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高效液相色谱法同时测定化妆品中七种性激素
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摘要：建立了化妆品中 ’ 种性激素（ 雌二醇、雌三醇、雌酮、睾酮、甲基睾酮、孕酮、己烯雌酚）同时测定的高效液相色

谱法。先在试样中加入 !" 7 8 9氢氧化钠溶液与油脂进行皂化反应，然后用二氯甲烷 )乙酸乙酯（ 体积比为 #" , +）混

合液在酸性条件下（:; %）萃取，选择 <+,=="+!>?+* 色谱柱，以水 )甲醇 )乙腈（ 体积比为 $", %!, +*）混合液为流动相，

在波长 !%" 4. 处检测。’ 种性激素分离良好并排除了样品中杂质峰的干扰，低、高浓度平均回收率范围为 ’$- &@
A )’- *@ ；相对标准偏差为 +- )@ A ’- !@ ；检出限为 %- ’ ( +! 47。该方法可同时简便、准确地测定化妆品中的 ’ 种

性激素。
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* * 雌二醇、雌三醇、雌酮、睾酮、甲基睾酮、孕酮、己

烯雌酚等性激素具有促进毛发生长、丰乳、防止皮肤

老化、除皱、增加皮肤弹性等作用。但长期使用添加

性激素 的 化 妆 品 会 产 生 副 作 用 并 有 致 癌 危 险［+］。

我国化妆品 卫 生 规 范 规 定：雌 激 素 类、去 甲 肾 上 腺

类、孕激素等激素为禁用物质。因此，化妆品中激素

的检验对控制化妆品产品质量、保障人体健康具有

非常重要的意义。性激素的检测方法主要有免疫法

和色谱法，我国化妆品卫生规范规定采用高效液相

色谱法（;?9T）测 定 这 ’ 种 性 激 素［!］，作 者 未 从 国

外文献中检索到相关的报道。采用该规范方法测定

时，需要直接用环己烷萃取样品，易导致样品乳化，

萃取率低，且存在杂质干扰测定的问题。为解决上

述问题，我们对样品处理方法及 ;?9T 测定方法进

行了研究，先在样品中加入 !" 7 8 9氢氧化钠溶液与

油脂进行皂化反应，再用二氯甲烷)乙酸 乙 酯（ 体 积

比为 #", +）混合液在 酸 性 条 件 下 萃 取 ’ 种 性 激 素；

选择 <+,=="+! >?+* 色 谱 柱，优 化 流 动 相 水)甲 醇)乙
腈比例，使 ’ 种性激素在等度洗脱下达到完全分离，

从而有效地 排 除 了 杂 质 干 扰，建 立 起 一 种 准 确、可
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靠、可应用于实际样品测定的分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! "#$%&’ !"#$ (!##" 型高效液相色谱仪（ 配有 光

电二极 管 阵 列 检 测 器）（ 美 国 "#$%&’ 公 司 ）；)*++*(
,!%$& 型超 纯 水 器（ 美 国 )*++*-.&% 公 司 ）；恒 温 水

浴：控温范围 & ’ %&& /。

! ! 雌二醇、雌三醇、雌酮、睾酮、甲基睾酮、孕酮、己

烯雌酚购自 0*12# 公 司；甲 醇、乙 腈 为 色 谱 纯 试 剂

（3*’4%& 公司）；二氯甲烷、乙酸乙酯、无水乙醇均为

分析纯试剂。

! ! #" 色谱条件

! ! 色谱柱：56%&&#6)78%( 柱（$ !2，)* " 22 ** 9*
+ %$& 22）；流动相：水(甲醇(乙腈（ 体积比为 $&, -!
: %(）；检 测 波 长：!-& ;2；流 速：%* & 2< = 2*;；进 样

量：%&* & !<。采用色谱峰的保留时间和紫外吸收光

谱图定性，外标法峰面积定量。

! ! $" 标准液的配制

! ! 分别准确称取 . 种性激素标准品各 &* %&& 1，用

少量无水乙醇溶解，移至 %&& 2< 容量瓶中，用无水

乙醇稀释至刻度，配制成质量浓度为 %* && 1 = <标准

储备液。准确 移 取 上 述 标 准 储 备 液 各 %&* & 2< 于

%&& 2< 容量瓶中，用无水乙醇稀 释 至 刻 度，配 制 成

质量浓度为 &* %&& 1 = <的混合标准液。

! ! %" 样品制备

! ! 准确称取膏状、乳状、溶液状试样约 %* && 1 于

)& 2< 小烧杯中，分 - 次加入 !& 1 = <氢氧化钠溶液

%$ 2<，充分 搅 拌 均 匀，倾 入 分 液 漏 斗 中，加 入 %&&
2< 饱和氯化钠溶液，用 % 2.+ = <盐 酸 溶 液 调 ->*
-，以 -& 2< 二氯甲烷(乙酸乙酯（ 体积比为 )&, %）混

