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摘要：建立了采用同位素稀释 2超高效液 相 色 谱 2串 联 质 谱 同 时 快 速 测 定 精 油 中 ( 种 雌 性 激 素（ 雌 三 醇、雌 二 醇、雌

酮、炔雌醇、己二烯雌酚、己烷雌酚、己烯雌酚）的方法。样品中雌性激素用乙酸乙酯 2正己烷（! . $*，< / <）溶液提取

后，经硅胶固相萃取小柱净化，通过 ;=>?.3@ ?1A=3B C5D 0D5A, E1#* 色谱柱（#"" 66 / !0 # 66，#0 ( !6）、

以水 2乙腈作流动相 梯 度 洗 脱 对 ( 种 雌 性 激 素 进 行 分 离，采 用 串 联 质 谱 在 负 离 子 扫 描 方 式 下 通 过 多 反 应 监 测

（BEB）模式进行定性定量分析。以雌三醇 2,’、雌二醇 2,’、己烯雌酚 2,+ 为内标，有效减少了样品基质的影响。该

方法对精油中 ( 种雌激素的检出限（A-,）为 "0 ’ % ( !9 / F9，定量限（A->）为 # % !" !9 / F9。待测物与内标物定量

离子的峰面积比值与待测物的质量浓度在 !" % &"" !9 / A 范围内呈良好的线 性 关 系，相 关 系 数（ !! ）均 大 于 "0 $$(；

在 !" % &"" !9 / F9 范围内 ’ 个水平的加标平均回 收 率 为 **0 &G % ##)0 *G，日 内 精 密 度（ 以 相 对 标 准 偏 差 计 ）（ " 1
+）为 )0 *G % #*0 $G。应用该方法对浙江杭州地区不同超市或美容院随机采集的 #! 份精油样品进行测定的结果显

示，有 # 份样品含有雌二醇和雌酮，其余 ## 份样品均未检出雌性激素。
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! ! 随着人们生活水平的提高，精油类化妆品已成

