液相色谱法同

时测定氯霉素滴眼液中有关物质（氯霉素二醇物和

对硝基苯甲醛）和防腐剂（对羟基苯甲酸甲酯、乙酯

和丙酯）的含量。这些方法多数都是常量分析，故

一般只需对样品进行溶解、稀释处理后就可以用于

定量分析。漆爱明等［%!］应 用微滴液相微萃取

（,-FI）与气相色谱?离子阱质谱联用测定药品中
的酞酸酯和对羟基苯甲酸酯。沈昊宇等［%*］采用超

声协助甲醇提取、固相萃取净化、气相色谱 ;选择离
子质谱联用法同时测定化妆品中 . 种邻苯二甲酸酯
和 # 种对羟基苯甲酸酯。这两种方法均采用气相色
谱?质谱联用测定尼泊金酯，样品需要采用固相萃取
进行净化处理，比较繁琐，几种化合物在气相色谱?
质谱联用仪上的响应也不是特别理想。本文采用超

声萃取法进行样品提取，经过凝胶渗透色谱（ABC）
进行样品净化，利用超高效液相色谱?串联质谱
（DBEC?F, ; F,）快速分离和准确测定皮革制品中 +
种尼泊金酯类防腐剂。该方法具有简便、快捷、灵

敏、准确以及覆盖面广等优点。

!" 实验部分

! ) !" 仪器、试剂与材料
, , 超高效液相色谱?串联四极杆质谱联用仪（J9?
=$84> DBEC K$"44)1 B)%28%) LI 型，配电喷雾离子
源（ I,M），美国 N"4%)& 公司），色谱柱：J9=$84>
DBEC"OIH C%.柱（/& 22 0 !$ % 22，%$ + !2；美
国 N"4%)& 公司），凝 胶 渗 透 色 谱 仪（ J99$B)%(
FB,6F）与凝胶渗透色谱柱（*&& 22 0 %& 22，自行
填充聚苯乙烯凝胶填料（O81?O%"*& ,?L*，!&& 目）
（美国 P! ,98%.48089 公司），&$ !! !2 聚四氟乙烯过
滤头等。

, , 甲醇、乙酸乙酯、环己烷（均为 HBEC 级）；标准
物质：尼泊金甲酯（ 2%47># (")"@%.，FB，纯度
.&3）、尼 泊 金 乙 酯（ %47># (")"@%.， IB，纯 度
"+$ /3）、尼泊金丙酯（ ()1(># (")"@%.，BB，纯度
%&&3）、尼泊金异丙酯（ 8&1()1(># (")"@%.，MBB，纯
度 %&&3）、尼泊金丁酯（ @$4># (")"@%.，OB，纯度
%&&3）、尼泊金异丁酯（ 8&1@$4># (")"@%.，MOB，纯度
""3）、尼泊 金 庚 酯（ 7%(4># (")"@%.，HB，纯 度
%&&3）等，均购自德国 -)5 I7)%.&41)0%) A2@H；皮
革和 BD 革试样为本实验室自制样品。
! ) #" 实验步骤
! ) # ) !" 提取
, , 从实验室样品中取 / / 有代表性的皮革试样，
剪碎至 / 22 0 / 22 以下，混匀。从混合样中称取
约 % / 试样，精确至 &$ &% /，置于 /& 2E 聚四氟乙烯
具塞离心管中，加入 !& 2E 甲醇，旋紧旋盖，置于 +&
Q超声波浴中萃取 *& 28.。冷却至室温后，将萃取
液转入平底烧瓶中。再加入 !& 2E 甲醇到样品中，
重复以上操作一次。合并两次提取液，于 #& Q下减
压浓缩至近干。

! ) # ) #" 净化
, , 将浓缩的样品用 ! 2E 乙酸乙酯?环己烷（% 1 %，
! ; !）溶液充分溶解，过 ABC 柱净化处理，定量环体
积为 % 2E，柱流速为 / 2E ; 28.，弃去前 ( 28. 的洗
脱液，收集第 ( - %! 28. 时间段内的洗脱液，于 #&
Q减压浓缩至近干，用氮气吹干，然后用甲醇?水（%1
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皮革制品中 # 种尼泊金酯类防腐剂

