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摘 要：使用直接多肽反应试验（DPRA）对化妆品中可能添加的金合欢醇等 6 种香料进行皮肤致敏性测定。

将待测及对照的香料与半胱氨酸多肽和赖氨酸多肽的反应体系共同孵育，使用高效液相色谱法检测并计算多

肽的消耗率，以此判断其致敏性。实验选择了包括阴阳对照品在内共 7种在小鼠局部淋巴结试验（LLNA）中已

知致敏性的香料进行DPRA判定，结果符合率达到 100%，表明实验结果可靠。其中肉桂酸和 7-甲基香豆素的

多肽消耗率小于6. 38%，致敏性判定为阴性；金合欢醇等4种香料的致敏性判定为不同程度的阳性。DPRA方

法操作简单，准确率较高，可作为皮肤致敏性评价的替代方法。
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Abstract： The direct peptide reactivity assay（DPRA） was used to determine the skin sensitization 
potential of six fragrance ingredients of unknown sensitizing activity，including farnesol，which may 
be added to cosmetics.  The test and control fragrance ingredients were incubated with reaction sys⁃
tems containing cysteine and lysine heptapeptides，respectively.  High performance liquid chromatog⁃
raphy（HPLC） was used to detect and calculate the peptide depletion rate for sensitization evaluation.  
The reliability of the assay was validated by testing seven known fragrance ingredients（including posi⁃
tive and negative controls） with established sensitization results from the murine local lymph node as⁃
say（LLNA），yielding a 100% consistency rate.  Among the test compounds，two ingredients（includ⁃
ing cinnamic acid） showed peptide depletion rates less than 6. 38% and were classified as non-sensi⁃
tizers，while the remaining four ingredients（including farnesol） were determined as positive sensitiz⁃
ers.  The DPRA is a simple and accurate alternative method for evaluating skin sensitization potential.
Key words： direct peptide reactivity assay（DPRA）； skin sensitization；high performance liquid 
chromatography（HPLC）；fragrance ingredients
过敏性接触性皮炎是皮肤接触外源物质时产生的特异性免疫反应［1］，症状有红斑、丘疹等。在化

妆品造成的皮肤不良反应中，发生频率最高的是化妆品接触性皮炎［2-3］，而香料是化妆品中诱发过敏最

常见的成分［4-6］，且目前国内对加香化妆品的标识并无明确要求，香水类因商业机密等原因，常只标为

“香精”而不列出具体化合物［4］，消费者在不知情购买时有一定的致敏风险。因此对化妆品中常见的香

料进行致敏性评价很有必要。传统评价化妆品致敏性成分的方法有豚鼠局部封闭涂皮试验（Buehler 
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test）和豚鼠最大值试验（GPMT test）等，但出于保护动物的考虑，替代方法应运而生，如体内替代试

验—局部淋巴结试验（LLNA）和体外替代试验—直接多肽反应试验（DPRA）、人细胞系激活实验（h-
CLAT）、ARE-Nrf2荧光素酶检测法等。致敏物穿透皮肤后可与角质细胞的蛋白质形成稳定的免疫复合

物并开始免疫反应［7］，DPRA的设计理念便是利用半胱氨酸和赖氨酸模拟皮肤蛋白模型，通过计算待测

物与皮肤蛋白模型反应生成复合物的能力来判断待测物的致敏性。DPRA不仅响应保护动物主义、操

作简单、预测准确度高［8-9］，而且通过了欧洲替代方法验证中心认定、被经济合作与发展组织（OECD）
接受［10］且已被纳入《化妆品安全技术规范》（2022征求意见稿）（下文简称《规范》）中［11］。