为人们必不可少的消费品之一。与此同时，化妆品

的安全性已经日益成为广大消费者关注的问题。由

于性激素的重要生理功能，性激素时而被添加到化

妆品中起促进毛发生长、丰乳、美白、除皱和增加皮

肤弹性等作用。但长期使用添加性激素的化妆品会

产生毒副作用甚至有致癌的危险。在欧盟化妆品规

程（9*.%3$+ >$)&3"$?& #$ < #$% < @@9）［"］及 中 国 化 妆

品卫生规范［&］中均明确规定，雌激素为化妆品组分

中的禁用物质。因此精油类化妆品中雌激素的监控

越来越受到了人们的重视。

! ! 目 前，化 妆 品 中 性 激 素 的 检 测 方 法 包 括 比 色

法［’］、薄层色谱法［(］、气相色谱法［)］、高效液相色谱

法（A789）［$ * ""］、气 相 色 谱!质 谱 法［"&］和 液 相 色 谱!
质谱法（89!:;）［"’ * ")］。但是前 ( 种方法分别存在

着选择性不高、定量有局限性、检测灵敏度低，对阳

性样品的进一步确认困难等缺陷。串联质谱技术的

应用 较 好 地 解 决 了 化 妆 品 中 复 杂 成 分 的 干 扰 问

题［"& * ")］。吴维 群 等［"&］应 用 气 相 色 谱!质 谱 联 用 技

术检测水性化妆品中的 # 种性激素。王超等［"’］建

立了 89!:; < :; 同时测定化妆品中 "+ 种糖皮质激

素和 $ 种性激素的测定方法。>& B)($ 等［")］应用高

效液相色谱!二极 管 阵 列 检 测 和 电 喷 雾 质 谱 分 析 法

测定防脱发和激素依赖性化妆品中的违禁物质，其

中涉及的性激素有黄体酮和雌酮。但上述报道中所

涉及的雌激素仅限于雌二醇、雌三醇和雌酮 ’ 种，检

测对象主要为水剂和乳剂类化妆品。针对化妆精油

中雌激素的检测方法还未见报道。本研究采用同位

素 稀 释 法 定 量，建 立 了 同 位 素 稀 释!超 高 效 液 相 色

谱!串联质谱法（6789!:; < :;）测定精油中 # 种雌

性激素的快速检测方法。

!" 实验部分

! ) !" 仪器、试剂与材料

! ! C#"&)( D9E6FGHG: 6+")# 7&)1*)2#%3& 89 超

高效液相 色 谱 仪，I&?* G: GE :; 质 谱 仪（ 美 国

C#"&)( 公司）；固 相 萃 取 器（D++"&3/ 公 司）；氮 气 吹

干仪（ 天津奥特 赛 斯 仪 器 公 司）；涡 流 混 合 器（ 德 国

FJD 公司）。硅胶固相萃取柱（)++ 20，$ 28；德国

9KC 公司）。

! ! 雌激素标准品：雌三醇（ 纯度 ,#L）、雌二醇（ 纯

度 ,,- +L）、雌 酮（ 纯 度 ,,- )L）、炔 雌 醇（ 纯 度

,,- )L）、己二烯 雌 酚（"++ !0 < 8）、己 烷 雌 酚（ 纯 度

,%- +L）、己烯雌酚（ 纯度 ,,- "L）、雌三醇!>’、雌 二

醇!>’ 和己烯 雌 酚!>$ 均 购 自 >), @/)&%("*)1&) 公

司；甲醇、乙腈、正己烷、乙酸乙酯均为色谱纯，其他

试剂均为分析纯。

! ) #" 实验步骤

! ) # ) !" 标准溶液的配制

! ! 准确称取 # 种雌激素 各 "+ 20，用 甲 醇 配 成 质

量浓度均为 "++ 20 < 8 的储备液。用甲醇配制质量

浓度均为 " 20 < 8 的雌三醇!>’、雌二醇!>’ 和己烯

雌酚!>$ 混合内标溶液。

! ) # ) #" 样品预处理

! ! 准确 称 取 +- &+ 0 样 品 于 "+ 28 试 管 中，加 入

"++ !8 质量浓度为 " 20 < 8 的混合内标溶液，涡流

混合 ") (，加 ) 28 乙酸乙酯!正己烷（&. ,%，? < ?）溶

液，涡流混合 ’+ (，混匀，待净化。

! ! 将上述样品溶液加至预先 用 ) 28 甲 醇、) 28
乙酸乙酯、) 28 乙酸乙酯!正己烷（&. ,%，? < ?）溶液

活化的硅胶柱中，待样品溶液流至近干时，用 ’ 28
/ & 的 乙 酸 乙 酯!正 己 烷（& . ,%，? < ?）溶 液 淋 洗；抽

干后用 & 28 / ’ 的甲醇!乙酸乙酯（,+ . "+，? < ?）溶

液洗脱至 "+ 28 试管中，于 )+ M 下用氮气吹干；再

用 " 28 乙腈!水（)+. )+，? < ?）溶液溶解残渣，离心，

上清液供分析测定。

! ) # ) $" 空白基质液的配制

! ! 分别准确 称 取 +- &+ 0 经 测 定 为 雌 激 素 阴 性 的

精油样品，不 加 混 合 标 准 溶 液 和 混 合 内 标 溶 液，按

"- &- & 节方法处理，得空白基质液。

! ) $" 实验条件

! ! 色 谱 条 件 ! 色 谱 柱：;AF@8> N@A O7"% 柱

（"++ 22 / &- " 22，"- # !2）；柱温：(+ M；进样体

积：) !8；流 速：+- ’ 28 < 2$%；流 动 相 为 水（D）与 乙

腈（N），梯度洗脱程序：见图 "。

! ! 质谱条件 ! 电喷雾离子源（@;F）；负离子扫描，

多反应 监 测（:O:）模 式；毛 细 管 电 压 &- )+ PQ；离

子源温度 ")+ M；脱溶剂气温度 )++ M；脱溶剂气流

量 %++ 8 < /；锥孔气流量 )+ 8 < /；碰撞池压力 +- &,,
7#；通过 分 别 分 析 每 个 标 准 品 来 选 择 最 优 化 的 条

件。表 " 为 # 种雌激素的 6789!:; < :; 分析参数。

·"&·



色 谱 第 !" 卷

表 !" # 种雌激素的 !"#$% & $% 分析参数

’()*+ !" ,-!"#$% & $% .(/(0+1+/2 34/ # 3+0(*+ 2+5 64/047+2

!"#$"%& ’&(&%()"% ()$& * $)% +"%)("#)%, )"% -.)#（! " #） /"%& 0"1(.,& * 2 /"11)3)"% &%&#,4 * &2 5%(&#%.1 3(.%6.#6
73(#)"1 # 8 $% !&’ 8 $ * #(% 8 # )( $) &3(#)"19:$