$，" # "）溶液定容为 % $%，经过 &’ (( !$ 聚四氟乙
烯滤头过滤后，滤液供 &’%(!)* # )* 分析。
! ! "# 实验条件
! ! " ! !# 色谱条件
" " 色谱柱为 +,-./01 &’%(" 234 ($)柱；柱温：*&
5；样品室温度：(& 5；进样体积：% !%。流动相 +：
甲醇；流动相 2：水；梯度洗脱程序：& + $ $/6，*&7 +
+ !&7 +；$ + ( $/6，!&7 + + *&7 +；( + * $/6，
*&7 + + )&7 +；* + ! $/6，)&7 + + ,&7 +；! + #
$/6，,&7 + + *&7 +。流速：&’ - $% # $/6。
! ! " ! $# 质谱条件
" " 离子源：3*8；检测方式：负离子扫描多反应监
测（)9)）模式；毛细管电压：-’ & :;；萃取电压：*’ &
:;；离子源温度：$$& 5；脱溶剂气温度：-)& 5；脱
溶剂气流速：!&& % # <；锥孔反吹气流速：%& % # <；其
他质谱条件参见表 $。

表 !# % 种尼泊金酯类防腐剂的质谱参数
"#$%& !# ’( )#*#+&,&*- ./* % 01)#210 &-,&* )*&-&*3#,13&-

+6=>10?
’=@?60
/A6
（! " #）

B=.C<0?@
/A6
（! " #）

BD?>>
0/$? #
E

(A6?
"A>0=C? #

;

(A>>/E/A6
?6?@C1 #

;

)’ $%$ F $ ,$ F ,!，$-! F & & F $ -& (&
3’ $!% F $ ,$ F ,!，$-! F & & F $ -& $%
8’’ $#, F ( ,$ F ,!，$-# F & & F $ -% (%
’’ $#, F ( ,$ F ,!，$-# F & & F $ -% (&
82’ $,- F ( ,$ F ,!，$-! F & & F $ -% (&
2’ $,- F ( ,$ F ,!，$-! F & & F $ -% (%
4’ (-% F - ,$ F ,!，$-! F & & F $ *% (%

! -.=60/0=0/"? /A6F

$# 结果与讨论

$ ! !# 样品前处理条件的选择
$ ! ! ! !# 提取溶剂的选择
" " 尼泊金酯类微溶于水，易溶于醇、乙醚、丙酮等
有机溶剂［$ . -］。比较了甲醇、乙醚与丙酮的提取效

果，发现丙酮与甲醇的提取效率相差不大，但都比乙

醚提取效果好。由于丙酮提取液的颜色最深，对样

品净化的影响较大，因此选择甲醇作为提取溶剂。

$ ! ! ! $# 超声萃取条件的选择
" " 选取代表性空白皮革样品，剪至 % $$ / % $$
以下，混匀，添加尼泊金甲酯标准溶液，使其含量为

!& $C # :C。准确称取 $ C 上述剪碎样品，精确至
&’ &$ C，放入 %& $% 具塞离心管中，加入 (& $% 甲
醇，置于超声萃取仪中，设置 (%、*&、%&、!& 及 #& 5
等不同的萃取温度，在输出功率为 %&& G、频率为
*% :4H 的超声波浴中对样品超声提取 -& $/6，其结
果见图 $。可以看出，在相同的输出功率与工作频
率下，#& 5时超声萃取效果最好。

图 !# 尼泊金甲酯在不同水浴温度下的超声萃取结果
412! !# 5%,*#-/016 &7,*#6,1/0 /. ’8 #,

91..&*&0, $#,: ,&+)&*#,;*&-

" " 在水浴温度为 #& 5时对超声萃取时间进行选
择。样品经过 -&、!&、,&、$(& 和 $%& $/6 超声萃取，
测得尼泊金甲酯的含量分别为 %)’ $、%,’ $、%,’ -、
%,’ ( 和 %,’ ( $C # :C。结果表明，样品经过 !&、,&、
$(& 和 $%& $/6 的超声萃取，所得结果差异并不显
著。考虑到样品提取的方便性和提取的彻底性，采