新发布的体外动力学直接多肽反应试验（kDPRA）于 2021年被OECD采纳用于判断致敏性，中国食

品药品检定研究院也于 2025 年发布包含 kDPRA 的《体外皮肤吸收试验（征求意见稿）》等 9 项试验方

法［12］，而Alépée等［13］和Roberts［14］通过整合数据库和实验发现DPRA和 kDPRA的预测致敏效力、灵敏度

和特异性等几乎无差别，实际检测中可以优先考虑较为简单的DPRA。

本实验选取的金合欢醇等6种香料因其香气明显、价格低廉甚至部分有抗氧化、抗菌等优势［15-16］常

被加入化妆品中，但在LLNA数据库中均无实验数据。其中金合欢醇、佳乐麝香和薄荷脑 3种化合物被

纳入《欧盟化妆品法规》81种致敏性香料清单中，而茴香醇、肉桂酸和 7-甲基香豆素未被列入。本实验

根据《规范》中给出的DPRA要求，结合已有LLNA数据的 5种香料的数据验证，对金合欢醇等 6种香料

进行致敏性评价，以进一步完善致敏数据，为相应的监管政策提供参考。

1 实验部分 
1. 1　主要材料、试剂与仪器　

11 种香料信息见表 1；6-甲基香豆素、肉桂醛、半胱氨酸多肽（纯度 97. 9%）、赖氨酸多肽（纯度

98. 4%）（天津阿尔塔科技有限公司）；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、乙酸铵（分析纯，国药集团化学试剂

有限公司）；三氟乙酸（HPLC级，北京迪科马科技有限公司）；氨水（LC-MS级，上海阿拉丁生化科技

股份有限公司）；甲醇、乙腈（LC-MS级，赛默飞世尔科技公司）；实验用水为去离子水。

U3000 高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公司）；XP205 型分析天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；

G10型离心机（北京白洋医疗器械有限公司）；Vortex-5涡旋振荡器（江苏省海门市其林贝尔仪器制造有

限公司）；KQ-700DE型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1. 2　实验方法　
1. 2. 1　多肽储备液及标准溶液的配制　

　　实验中两种多肽均有对应的储备液和稀释溶剂，为方便理解和操作，以储备液A、稀释溶剂A分

别指代半胱氨酸多肽储备液和半胱氨酸多肽稀释溶剂，同理储备液B和稀释溶剂B分别指代赖氨酸多

肽储备液和赖氨酸多肽稀释溶剂。

1. 2. 1. 1　半胱氨酸多肽相关溶液　pH 7. 5磷酸盐缓冲溶液：取磷酸二氢钠溶液 18 mL与 0. 1 mol/L磷

酸氢二钠溶液82 mL混合并测定其pH值，用磷酸二氢钠溶液和磷酸氢二钠溶液调节pH至7. 5±0. 5。
储备液A：称取一定量的半胱氨酸多肽，用 pH 7. 5的磷酸盐缓冲溶液配制成浓度为 0. 667 mmol/L

的溶液。

稀释溶剂A：取乙腈2 mL与pH 7. 5磷酸盐缓冲液8 mL混合即得。

1. 2. 1. 2　赖氨酸多肽相关溶液　pH 10. 2醋酸铵缓冲溶液：称取醋酸铵 1. 542 g，加水 200 mL溶解并

测定其pH值，用氨水调节pH至10. 2。

表1　11种香料的信息
Table 1　Information of 11 perfume compounds

No.
1
2
3
4
5
6

Compound
Lily aldehyde（铃兰醛）

Lyral（新铃兰醛）

Geraniol（香叶醇）

Coumarin（香豆素）

Cinnamyl alcohol（肉桂醇）

Farnesol（金合欢醇）

CAS
80-54-6

31906-04-4
106-24-1
91-64-5

104-54-1
4602-84-0

Purity/%
98. 0
99. 5
96. 8
99. 9
92. 0
88. 6

No.
7
8
9

10
11

Compound
Galaxolide（佳乐麝香）

4-Methoxybenzyl alcohol（茴香醇）

Menthol（薄荷脑）

Cinnamic acid（肉桂酸）

7-Methylcoumarin（7-甲基香豆素）

CAS
1222-05-5
105-13-5
89-78-1

621-82-9
2445-83-2

Purity/%
87. 5
99. 8
99. 4
99. 9
99. 8
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储备液 B：称取一定量的赖氨酸多肽，用 pH 10. 2的醋酸铵缓冲液配制成浓度为 0. 667 mmol/L 的