!&’ 8 $ * #’# 8 #$ )( $(
73(#.6)"1 ! 8 "" !’# 8 ! * #(% 8 * )! (* &3(#.6)"19:$

!’# 8 ! * #&$ 8 *$ )! $)
73(#"%& $ 8 $$ !)" 8 ! * #%" 8 * %) $$ 6)&(;413()1<&3(#"19:)

!)" 8 ! * #(% 8 *$ %) (*
7(;)%41"&3(#.6)"1 $ 8 )# !"% 8 ( * #%" 8 * %( $& &3(#.6)"19:$

!"% 8 ( * #(% 8 *$ %( $*
:)&%&3(#"1 ( 8 %$ !)% 8 $ * !(" 8 # (! !( &3(#.6)"19:$

!)% 8 $ * "! 8 "$ (! !&
!&=&3(#"1 ( 8 &’ !)" 8 ! * ##" 8 * $* $! &3(#.6)"19:$

!)" 8 ! * #$( 8 #$ $* #)
:)&(;413()1<&3(#"1 % 8 *$ !)’ 8 ! * !%# 8 # (( !& 6)&(;413()1<&3(#"19:)

!)’ 8 ! * !$’ 8 #$ (( !&
73(#)"19:$ # 8 $% !"* 8 $ * #(’ 8 # )* $& + + + ,

!"* 8 $ * #’$ 8 *$ )* $) + + + ,
73(#.6)"19:$ ! 8 ") !’( 8 ( * #(% 8 # )* (( + + + ,

!’( 8 ( * #&% 8 #$ )* $( + + + ,
:)&(;413()1<&3(#"19:) % 8 ** !’$ 8 $ * !!! 8 # (( $) + + + ,

