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液相色谱 -串联质谱法测定化妆品中多种激素
武中平,卢 � 剑,高 � 巍,俞幼芬

(国家化妆品质量监督检验中心,江苏 � 南京 � 210029)

摘要: 采用液相色谱 -串联质谱法测定化妆品中糖皮质激素、雌激素、雄激素、孕激素等激素的含量。不同形态的化妆品

样品以甲醇为提取剂进行超声提取, 样品提取液离心后得到上清液经 HLB固相萃取小柱净化, 用 Ag ilent ZORBAX

Eclipse XDB - C18柱 ( 1. 8 �m, 2. 1 mm � 50 mm ), 乙腈 -水作为流动相,梯度洗脱, 流速 0. 3 mL /m in, 柱温 25  , 进样量

2� 0�L, 糖皮质激素、雄激素、孕激素采用正离子扫描模式, 雌激素采用负离子扫描模式, 多反应监测测定。化妆品样品

平均加标回收率为 72. 31% ~ 97. 89% ,相对标准偏差为 2. 24% ~ 11. 34% , 方法检出限为 0. 002 mg / kg~ 0. 8 m g /kg。
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Determ ination of various hormones in cosmetics by

liquid chromatography together w ith mass spectrometry

WU Zhong- p ing, LU Jian, GAO W e,i YU You- fen

( Na tiona l Suspecting and Testing Cen ter for Cosm etics, Nanjing, Jiangsu� 210029, Ch ina)

Abstract: Content of various k inds o f hormones, including g lucoco rticoids, oestrogens, androgens and

progestogen in cosm etics w ere determ ined by liqu id chromatography together w ith mass spectrometry. Various

cosmet ics samples w ere extracted by methy l alcoho l under help of ultrasonic w ave. The ex tracts w ere

centrifuged, and the upper clear so lu tions w ere purified by HLB SPE co lumns and separated w ith Ag ilent

ZORBAX Ec lipse XDB - C18 co lumn ( 1. 8 �m, 2. 1 mm � 50 mm ), using a mob ile phase consist o f

acetonitrile- wa ter and grad ient eluted at a flow rate o f 0. 3mL /m in. The column temperaturew as 25  and

the injection volumew as 2�0 �L. G lucocort ico ids, androgens and progestogen w ere ana lyzed in the positive ion

scanning mode, w hile oestrogens w ere analyzed in the negat ive ion scann ing mode. The detections w ere m ade

w ithMRM mode. The average recover ies ach ieve betw een 72. 31% and 97. 89% , and the relative standard

dev iations( RSD ) ach ieve betw een 2. 24% and 11. 34%. The detection lim its o f th is method achieves

0. 002mg /kg~ 0. 8mg /kg.

Key wods: cosmet ics; hormones; determ ina tion; liquid chromatography together w ithm ass spectrometry

� � 化妆品与人们的生活密切相关, 近几年随着我国

人民生活水平的提高,化妆品已成为必不可少的消费

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。化妆品中所添加的某些化学物

质对人体健康具有潜在的危害。

短时间使用含有糖皮质激素的化妆品可使皮肤光

滑细腻、红润白嫩。但长期使用易导致皮肤变薄、发

红、发痒,另外通过皮肤吸收可引起全身副作用, 导致

面部皮肤损害、骨质疏松、肌肉萎缩、生长发育迟缓、免

疫功能下降、诱发或加重感染和消化性溃疡、情绪异

常、代谢紊乱等各种不良反应。一旦停用,皮肤就会发

红、发痒,出现红斑、丘疹、脱屑等。由于性激素的重要

生理功能,化妆品中添加性激素能够在短时间内促进

毛发生长,防止皮肤老化, 除皱、增加皮肤弹性或治疗

粉刺等。但长久使用会导致色素沉积、产生黑斑、皮肤

萎缩变薄,甚至具有致癌性。

我国 !化妆品卫生规范 ∀和欧盟化妆品规程
( D irective 76 / 768/EEC )中均明确规定, 不得使用含
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有雌激素、雄激素、孕激素和糖皮质激素的物质作为化