用超声重复提取 ( 次，每次 -& $/6。
" " 基于以上实验结果，表明 #& 5水浴中超声萃取
两次共 !& $/6 是超声提取的最佳条件。
$ ! ! ! "# 样品的净化
" " 皮革样品的提取物主要含有油脂、蛋白质、染
料、填充物料及涂饰材料等成分，样品提取液的颜色

也较深，因此必须进行净化处理。由于 I’( 是依靠
被分离物质本身相对分子质量的大小对样本进行分

离的，凝胶本身与被分离试样之间没有相互作用，因

此被分离物质在分离过程中不会发生化学变化，是

较为适宜的样品净化方法［$*］。

" " 在 $ F ( F ( 节所述步骤和条件下，标准物质与加
标皮革样品的 I’( 色谱图分别如图 ( 和图 - 所示，
由此可以看出，皮革样品提取物中的油脂、类脂化合

物、聚合物、蛋白质、色素及类固醇等大分子物质主

要在前 ! $/6 流出，因此前 -& $% 洗脱液应弃去，目
标分析物尼泊金酯类化合物则集中在第 ! + $( $/6
时间段，收集 -& $% 洗脱液用于样品分析。
$ ! $# 色谱条件的选择
" " 本文研究的 # 种尼泊金酯类化合物，随着烷烃
链的增加，相对分子质量增大，极性渐弱，其中还有

两组同分异构体：尼泊金丙酯与尼泊金异丙酯，尼泊

金丁酯与尼泊金异丁酯，较难分离。尼泊金酯类化

合物不耐酸，在 J4 (’ % 时很快分解，因此，流动相体
系中不加酸，采用甲醇与水作为流动相，以一定的梯

度洗脱能将 # 种尼泊金酯有效分离。&’%( 系统使
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图 !" # 种尼泊金酯类化合物标准品在 !$% !"
下的 #$% 色谱图

&’() !" #$% *+,-"./-(,." -0 # !’1.(’! 23/2,
,202,2!*2 "./2,’.43 ./ !$% !"

图 &" 皮革样品中添加 # 种尼泊金酯类化合物
标准品在 !$% !" 的 #$% 色谱图

&’() &" #$% *+,-"./-(,." -0 # !’1.(’! 23/2,3
31’526 ’! . 42./+2, 3."142 ./ !$% !"

用了 #$ % !! 的颗粒，它提供的柱效是 & !! 颗粒的
’ 倍。因为分离度与粒度的平方根成反比，因此 #$ %

!! 颗粒的分离度比 & !! 颗粒提高了 %("。由于
色谱峰变得更窄，峰高也就更高了，从而获得了更高

的灵敏度［#&］。% 种尼泊金酯类化合物标准溶液的
#$%&’() * () 总离子流图见图 )。图 & 为通道 # 采
集的尼泊金甲酯、尼泊金乙酯和尼泊金异丙酯的

(+( 谱图；图 * 为通道 ! 采集的尼泊金丙酯和尼泊
金异丁酯的 (+( 谱图；图 % 为通道 ’ 采集的尼泊
金丁酯和尼泊金庚酯的 (+( 谱图。由此可知，以
上色谱条件完全能够满足 % 种尼泊金酯类化合物的
分离与测定。

! ) &" 线性关系
+ + 用甲醇’水（# , #，, * ,）溶液配制 % 种尼泊金酯
类化合物的混合标准溶液，质量浓度分别为 ($ #、
($ ’、($ &、($ % 和 #$ ( !- * %，在所选定的色谱与质谱
条件下进样，每个质量浓度水平至少重复进样 ’ 次，
得到峰面积的平均值，对进样质量浓度 !（!- * %）与
峰面积（"）绘制标准工作曲线，其线性方程与相关