合液分 - 次萃 取，每 次 振 摇 ! 2*;，合 并 萃 取 液，加

入无水硫酸钠脱水并在 $& / 水浴上蒸馏除去有机

溶剂。用无水乙醇溶解残留物，转移至 %& 2< 具塞

比色管中，用无水乙醇定容至刻度，混匀后，经 &* )$
!2 滤膜过滤后进样分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 萃取剂的选择

! ! 文 献［!，-］中 采 用 环 己 烷 作 萃 取 剂，试 样 中 的

油脂、蜡脂和 表 面 活 性 剂 等 组 分 亦 被 提 取，造 成 乳

化，影响两相 分 离，且 . 种 激 素 中 雌 三 醇 的 极 性 较

强，环己烷作萃取剂萃取率仅为 %!? 。本研究采取

在试样中加入氢氧化钠溶液，使其与油脂进行皂化

反应，经酸化后，选择一定比例的二氯甲烷和乙酸乙

酯做萃取剂，并对不同比例的二氯甲烷和乙酸乙酯

做萃取剂进行了筛选，结果表明：试样经皂化后萃取

可减少乳化现象，当二氯甲烷和乙酸乙酯的体积比

为 )& , % 时，. 种性激素的萃取效果最 好，萃 取 率 为

()* "? @ #(* &?。

# ! #" 不同 "# 值对各种激素萃取率的影响

! ! 按照实验方法，试样中加入 %$ 2< !& 1 = <氢氧

化钠溶液进行皂化反应，然后将溶液 -> 值 分 别 调

成中性（->*.）、酸性（->*-），碱性（->*%-），用

二氯甲烷(乙酸乙酯（)&, %）萃取。结果表明：-> 值

对雌三醇的影响较大，在碱性条件下，雌三醇萃取率

仅为 &* "?；中 性 条 件 下，雌 三 醇 萃 取 率 为 "-* (?；

酸性条件下，萃取率为 ()* #?。由 于 在 酸 性 条 件 下

雌三醇及其他 " 种激素萃取率均为最高，本文采用

在酸性条件下萃取。

# ! $" 色谱条件的选择

# ! $ ! !" 色谱柱的选择

! ! 文献［!，-］中报道：雌三醇在 A%( 柱上的保留时

间为 ! ’ - 2*;。在实际样品测定时，雌三醇常常被

干扰，因而不易准确定量。为了延长雌三醇的保留

时间，我们 选 择 56%&&#6) 78%( 柱 与 普 通 A%( 柱 进 行

了 比 较，在 相 同 流 动 相 洗 脱 条 件 下，雌 三 醇 在

56%&&#6)78%( 柱上保留 时 间 比 普 通 A%( 柱 可 延 长 约

! 2*;，有利于消除杂质峰的干扰。

图 !" & 种性激素标准品混合物的色谱图

$%&! !" ’()*+,-*&),+ *. , +%/-0)1 *. 21314 21/0,5
(*)+*41 2-,46,)62

% B %’$&*.+；! B $%’$.’$%&.;%；- B 2%$4C+($%’$.’$%&.;%；) B %’$&#(
9*.+(%.!；$ B %’$&.;%；" B -&.1%’$%&.;%；. B 9*%$4C+’$*+D%’$&.+B