溶液。

稀释溶剂B：取乙腈2 mL与pH 10. 2醋酸铵缓冲液8 mL混合即得。

1. 2. 1. 3　多肽标准溶液　将储备液A和储备液B分别用对应的稀释溶剂A和稀释溶剂B配制成浓度为

0. 567 0、0. 283 5、0. 141 8、0. 070 9、0. 035 4、0. 017 7 mmol/L的多肽系列标准溶液。

1. 2. 2　对照品和受试物溶液的配制　

　　称取一定量的对照品和受试物，用乙腈配制成浓度为100 mmol/L的溶液。

1. 2. 3　检测体系的配制　

　　根据《规范》，检测体系需配制空白对照、溶剂对照和共洗脱对照以考察HPLC系统和多肽的稳定

性、溶剂对多肽的影响和待测物出峰对多肽出峰的影响。实验所用受试物均用乙腈配制，空白对照和

溶剂对照配制操作相同。根据表 2配制两种多肽的检测体系，并涡旋 30 s使其混合均匀，在 25 ℃下避

光静置 24 h。观察反应前后的沉淀情况，反应前有沉淀则无法计算消耗率，仅在反应后发生沉淀的样

品则需采用100~400×g低速离心后检测其上清液。

1. 2. 4　高效液相色谱条件　

色谱柱：Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18（2. 1 mm×100 mm，2. 7 μm）；流动相A：含为 0. 1%
（体积分数）三氟乙酸的水溶液；流动相B：含 0. 085%（体积分数）三氟乙酸的乙腈，流速：0. 5 mL/min，
检测器：二极管阵列（PDA）检测器，检测波长 220 nm。梯度洗脱程序：0~10 min，5%~15% B；10~12 
min，15%~90% B；12~14 min，90% B；14~15 min，90%~5% B；15~22 min，5% B。

1. 3　数据处理　
多肽消耗百分比计算公式：清除率=（1-多肽反应平均峰面积/空白对照多肽平均峰面积）×100%。

根据《规范》，受试物与两种多肽均未发生共洗脱时，使用两种多肽消耗率的平均值判定致敏性；

受试物仅与赖氨酸多肽共洗脱时，使用半胱氨酸多肽消耗率判定；同时与两种多肽发生共洗脱时，结

果为“无定论”。实验中所有受试物均未与任何多肽发生共洗脱，因此均以两种多肽的平均消耗率进行

判定，判定方法见表3。

2 结果与讨论 
2. 1　液相色谱条件的优化　

参考《规范》的色谱柱型号，实验考察了 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18（2. 1 mm×100 mm，

2. 7 μm，柱 1）和Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18（2. 1 mm×150 mm，2. 7 μm，柱 2），及其在两种

流速（0. 5、1. 0 mL/min）下的出峰结果，发现柱 1的分离效果较好，而 1. 0 mL/min流速时的出峰时间会

表2　受试物待测液、空白对照及共洗脱对照
Table 2　Configuration table of test sample，blank control and co-elution control

Detection system
Cysteine system

Lysine system

Reagent
Stock solution A

Diluent A
Test sample solution

Acetonitrile
Stock solution B

Diluent B
Test sample solution

Acetonitrile

V/μL
Test sample

750
0

50
200
750

0
250

0

Blank control
750

0
0

250
750

0
0

250

Co-elution control
0

750
50

200
0

750
250

0

表3　DPRA预测模型
Table 3　The prediction model of DPRA

Average percentage of cysteine and lysine consumption（x）/%
0≤x≤6. 38

6. 38<x≤22. 62
22. 62<x≤42. 47

42. 47<x≤100

Reaction grade
No or minimal reaction

Weak reaction
Moderate reaction

Strong reaction

Prediction result
Negative
Positive
Positive
Positive
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提前：半胱氨酸多肽在3. 1 min出峰，赖氨酸多肽在2. 5 min出峰，但此时半胱氨酸多肽的响应值较低，

且赖氨酸多肽的谱图基线较差。当流速为 0. 5 mL/min时峰形较好，半胱氨酸多肽在 11. 4 min出峰，赖

氨酸多肽在7. 2 min出峰（如图1）。因此选择使用柱1、流速为0. 5 mL/min作为液相色谱条件。

2. 2　DPRA试验成立条件考察　
根据《规范》，试验成立的条件为：半胱氨酸多肽和赖氨酸多肽的标准曲线 r2>0. 990；阳性对照的

平均多肽消耗率：半胱氨酸多肽 60. 8%~100%，标准差（SD）<14. 9%，赖氨酸多肽 40. 2%~69. 4%，SD<
11. 6%；空白对照的平均肽浓度：0. 45~0. 55 mmol/L。空白对照及溶剂对照峰面积的变异系数（CV）<
15. 0% （n=9）。