!’$ 8 $ * !$’ 8 #$ (( $* + + + ,

+ $ -#)$.#4 -#"6>?( )"%8

图 !" 流动相梯度洗脱曲线

89:; !" $4)9*+ .6(2+ :/(<9+71 +*=1947 >=/?+
+"<)1& -;.3&3：@，A.(&#；B，.?&("%)(#)1&8

$" 结果与讨论

$ ; !" 进样前样品定容溶剂的选择

+ + 由于本文选用的流动相为乙腈与水，因此样品

稀释溶剂宜 选 用 乙 腈9水 混 合 体 系。为 了 选 择 合 适

的乙腈和水的比例，分别以体积比为 $* - ’*、%* - %*、

)%- $%、&*- !*、#**- * 的乙腈9水混合溶液配制质量浓

度为 #** !, * C 的混合标准溶液，并依次进样进行测

定。得到的各混合标准溶液中 ’ 种雌激素峰的灵敏

度表明，大部分雌激素在乙腈9水（%* - %*，0 * 0）混合

溶液中的 灵 敏 度 较 高，故 本 文 选 择 以 乙 腈9水（%* -
%*，0 * 0）混合溶液作为样品稀释溶剂。

$ ; $" 样品提取溶剂的选择

+ + 从文献［# , #%］可 看 到，大 部 分 方 法 选 用 甲 醇

为提取溶剂。但是当用甲醇提取油剂样品中的激素

时会产生乳化现象，且甲醇提取液中的激素很难在

硅胶柱上保留，需要蒸干后换用其他溶剂，操作比较

烦琐。因为雌激素在乙酸乙酯中易溶解，因此采用

乙酸乙酯9正己 烷 溶 液 为 样 品 提 取 溶 剂。经 试 验 发

现，当乙酸乙酯与正己烷的体积比为 ! - "& 时，既可

以得到较好的提取效果，又可以使该溶液直接上固

相萃取柱，使待测组分在固相萃取柱上有较好的保

留。故选择以乙酸乙酯9正己烷（!- "&，0 * 0）溶液为

样品的提取溶剂。

$ ; %" 固相萃取条件的优化

$ ; % ; !" 淋洗液的优化

+ + 分别准确 称 取 *. !* , 经 检 验 为 雌 激 素 阴 性 的

精油样品于 #* $C 的具塞试管中，准确加入 !* !C
质量浓度为 #* $, * C 的 ’ 种雌激素混合标准溶液，

加入 #** !C 甲 醇 以 保 持 与 样 品 测 定 步 骤（ #. !. !
节）中加入内标的溶剂量一致，涡流 *. % $)%，分 别

加入 % $C 乙酸乙酯9正己烷（!- "&，0 * 0）溶液，涡流

$* 3，混匀。将 上 述 样 品 溶 液 分 别 加 到 活 化 好 的 硅

胶固 相 萃 取 柱 中，待 样 品 溶 液 流 至 近 干，分 别 用 $
$C / ! 的 乙 酸 乙 酯9正 己 烷 系 列 溶 液（ 体 积 比 分 别

为 *- #**、!- "&、%- "%、#* - "*、#% - &%、!* - &*）淋洗，抽

干后用 ! $C / $ 的甲醇9乙酸乙酯（"* - #*，0 * 0）溶

液洗脱至 #* $C 试管中，于 %* D 下氮气吹干，用 #
$C 乙腈9水（%* - %*，0 * 0）溶液溶解残渣后供测定。

每个淋洗剂平行试验 ( 份。进样检测后以峰面积平

均值为纵坐标、淋洗液浓度为横坐标作淋洗曲线，发

·!!·
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现当乙酸乙酯!正 己 烷 溶 液 中 乙 酸 乙 酯 的 比 例 超 过

$" 时，雌酮的峰面积明显下降；当乙酸乙酯的比例

超过 %" 时，己 二 烯 雌 酚、己 烯 雌 酚、己 烷 雌 酚 的 峰

面积明显下降；当 乙 酸 乙 酯 的 比 例 超 过 "&" 时，雌

二醇、炔雌醇的峰面积也出现下降。根据淋洗曲线，

选择乙酸乙酯!正己烷（$’ ()，# $ #）溶液为淋洗液。

! ! " ! !# 洗脱溶液的选择

! ! 在淋洗条 件 的 摸 索 过 程 中，先 选 用 了 "&&" 的

乙酸乙酯为洗脱溶剂，但发现雌三醇的回收率不高，

对洗脱后的固相萃取柱用甲醇进一步洗脱，发现仍

残留大量的雌三醇和少量的另外 * 种雌激素。根据

以上情况，对甲醇!乙酸乙酯溶液中两种溶剂的比例

进行优化。按 "+ $+ $ 节方法制 备 过 柱 样 品 溶 液，将

上述样品溶液分别加入到预先活化好的硅胶固相萃

取柱中，待样液 流 至 近 干 时，分 别 用 , %& - $ 的 乙

酸乙酯!正己烷（$ ’ ()，# $ #）混 合 溶 剂 淋 洗，抽 干 后

分别用 $ %& - , 的 甲 醇!乙 酸 乙 酯 系 列 溶 液（ 体 积

比分别为 &’ "&&、"&’ (&、$&’ )&、%&’ %&、)&’ $&、(&’ "&、

"&&’ &）洗脱至 "& %& 试 管 中，于 %& ’ 下 用 氮 气 吹

干，用 " %& 乙腈!水（%& ’ %&，# $ #）溶液溶解残渣后

供测定。每个洗脱剂平行试验 . 份。进样检测后以

峰面积平均值为纵坐标、洗脱液浓度为横坐标作洗

脱曲线，发现雌三醇的峰面积随洗脱溶剂中甲醇比

例的变化最明 显：当 甲 醇 比 例 大 于 %&" 时，其 峰 面

积明显增大，其余 * 种雌激素峰面积变化不大。综

合考虑基质抑制效应和洗脱效率，本文选择甲醇!乙
酸乙酯（(&’ "&，# $ #）溶液为洗脱溶液。

! ! $# 色谱条件的优化

! ! 从文献［" / "%］可看到，大多数方法采用甲醇!
水、乙腈!水为流动相。本文分别以甲醇!水、乙腈!水
为流动相，对 # 种雌激素进行分离，发现以甲 醇!水
作流动相 的 灵 敏 度 要 比 乙 腈!水 低，故 选 用 乙 腈!水
作流动相，优 化 后 的 梯 度 洗 脱 程 序 见 图 "。在 优 化