# ! $ ! #" 流动相的选择

! ! 采用甲醇(水洗脱比乙腈(水洗脱有助于雌三醇

在色谱柱上的保留，但仅用甲醇(水做流动相，甲基

睾酮与雌二醇的色谱峰出现重叠；加入一定比例的

乙腈，可使甲基睾酮与雌二醇的色谱峰分离；若加入

一定量的四氢呋喃，也可以改善组分的分离，但是基

线噪声明显增加，检测灵敏度降低。综合各种影响

因素，对流动相配比进行优化，常温下，当流动相为

水(甲醇(乙腈（ 体积比为 $& , -! , %(）时，. 种性激 素

组分达到基线分离并且排除了杂质峰的干扰。图 %

·("!·
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是 " 种性激素的分离图谱。

! ! " ! "# 检测波长的选择

! ! 从光电二 极 管 阵 列 检 测 器 所 得 到 的 #$$ % &$$
#$ 这一范围内 ’ 种性激素的光谱图来看，睾酮、甲

基睾酮、孕 酮 的 吸 收 光 谱 相 似，最 大 吸 收 峰 在 #&(
#$ 处；雌三醇、雌二醇、雌酮的吸收光谱相似，吸收

峰在 #)$ 和 #’* #$ 处；己烯雌酚的吸收峰在 ##’+ (
#$ 处。当 ’ 种性激素同时测定时，’ 种激素较为灵

敏的波长为 #!$ #$，因此选择 #!$ #$ 作为 ’ 种性

激素同时测定的波长。

! ! $# 线性关系及检出限

! ! 移取 $+ (，)+ $，#+ $，!+ $，&+ $，(+ $ $% 激素混合

标准液 于 )$ $% 比 色 管 中，用 无 水 乙 醇 稀 释 至 )$
$%，配制成质量浓度为 (，)$，#$，!$，&$，($ $& ’ %的

混合标准溶液，以峰面积对质量浓度绘制工作曲线；

按化妆品卫生规范对 ()%* 方法检出限的定义，以

信噪比为 ! 估算检出限［#］，其结果见表 )。

表 %# & 种性激素的工作曲线

"#$%& %# ’#%($)#*(+, -.)/& +0 1&/&, 1&2.#% 3+)4+,&1

*+$,+#-#. /-&0-112+# -345.2+#)） ! %67#）’ #&
81.02+9 " : ,+ -( . )$! # ; & < #, $+ *** * & < ’

=-1.+1.-0+#- " : ) < *( . )$& # ; ( < ’& . )$! $ < *** * ! < ’
>-.?@9A.-1.+1.-0+#- " : ) < ,, . )$& # B ) < ’( . )$! $ < *** * & < ’

81.05C2+9A)’! " : * < &- . )$! # B ( < ,( . )$! $ < *** * ))
81.0+#- " : , < ’- . )$! # B ) < &$ . )$& $ < *** * )#

)0+&-1.-0+#- " : ) < ,- . )$& # B ) < &$ . )$& $ < *** * ’ < !
72-.?@91.29D-1.0+9 " : & < &- . )$& # B # < -# . )$( $ < *** * & < &

! )）"：,-5E 50-5；#：$511 F+#F-#.05.2+#，$& ’ %<
! #）%67：92$2. +G C-.-F.2+#<

! ! ’# 回收率与精密度

! ! 称取美乳霜试样约 )+ $$ &，平行 ’ 份，分别加入

低、高两种浓度标准混合溶液，充分混匀，按照本实

验方 法 进 行 测 定，’ 种 性 激 素 的 平 均 回 收 率 为

’(+ -H I *’+ ,H ，相对标准偏差为 )+ *H I ’+ #H ，结

果见表 #。

! ! (# 样品分析

! ! 按本方法测定去皱、生发、丰乳、瘦身类样品共

#& 件，个别样 品 筛 检 出 雌 性 激 素 孕 激 素，未 发 现 干

扰。样品分离色谱图如图 # 所示。

表 !# & 种性激素回收率及精密度测定结果（$ % ’）

"#$%& !# 5&1.%*1 +0 6)&-(1(+, #,7 )&-+/&)8 *&1* 0+) 1&/&,
1&2.#% 3+)4+,&（$ % ’）

*+$,+#-#.
JCC-C ’

（$& ’ %）

K+4#C ’
（$& ’ %）

/-F+L-0@ ’
H

/M7 ’
H

81.02+9 ( < $ ! < ’, ’( < - ! < ’
($ &# < !$ ,& < - & < -

/-1.+1.-0+#- ( < $ & < ,’ *’ < & - < ’
($ &’ < ’, *( < - # < #

>-.?@9A.-1.+1.-0+#- ( < $ & < ,, *’ < - ! < $
($ &’ < *$ *( < , # < -

81.05C2+9A)’! ( < $ & < ’) *& < # ’ < #
($ &’ < #, *& < - ) < *

81.0+#- ( < $ & < ,* *’ < , ! < (
($ &, < &’ *- < * # < $

)0+&-1.-0+#- ( < $ & < ’$ *& < $ ! < ,
($ &- < (* *! < # ) < *

72-.?@91.29D-1.0+9 ( < $ & < !$ ,- < $ ! < #
($ &, < ,’ *’ < ’ & < ’

图 !# 样品分离色谱图

9(:! !# "3& -3)+4#*+:)#4 +0 # 1#46%&
- < ,0+&-1.-0+#-；’ < C2-.?@91.29D-1.0+9<
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