妆品原料。因此,检测各种化妆品中是否含有雌激素、

雄激素、孕激素和糖皮质激素, 对于控制化妆品的产品

质量, 确保化妆品的使用安全, 保障人民身体健康具有

重要的意义。

通过对样品前处理技术、色谱和质谱操作条件等

方面进行研究,建立了一种可测定化妆品中多种激素

(包括雌激素、雄激素、孕激素和糖皮质激素 )含量的

液相色谱 -串联质谱法。

1� 实验部分

1. 1� 仪器与试剂

Ag ilent 1200 /6410液相色谱 -串联质谱仪, 美国

Ag ilent公司; N - EVAP12氮吹仪, 美国 O rganomation

A ssoc iates公司; W aters Oasis HLB固相萃取小柱 , 美

国W aters公司; SB- 800DT超声波清洗机, 宁波新艺

生物科技有限公司; XHC旋涡混合器, 江苏省金坛市

医疗仪器厂; Avant i J- E高速离心机, 美国贝克曼库

有限公司; Supelco cm- 12固相萃取装置, 美国 Supel�
co公司。

乙腈、甲醇, 均为色谱纯;电阻率为 18. 2 m� # cm

超纯水;曲安奈德,质量分数∃97. 0% ;地塞米松、雌二

醇,质量分数∃97. 5%; 泼尼松、醋酸泼尼松龙、丙酸倍

氯米松、睾丸酮、醋酸可的松、甲基睾丸酮、醋酸地塞米

松、雌酮、己烯雌酚、丙酸氯倍他索、雌三醇、醋酸氢化

可的松,质量分数∃99. 0%; 氢化可的松、泼尼松龙、倍

他米松、孕酮,质量分数∃ 99. 5%。

1. 2� 实验方法

1. 2. 1� 溶液的配制

使用前分别准确称取适量激素标准品,用乙腈分

别配制成质量浓度为 100 �g /mL的标准储备液。根

据需要再用乙腈逐级稀释成不同质量浓度的系列混合

标准工作溶液。

1. 2. 2� 样品前处理

准确称取化妆品试样 0. 5 g (准确至 0. 02 g)于

50. 0 mL聚四氟乙烯离心管中, 移入 20. 0 mL 甲

醇
[ 1- 3]

, 超声提取 20. 0 m in, 以 14 000 r/m in离心

10. 0m in,准确移取上清液 10. 0mL于刻度试管中, 在

50  水浴中用氮气吹至近干, 加入  ( CH3OH ) = 20%

水溶液, 定容至 2. 0 mL, 在旋涡混合器上混合

2. 0m in,待净化。

用 5. 0 mL甲醇活化 Waters O asis HLB固相萃取

小柱
[ 2- 3]
后,再用 5. 0mL水平衡,当溶剂液面到达小

柱吸附层表面时,将待净化液加入固相萃取小柱,先用

4. 0mL水淋洗,再用 6. 0mL甲醇洗脱,使液滴逐滴流

下。收集洗脱液,在 50  水浴中用氮气吹至近干, 加

入乙腈, 定容至 2. 0 mL。在旋涡混合器上混合

2. 0m in,过 0. 2 �m微孔滤膜, 待测。

1. 2. 3� 色谱操作条件

液相色谱柱: Ag ilent ZORBAX Ec lipse XDB - C18

( 50mm � 2. 1mm, 1. 8 �m); 流动相: 乙腈 - 水, 梯度

洗脱;流速: 0. 3 mL /m in;柱温: 25  ;进样量: 2. 0 �L。

1. 2. 4� 质谱条件
电喷雾离子源; 毛细管电压 4. 0 kV; 喷雾器压力

2. 895 9 � 10
5
Pa;干燥器流速 10 L /m in;干燥器温度:

350  ;多反应监测 (MRM )模式。

2� 结果与讨论

2. 1� 样品前处理

化妆品样品含有一定量的油脂、蜡质,在用溶剂对

残留于这些样品中的激素进行提取时不可避免地会将

油脂、蜡质等物质也提取出来, 从而对检验结果造成干

扰,并影响分析仪器的性能、寿命。作者通过实验发

现,乙腈和甲醇均可作为化妆品样品激素残留测定的

提取溶剂,但乙腈和甲醇相比, 价格贵一些,且浓缩时

间长,并且由于其极性较强,对化妆品中其他极性物质

也有较强的提取能力,从而增加了后面净化过程的难

度。故采用甲醇做提取剂对化妆品中多种激素残留进

行提取,得甲醇提取液。用 Waters Oasis HLB固相萃

取小柱对提取液进行净化,结果表明,该净化技术能很

好地除去样品中油脂、蜡质以及一些极性物质对检验

仪器、分析结果的干扰、影响。

2. 2� 流动相及洗脱条件的优选

在色谱柱上, 分别考察了乙腈 -水、甲醇 - 水、乙

腈 - 10 mmo l/L乙酸铵水溶液、甲醇 - 10mmo l/L乙酸

铵水溶液等流动相体系对多种激素的分离效果, 结果

表明,采用乙腈 -水流动相体系梯度洗脱有利于多种

激素的分离。为了改善泼尼松龙、泼尼松和氢化可的

松的分离,同时使雌三醇的保留时间适当延长,乙腈起

始比例不能太高,经过实验,最终确定了如下梯度洗脱

条件: 0~ 10. 0m in乙腈体积分数 (下同 )由 18%线性

增加到 38%; 10. 0m in~ 12. 0 m in乙腈由 38%线性增

加到 48% ; 12. 0 m in~ 14. 0m in乙腈由 48%线性增加

到 68%; 14. 0m in~ 16. 0 m in乙腈由 68%线性增加到

95%,保持 1. 0 m in; 17. 0 m in ~ 17. 5 m in乙腈由 95%

线性降低到 18%,保持 2. 5 m in。
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2. 3� 质谱条件的选择

根据待检激素化合物的化学电离性质,分别选用

ESI+和 ES I-作为离子化模式进行质谱条件的优化。

分析条件参数见表 1。

表 1� 多种激素的质谱分析参数

Tab. 1� Analysis resu lts o f 19 k inds of ho rm ones by liquid chrom atography togethe rw ith mass spectrome try

序号 激素名称 t(保留 ) /m in 监测离子对 碎裂电压 /V 碰撞能量 /eV 离子化方式

1 雌三醇 4. 109 287. 3> 171. 1 160 38 ESI-

287. 3> 159. 2 160 45

2 泼尼松龙 6. 550 361. 1> 343. 0 130 3 ESI+

361. 1> 147. 2 130 25

3 泼尼松 6. 585 359. 0> 341. 3 140 3 ESI+

359. 0> 147. 0 140 35

4 氢化可的松 6. 719 363. 1> 327. 3 140 8 ESI+

363. 1> 121. 0 140 30

5 倍他米松 8. 949 393. 0> 373. 0 140 3 ESI+

393. 0> 355. 0 140 5

6 地塞米松 9. 127 393. 3> 373. 3 120 5 ESI+

393. 3> 355. 0 120 10

7 曲安奈德 10. 108 435. 3> 397. 1 100 18 ESI+

435. 3> 213. 3 100 30

8 醋酸泼尼松龙 10. 739 403. 3> 385. 4 120 10 ESI+

403. 3> 289. 3 120 10

9 醋酸氢化可的松 10. 993 405. 3> 327. 2 80 10 ESI+

405. 3> 309. 1 80 12

10 雌二醇 11. 663 271. 4> 183. 0 160 38 ESI-

271. 4> 145. 0 160 52

11 醋酸可的松 11. 904 403. 2> 343. 2 120 20 ESI+

403. 2> 163. 0 120 30

12 睾丸酮 12. 012 289. 0> 108. 7 110 20 ESI+

289. 0> 96. 8 110 25

13 甲基睾丸酮 13. 197 303. 1> 285. 1 120 15 ESI+

303. 1> 97. 0 120 30

14 醋酸地塞米松 13. 391 435. 3> 291. 1 100 18 ESI+

435. 3> 147. 1 100 28

15 雌酮 13. 409 269. 3> 183. 0 160 25 ESI-

269. 3> 145. 3 160 35

16 己烯雌酚 14. 825 267. 3> 251. 1 140 22 ESI-

267. 3> 237. 1 140 26

17 孕酮 16. 484 315. 4> 297. 2 120 10 ESI+

315. 4> 109. 1 120 30

18 丙酸氯倍他索 16. 529 467. 3> 355. 1 120 18 ESI+

467. 3> 146. 9 120 32

19 丙酸倍氯米松 17. 158 522. 1> 504. 0 120 10 ESI+

522. 1> 320. 0 120 10

� � 在正离子和负离子模式下分别进行全扫描以选择

适当的电离方式和分子离子峰。实验结果表明, 糖皮

质激素、雄激素和孕激素在离子源 ESI+ 电离方式下,

可获得较高丰度的 [M + H ]
+
母离子, 雌激素在离子源

ESI-电离方式下, 可获得较高丰度的 [M - H ]
- [ 3- 4]