条件下测定 # 种雌激素和内标标准溶液的 ()( 谱

图见图 $。

! ! %# 同位素内标的选择

! ! 由淋洗和洗脱试验发现，# 种雌激素在样 品 处

理过程中有着较大的行为差异，把回收试验的数据

按外标法进行绝对回收率统计，发现大致可归纳为

以下 , 组：雌三醇；雌二醇、炔雌醇、己二烯雌酚和己

烷雌酚；己烯雌酚和雌酮。各组内雌激素的绝对回

收率相似。由于目前很难购买到 # 种雌激素的全部

同位素内标，同时考虑到检测成本，本实验选择了 ,
种具有代表性的雌激素内标雌三醇!*,、雌二醇!*,
和己 烯 雌 酚!** 依 次 作 为 上 述 , 组 雌 激 素 的 内

图 !# & 种雌激素和 " 种雌激素同位素内标溶液的 "#" 谱图

$%&! !# "#" ’()*+,-*&),+. */ & /0+,10 .02
(*)+*30. ,34 " %3-0)3,1 .-,34,)4.
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标物。

! ! "# 方法学验证

! ! " ! $# 线性关系

# # 分别吸取用乙腈!水（$ % $，" # "）溶 液 稀 释 的 质

量浓度 为 $& ’ $% # & 的 混 合 标 准 溶 液 !’、(’、$’’、

!’’、(’’ !& 置于 $ $& 进样瓶中，各加入 $& ’ $% # &
的混合内标溶液 $’’ !&，再分别加入 ))’、)(’、)’’、

*’’、+’’ !& 的乙腈!水（$ % $，" # "），混匀，配制系列

质量浓度（!’、(’、$’’、!’’、(’’ !% # &）的标准溶液。

以待测物与内标物定量离子的峰面积比（!）对待测

物的 质 量 浓 度（"，!% # &）进 行 线 性 回 归，得 到 的 线

性方程 见 表 !。可 见 * 种 雌 激 素 在 !’ , (’’ !% # &
的质量浓度范围内呈良好的线性关系（ 线性相关系

数（ #! ）均大于 ’& ""-）。

表 !# % 种雌激素的线性关系、检出限与定量限（! & "）

"#$%& !# ’()&#* *&%#+(,)-.(/-，%(0(+- ,1 2&+&3+(,)（’45）#)2 %(0(+- ,1 67#)+(1(3#+(,)（’48）1,* % 1&0#%& -&9 .,*0,)&-

’()$(*+ &,*+-) +./-0,(* &,*+-) )-*%+ #（!% # &） #! &12 #（!% # 3%） &14 #（!% # 3%）

560),(7 ! . ’ 8 ’$!+*" / ’ 8 ’+!! !’ / (’’ ’ 8 ""-* * !’

560)-9,(7 ! . ’ 8 ’$($*" 0 ’ 8 $!) !’ / (’’ ’ 8 """’ ( $(

50:,*;7(+60)-!9,(7 ! . ’ 8 ’$’($" 0 ’ 8 ’1) !’ / (’’ ’ 8 "")+ - !’

560)(*+ ! . ’ 8 ’1*-’" 0 ’ 8 $!$ !’ / (’’ ’ 8 "")+ ( $(

2,+*+60)(7 ! . ’ 8 ’"*-!" / ’ 8 ’"1 !’ / (’’ ’ 8 """- 1 $’