系数 # 及各化合物的保留时间见表 !。以 ’ 倍信噪
比（$ % & - ’）确定最低检出浓度（ %./），以 $ % & -
#( 确定最低定量浓度（%.0），结果见表 !。

图 %" & 个通道采集的 # 种尼泊金酯类化合物标准物质的
7$8%9:; < :; 总离子流色谱图

&’() %" =-/.4 ’-! *+,-"./-(,."3 -0 7$8%9:; < :;
0,-" /+,22 *+.!!243 0-, # !’1.(’! 23/2,
,202,2!*2 "./2,’.43

# 1 ($；! 1 2$；’ 1 3$$；) 1 $$；& 1 34$；* 1 4$；% 1 5$1

图 $" 通道 ’ 采集的尼泊金酯类化合物的
7$8%9:; < :; 多反应监测谱图

&’() $" :>: *+,-"./-(,."3 -0 *+.!!24 ’ 0-,
!’1.(’! 23/2, ,202,2!*2 "./2,’.43
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吴 " 刚，等：凝胶渗透色谱净化!超高效液相色谱!串联质谱法测定

皮革制品中 # 种尼泊金酯类防腐剂

图 !" 通道 # 采集的尼泊金酯类化合物的
!"#$%&’ ( &’ 多反应监测谱图

)*+, !" &-& ./012341+0325 16 ./37789 # 610
7*:3+*7 85480 0868087.8 23480*395

图 $" 通道 % 采集的尼泊金酯类化合物的
!"#$%&’ ( &’ 多反应监测谱图

)*+, $" &-& ./012341+0325 16 ./37789 % 610
7*:3+*7 85480 0868087.8 23480*395

表 #" $ 种尼泊金酯类化合物的保留时间、线性方程、相关系数、检出限和定量限
;3<98 #" -84874*17 4*285，9*7830 8=>34*175，.1008934*17 .1866*.*8745（ !），9*2*45 16 ?848.4*17（#@A）

37? 9*2*45 16 =>374*6*.34*17（#@B）16 $ 7*:3+*7 854805

"#$%#&’( )*+*’+,#’ +,$* - $,’ .,’*/0 *1&/+,#’ ! .23 -（!4 - 54） .26 -（!4 - 54）

" 78 $ 9 !% " " & $’()# 9 !# * ++% 9 !) ’ 9 %%)! ( 9 , $( 9 )

" :8 - 9 $’ " " & ,!$% 9 )%# * $,) 9 ’% ’ 9 %%#% ( 9 , $( 9 )

" ;88 - 9 )( " " & ,(’) 9 $,# * ## 9 !+ ’ 9 %%%+ $$ 9 ( +# 9 !

" 88 + 9 () " " & $-$)) 9 !# * $## 9 ’’ ’ 9 %%!$ $- 9 ’ +% 9 !

" ;<8 ( 9 ,, " " & $%,!’ 9 (# * ))% 9 )- ’ 9 %%)+ ( 9 ) $, 9 )

" <8 ( 9 ,( " " & $%)!+ 9 +# * ))# 9 )$ ’ 9 %%#( ( 9 # $, 9 ,

" =8 , 9 #+ " " & $(!!# 9 (# * ),( 9 (( ’ 9 %%%- ( 9 ’ $+ 9 -

" "：%*/5 /0*/；#：$/>> ?#’?*’+0/+,#’，$4 - .9

# , &" 添加回收率与精密度
" " 分别在空白皮革和 8@ 革试样中加入 # 种尼泊
金酯类化合物的混合标准溶液，添加量分别为 ’. ,、
$. ’ 和 +. ’ $4 - 54，每个水平样品平行测定 ! 次，按
上述 $. - 节的实验步骤，测定试样的添加回收率，结

果见表 + 和表 (。! 次平行检测结果的相对标准偏
差（)A3）最小为 (. -(B，最大为 $(. ’’B，同一试样
的重现性较好，但是皮革试样中的 )A3 绝大部分高
于 8@ 革样品，可能与样品基质对尼泊金酯类化合
物的吸附有关。