本实验中半胱氨酸和赖氨酸两种多肽在 0. 017 7~0. 567 0 mmol/L 范围内的标准曲线 r2 分别为

0. 997 9和 0. 999 2；阳性对照肉桂醛的半胱氨酸平均多肽消耗率为 62. 43%（SD=1. 50%）；赖氨酸平均多

肽消耗率为 53. 68%（SD=1. 56%）；空白对照中两种多肽的浓度均为 0. 5 mmol/L；空白对照及溶剂对照

的峰面积CV=4. 10% （n=9）。以上均符合《规范》的要求，表明实验条件成立，结果有效。

2. 3　受试物多肽及两种对照品的反应结果　
经高效液相色谱检测后，6种香料和参考化合物的多肽消耗率如表 4所示。7种已知 LLNA结果的

香料全部与本实验的DPRA预测结果一致，预测准确率达100. 00%。

而根据表 3，金合欢醇等 6种香料中，金合欢醇和薄荷脑为强反应；佳乐麝香为中度反应；茴香醇

为弱反应；肉桂酸和 7-甲基香豆素为无或轻微反应。根据参考化合物的判定符合程度，此结果有较大

的可信度。

图1　0. 5 mL/min流速时半胱氨酸多肽和赖氨酸多肽的出峰结果图
Fig. 1　Chromatograms of cysteine and lysine peptides at 0. 5 mL/min flow rate

Rt：retention time

表4　6种香料及参考化合物的检测结果
Table 4　Detection results of 6 flavors and reference compounds

Compound
6-Methylcoumarin

Cinnamal
Lily aldehyde

Lyral
Geraniol
Coumarin

Cinnamyl alcohol
Farnesol

Galaxolide
4-Methoxybenzyl alcohol

Menthol
Cinnamic acid

7-Methylcoumarin

Percentage of cys⁃
teine consump⁃

tion/%
0

62
74
18
4
4

10
92
33
4
0
0
0

Percentage of ly⁃
sine consumption/%

1
54
14
1

18
15
26
4

21
9

92
2

10

Average percentage 
of two consump⁃

tion/%
0

58
44
9

11
10
18
48
27
7

46
1
5

Reaction 
grade

No or minimal
Strong
Strong
Weak
Weak
Weak
Weak
Strong

Moderate
Weak
Strong

No or minimal
No or minimal

DPRA pre⁃
diction result

Negative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative
Negative

LLNA refer⁃
ence results

Negative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive

-
-
-
-
-
-

Compliant
√
√
√
√
√
√
√
/
/
/
/
/
/
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2. 4　共洗脱判断　
DPRA试验中，结果判定标准中提出的是否发生共洗脱是判断难点。部分待测物质可能在试验条

件下的保留时间与半胱氨酸多肽和赖氨酸多肽相同或相似，造成色谱峰重叠，难以判断其致敏性。本

研究中所有香料均未出现共洗脱现象，如 6-甲基香豆素空白对照、半胱氨酸反应体系及共洗脱对照的

出峰结果见图 2。在空白对照中仅观测到半胱氨酸多肽峰；反应体系中检测到反应后的半胱氨酸多肽

峰与待测物 6-甲基香豆素的峰；共洗脱中仅检测出 6-甲基香豆素的峰，共洗脱对照与空白对照的色谱

峰未发生重叠，因此未出现共洗脱。金合欢醇空白对照、半胱氨酸反应体系及共洗脱对照的出峰结果

见图 3，空白对照中的半胱氨酸多肽的峰面积在反应体系中明显减少，表明半胱氨酸被消耗。共洗脱

中也仅能观测到金合欢醇的色谱峰，与空白对照无重叠，未出现共洗脱。

2. 5　监管要求对比　

为更好实现对香料尤其是致敏性香料的监管，对本次DPRA实验结果、LLNA试验分类方式［17］，结

合《欧盟化妆品法规》81种致敏性香精清单、《已使用化妆品原料目录（2021年版）》（简称《已使用目录》）

和《化妆品禁用原料目录》进行了对比，见表5。

其中 6-甲基香豆素和 7-甲基香豆素虽在多种试验中均显示出非致敏性，但为化妆品禁用原料。前

者是一种光感性皮炎致敏物，在经过紫外线照射后会引起炎症或红疹［18-19］，7-甲基香豆素对皮肤有刺

激性。而铃兰醛和新铃兰醛判定为致敏物且已被《欧盟化妆品法规》禁用，但国内目前只对新铃兰醛进

行了规范，参考本实验数据可以考虑将其列为禁用或限用原料。

表5　香料各监管要求对比
Table 5　Comparison of the experimental results of perfumes compounds