。

在确定各激素的母离子后, 采用子离子扫描方式对子

离子进行了优化选择,确定了定量离子和辅助定性离

子。通过优化毛细管电压、去溶剂气温度、去溶剂气流

量、碰撞气压力、碎裂电压、碰撞能量及质谱分辨率等

质谱参数,使待检激素的分子离子与特征碎片离子产

生的离子对强度达到最大。多种激素的总离子流图见

图 1。
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图 1� 多种激素的总离子流图
F ig. 1� T IC o f various horm ones

2. 4� 线性方程和方法检出限以及方法的精密

度和回收率

� � 用配制好的标准溶液 ( 0. 05 mg /L, 0. 1 mg /L,

0. 2mg /L, 0. 5 mg /L, 1. 0 mg /L和 2. 0 mg /L )按照

1. 2. 2条件进行测定,用质量浓度 -峰面积计算其线性

方程和相关系数,以 3倍信噪比确定各激素的检出限。

数据见表 2。对空白化妆品添加不同浓度标准溶液进

行添加回收率和精密度实验。添加 3个水平, 每个添

加水平重复 6次,分别计算平均添加回收率和相对标

准偏差。其数据也列于表 2。

表 2� 线性方程、检出限、平均添加回收率和相对标准偏差

Tab. 2� Regress ion equation, R2, lim it o f de tection, recovery and RSD

序号 名称 线性方程 R2
LOD

/mg# kg- 1

平均加标

回收率 /%

RSD

/%

1 雌三醇 y= 2 167. 3x- 103. 86 0. 994 7 0. 8 77. 22 9. 34

2 泼尼松龙 y= 43 314x+ 4 919. 2 0. 984 2 0. 002 76. 65 4. 43

3 泼尼松 y= 10 738x+ 1 247. 1 0. 993 6 0. 008 76. 65 3. 02

4 氢化可的松 y= 7 482. 9x+ 833. 24 0. 995 3 0. 01 94. 14 3. 96

5 倍他米松 y= 15 331x+ 2 211. 3 0. 993 7 0. 005 72. 31 3. 59

6 地塞米松 y= 16 352x+ 2 041. 3 0. 993 1 0. 005 79. 39 3. 98

7 曲安奈德 y= 8 883. 6x+ 1 986. 6 0. 994 3 0. 005 89. 58 4. 92

8 醋酸泼尼松龙 y= 12 262x+ 1 905. 3 0. 992 1 0. 005 80. 48 2. 66

9 醋酸氢化可的松 y= 11 183x+ 631. 13 0. 991 6 0. 01 93. 53 3. 36

10 雌二醇 y= 610. 60x+ 16. 418 0. 997 9 0. 3 86. 38 11. 34

11 醋酸可的松 y= 8 098. 8x+ 318. 26 0. 996 8 0. 015 81. 06 3. 17

12 睾丸酮 y= 8 077. 9x+ 2 469. 7 0. 991 9 0. 04 89. 60 4. 32

13 甲基睾丸酮 y= 15 764x+ 2 190. 1 0. 998 7 0. 04 77. 73 2. 57

14 醋酸地塞米松 y= 5 504. 8x+ 615. 85 0. 990 8 0. 012 73. 01 2. 43

15 雌酮 y= 6 200. 0x- 348. 97 0. 995 1 0. 32 94. 95 4. 74

16 己烯雌酚 y= 10 869x- 296. 23 0. 999 8 0. 008 97. 89 2. 24

17 孕酮 y= 7 577. 4x+ 653. 67 0. 994 9 0. 007 90. 91 7. 00

18 丙酸氯倍他索 y= 1 239. 0x+ 442. 60 0. 994 7 0. 14 76. 56 10. 11

19 丙酸倍氯米松 y= 1 441. 1x+ 116. 49 0. 995 1 0. 11 79. 95 10. 15

3� 结语

建立的对化妆品中雌激素、雄激素、孕激素和糖皮

质激素等残留量的液相色谱 - 串联质谱测定方法, 前

处理简单, 操作方便, 线性范围较宽, 检出限低

( 0. 002 mg /kg~ 0. 8 mg /kg ), 精密度和准确度好 (加

标平均回收率为 72. 31% ~ 97. 89% ,相对标准偏差为

2. 24% ~ 11. 34% ), 符合实验室对化学污染物残留测

定方法的要求,可应用于化妆品样品中上述激素残留

量的测定。
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