表 %" !"#$%&’ ( &’ 法测定 $ 种尼泊金酯在皮革中的添加回收率（" ’ !）
;3<98 %" -8.1C80*85 16 $ 7*:3+*7 854805 5:*D8? *7 4/8 9834/80 <E !"#$%&’ ( &’（" ’ !） B

"#$%#&’(
’ 9 , $4 - 54

)*?#C*0D（# / A3） )A3
$ 9 ’ $4 - 54

)*?#C*0D（# / A3） )A3
+ 9 ’ $4 - 54

)*?#C*0D（# / A3） )A3

78 %! 9 !, / $’ 9 -’ $’ 9 ,, %- 9 (- / $- 9 +# $+ 9 +) %$ 9 -+ / # 9 +( ) 9 ’,

:8 %+ 9 (’ / % 9 )( $’ 9 ,( %’ 9 ,# / % 9 %’ $’ 9 %+ %- 9 $+ / $’ 9 ’( $’ 9 %’

;88 %$ 9 (- / $$ 9 #( $- 9 ), )+ 9 -% / $$ 9 $) $+ 9 (+ )# 9 #+ / $’ 9 (( $$ 9 %’

88 )% 9 () / ) 9 ++ % 9 +$ )- 9 $+ / $$ 9 +( $+ 9 )’ %$ 9 -# / $’ 9 ), $$ 9 )%

;<8 %’ 9 +$ / $$ 9 (! $- 9 !% %+ 9 !+ / % 9 !+ $’ 9 -) %’ 9 (# / $’ 9 %! $- 9 $$

<8 )) 9 ++ / $$ 9 ’! $- 9 ,- )) 9 #( / # 9 !) ) 9 !, ), 9 ’+ / $’ 9 -- $- 9 ’-

=8 %$ 9 $) / % 9 ,, $’ 9 () )) 9 ’, / ) 9 -) % 9 ($ %) 9 ’# / % 9 ,’ % 9 !%

·,’,·
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表 !" !"#$%&’ ( &’ 法测定 # 种尼泊金酯在 "! 革中的添加回收率（! $ %）
)*+,- !" .-/01-23-4 05 # 637*836 -49-24 473:-; 36 "! ,-*9<-2 += !"#$%&’ ( &’（! $ %） !

"#$%#&’(
# ) $ $* + ,*

-./#0.12（! % 34） -34
& ) # $* + ,*

-./#0.12（! % 34） -34
’ ) # $* + ,*

-./#0.12（! % 34） -34
56 (( ) )( % ’ ) *) + ) !+ "! ) &’ % * ) )! ( ) !* (" ) $# % $ ) (( ) ) $*
76 (( ) ’$ % ( ) &! " ) &" ($ ) ’+ % * ) !* ( ) $! "# ) &# % &! ) )& &+ ) ##
866 (# ) "’ % * ) $" " ) ’* (& ) $( % " ) "( &! ) !’ (+ ) +’ % ) ) (+ ( ) &#
66 (& ) *! % " ) #" && ) &’ (" ) "( % " ) "& && ) #& *" ) *# % ) ) ") ( ) *’
896 (’ ) #& % " ) !! && ) &# (" ) "( % * ) ’" ( ) !& (# ) +’ % &# ) (" &’ ) $+
96 (’ ) +$ % ) ) +& * ) )( *" ) ++ % $ ) )* * ) &+ "# ) )# % " ) )+ &# ) )+
:6 (* ) (’ % ) ) &( * ) #’ "& ) ’! % $ ) "( ) ) $$ ") ) $# % ( ) "( " ) ’&

&" 结语

, , 利用超高效液相色谱;串联质谱联用结合凝胶
渗透色谱技术同时分离测定皮革制品中 * 种尼泊金
酯类防腐剂，在 * $<’ 内能够快速定性、定量地分析
样品，方法灵敏度高、操作简便、准确可靠。
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