待测物

6-Methylcoumarin
Cinnamal

Lily aldehyde
Lyral

Geraniol
Coumarin

Cinnamyl alcohol
Farnesol

Galaxolide
4-Methoxybenzyl alcohol

Menthol
Cinnamic acid

7-Methylcoumarin

预测结果

No or minimal
Strong
Strong
Weak
Weak
Weak
Weak
Strong

Moderate
Weak
Strong

No or minimal
No or minimal

LLNA
-

Moderate
Moderate
Moderate
Moderate

Weak
Weak

-
-
-
-
-
-

欧洲致
敏清单

√
√
√
√
√
√
√
√
√
-
√
-
-

《规范》

Prohibited
-
-

Prohibited
-
-
-
-
-
-
-
-

Prohibited

欧盟法规

Oral products：pro⁃
hibited at 0. 03%

Prohibited
Prohibited

-
-
-
-
-
-
-
-
-

《已使用
目录》

-
√
-
-
√
√
√
√
-
√
√
√
-

淋洗类产品最高历
史使用量/%

-
0. 016

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

驻留类产品最高
历史使用量/%

-
-
-
-

0. 8
0. 04

0. 005 116 7
3
-

0. 1
3
2
-

*the percentages in the table are all quality scores（表格中的百分比均为质量分数）

图2　6-甲基香豆素空白对照、半胱氨酸体系及
共洗脱对照图

Fig. 2　Control diagrams of 6-methylcoumarin blank control，
cysteine system and co-elution

图3　金合欢醇空白对照、半胱氨酸体系及共洗脱对照图
Fig. 3　Control diagrams of farnesol blank control，cysteine 

system and co-elution
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肉桂醛、香叶醇、香豆素和肉桂醇在多种实验数据下判定为致敏性香料，在浓度限制下需单独标

注后使用［20］。许多商家常通过添加植物提取物和精油来增强功效、改善香气，但常用的玫瑰精油、柠

檬油等中常有多种致敏成分［21］，如肉桂醛和香叶醇在玫瑰精油中的检出量高达 0. 037%和 4. 8%［22］，远

超《已使用目录》所规定的 0. 016%和 0. 8%，致敏风险极高。牛云蔚等［23］和邝凡等［24］分别在薰衣草精油

和柠檬草精油中检出了香叶醇等致敏性香精，李春丽等［25］在玫瑰花精油中提取到了香叶醇和金合欢醇。

天然精油不属于加香产品，购买添加此类天然精油的化妆品需要格外关注其安全问题。且DPRA试验

虽常用于检测单一香精的致敏性［26］，但Omeragic等［27］发现其对天然精油的致敏性判定也具有很大潜力，

因此可将DPRA试验进一步推广应用于天然精油的致敏性检测，为相关化妆品的安全评估提供更可靠

的依据。

佳乐麝香、金合欢醇和薄荷脑没有 LLNA的试验数据，但被列入欧盟致敏性清单中。参考本实验

数据，金合欢醇和薄荷脑为强致敏物，在《已使用目录》中限值较高，可对其限定做进一步量化。而佳

乐麝香被判定为致敏物，可通过其他判断致敏性的试验佐证并加以限定。

茴香醇和肉桂酸未被列入欧盟致敏性清单且被《已使用目录》收录，但实验数据显示茴香醇可能有

一定的致敏性，需进行后续验证。

3 结 论 
本实验选取的 6种香料中，金合欢醇、佳乐麝香、茴香醇和薄荷脑 4种化合物的DPRA判定结果为

阳性，有不同程度的致敏性；而肉桂酸和 7-甲基香豆素 2种化合物判定为阴性。同时本实验对 6-甲基

香豆素等 7种已有LLNA试验数据的香料进行的致敏性判定与LLNA数据符合率达到 100%，表明实验结

果可靠，可为香料致敏性相关监管部门提供参考，进一步保障消费者的权益。
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