2,+0:;760,7<+!60)(7 ! . ’ 8 ’$)(+" 0 ’ 8 $(’ !’ / (’’ ’ 8 ""*! $ 1

’+=+60)(7 ! . ’ 8 ’+!"’" 0 ’ 8 $$1 !’ / (’’ ’ 8 "")) ’ 8 1 $

!：./-*0,>,?-0,(* ,(* @+-3 -)+- )-0,( <+0A++* 0:+ -*-7;0+ -*9 0:+ ,*0+)*-7 60-*9-)9；"：$-66 ?(*?+*0)-0,(* (> 0:+ -*-7;0+8

! ! " ! !# 检出限与定量限

# # 用空白基质溶液配制 $’、(、!、$、’& ( !% # & 质量

浓度的标 准 溶 液，分 别 进 样 测 定，考 察 信 噪 比（ $ %
&），确定 $ % & . 1 时的进样溶液浓度为最低检出浓

度，再根据样品处理过程中的稀释倍数，计算在样品

中的含量，即为检出限（&12）；确 定 $ % & . $’ 时 的

进样溶液浓度为最低定量浓度，再根据样品处理过

程中的稀释倍数，计算在样品中的含量，即为定量限

（&14），结果见表 !。* 种雌性激素的 &12 范围为

’& 1 , * !% # 3%，&14 范围为 $ , !’ !% # 3%。

表 ’# 精油中 % 种雌性激素的加标回收率和精密度（! & "）

"#$%& ’# :&3,;&*(&- #)2 /*&3(-(,)- ,1 % 1&0#%& -&9 .,*0,)&-
-/(<&2 () # $%#)< &--&)+(#% ,(% -#0/%& B

’()$(*+
C@,3+9 7+"+7 #（!% # 3%）

!’
D+?("+); DC2

$’’
D+?("+); DC2

(’’
D+?("+); DC2

560),(7 $’! 8 - ) 8 * "! 8 ( ) 8 - "" 8 + - 8 ’
560)-9,(7 "+ 8 ) $! 8 - "! 8 * + 8 ) $’) 8 " ( 8 "
560)(*+ "" 8 $ $) 8 + $$! 8 * $( 8 1 "( 8 ) $! 8 -
50:,*;7(+60)-9,(7 )) 8 ( $* 8 1 $’$ 8 " $+ 8 ) $’" 8 - $’ 8 1
2,+*+60)(7 $$+ 8 ) $+ 8 ’ $’! 8 $ $$ 8 ’ $’( 8 ! $1 8 "
2,+0:;760,7<+60)(7 "1 8 - $- 8 ( "! 8 ) * 8 ) "+ 8 + + 8 +
’+=+60)(7 "" 8 ) $) 8 " $’’ 8 * " 8 ’ $$$ 8 * $( 8 !

! ! " ! ’# 回收率和重复性

# # 在阴性精油样品中添加 * 种雌激素标准品进行

加标 回 收 试 验，加 标 水 平 分 别 为 !’、$’’、(’’
!% # 3%，内标加入量均为 $’’ *%，每个加标水平样品

重复试验 - 次，按 $ 8 !& ! 节方法进行前处理，最后定

容到 $ $&。得到的回收率见表 1。可 见，1 个 加 标

水平的平均回收率分别为 ))& (B , $$+& )B、"!& (B
, $$!& *B、"+& +B , $$$& *B，相对标准偏差（DC2）分

别为 )& *B , $)& "B、+& )B , $(& 1B、+& +B , $(& !B。

! ! %# 样品测定

# # 应用本方法对从市场和美容院购买的 $! 份化

妆精油样品进行了测定，发现有 $ 份购自美容院的

精油样 品 中 含 有 雌 二 醇 和 雌 酮，含 量 分 别 为 -& !
$% # 3% 和 ’& ’!( $% # 3%，其余 样 品 均 为 阴 性。阳 性

精油样品中雌二醇与雌酮的 EDE 色谱图见图 1。

图 ’# 阳性精油样品中雌二醇与雌酮的 =:= 谱图

>(?! ’# =:= 3.*,0#+,?*#0- ,1 &-+*#2(,% #)2 &-+*,)&
() # /,-(+(;& -#0/%& ,1 &--&)+(#% ,(%
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!" 结论

! ! 本文采用同位素稀释!超高效液相色谱!串联质

谱检测技术建立了化妆精油中多组分雌性激素的快

速测定与确认方法。应用 "#$% 可以使 # 种雌性激

素在 $ &’( 内完成分离，提高了分离效率；精油样品

用乙酸乙酯!正己烷（%& ’$，) * )）溶液提取后直接用

硅胶固相萃取小柱进行固相萃取，简便、有效地解决

了化妆精油类样品的前处理问题，方法更具有实用

性；选用 ( 种同位素内标进行同位素稀释法测定，克

服了样品前处理及基质效应带来的误差，明显提高

了方法的准确性和重复性。经实际样品检测，方法

的抗干扰能力和回收率良好，可作为精油类样品中

多组分雌性激素的确证方法。
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