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【化学测定方法】

液相色谱 －串联质谱法同时测定化妆品中的甲基异噻唑
啉酮和甲基氯异噻唑啉酮
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［摘要］ 目的:建立超高效液相色谱 －电喷雾离子化 －三重四极杆串联质谱法( UPLC － ESI － MS /MS) 同时测定化妆品
中的甲基异噻唑啉酮( MIT) 和甲基氯异噻唑啉酮( CIT) 。方法:样品以甲醇为溶剂，涡旋混匀后超声提取，12000 rpm、4℃
离心 10 min，上清液再经 0． 22 μm微孔滤膜滤过，滤液经 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱( 10 cm × 2． 1 mm，1． 7 μm) 分
离后，以正离子、多反应监测( MRM) 模式进行定性定量分析。结果: MIT 和 CIT 的线性范围分别为 32． 0 ng /ml ～
800 ng /ml和 47． 6 ng /ml ～ 952 ng /ml，相关系数均大于 0． 995，回收率均在 85% ～ 115%之间，精密度均小于 12%。结论:
该方法灵敏、专属、准确，可用于化妆品中 MIT和 CIT的检测。
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Simultaneous determination of methylisothiazolinone and chloromethylisothiazolinone in
cosmetics by LC －MS/MS

JIAN Long － hai，WEN Hong － liang，Sun Jian，WANG Ke，JI Shen
( Shanghai Institute for Food and Drug Control，Shanghai 201203，China)

［Abstract］ Objective: To establish a ultra performance liquid chromatography － electrospray ionization tandem mass spectro-
metric method ( UPLC － ESI － MS /MS) for the determination of methylisothiazolinone and chloromethylisothiazolinone in cosmet-
ics． Methods: Cosmetic samples were extracted ultrasonically with methanol and the extracted solution was centrifugated
( 12000 rpm and 4℃，10 min) ． The supernatant was filtered with 0． 22 μm filter membrane and the filtrate was separated by AC-
QUITY UPLC BEH C18 column ( 10 cm × 2． 1 mm，1． 7 μm) ． The analytes were detected by ESI － MS /MS in positive mode．
Results: Calibration curves were linear in the range of 32． 0 ng /ml ～ 800 ng /ml for methylisothiazolinone and 47． 6 ng /ml ～
952 ng /ml for chloromethylisothiazolinone，both with the correlation coefficient bigger than 0． 995． The recoveries were both in
the range of 85% ～ 115% with the precision ( RSD ) both less than 12% ． Conclusion: The method is sensitive，specific and ac-
curacy for the quantitative determination of methylisothiazolinone and chloromethylisothiazolinone in cosmetics．
［Key words］ Methylisothiazolinone; Chloromethylisothiazolinone; LC － MS /MS; Cosmetics; Preservatives

甲基异噻唑啉酮( MIT) 和甲基氯异噻唑啉酮( CIT) 为化
妆品中常用的广谱杀菌防腐剂，但人体皮肤接触高浓度的

MIT、CIT可引起过敏性皮炎［1］。因此有必要对化妆品中 MIT、
CIT的浓度进行严格控制。目前我国《化妆品卫生规范》( 2007
年版) 规定 MIT、CIT 为限用物质［2］，检测方法为 HPLC 法［2］，
但该方法灵敏度低，且容易受到干扰，往往不能满足分析要

求。文献关于化妆品中 MIT、CIT 的测定方法主要有 HPLC
法［3 ～ 8］、GC法［9］等，但尚未见到关于化妆品中 MIT、CIT 的 LC
－ MS /MS测定方法的报道。本文建立了 UPLC － ESI － MS /MS
法同时测定化妆品中 MIT、CIT 的含量，灵敏度高，专属性强，
更能满足具复杂成分的化妆品的检测要求。

1 材料与方法
1． 1 仪器与试剂

Acqulity型超高效液相色谱仪( 美国 Waters 公司，配备二
元泵、柱温箱、自动进样器) ; API 4000 型串联四极杆质谱仪
( 美国 AB公司) ; 超声波清洗器［必能信超声( 上海) 有限公
司］; 超纯水器( 美国 Millipore 公司) 。卡松( Kathon CG) 标准
溶液( SUPELCO 公司，批号 LB74430，含 MIT 0． 40%，含 CIT
1． 19% ) ; 甲醇、乙腈( 色谱纯，德国 Merck 公司) ; 实验用水为
Millipore纯化水。
1． 2 色谱条件
色谱柱: ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱 ( 10 cm ×

2． 1 mm，1． 7 μm; 美国 Waters 公司) 。流动相: 乙腈( A ) 与
0． 1%甲酸水溶液( B) 。梯度洗脱程序: 0 min ～ 3 min，10%A→
30% A; 3． 0 min ～ 3． 5 min，30% A→90% A; 3． 5 min ～ 5． 5 min，
90% A; 5． 5 min ～ 6． 5 min，90% A → 10% A; 6． 5 min ～
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10． 0 min，10%A。流速: 0． 3 ml /min。进样体积: 3 μl。
1． 3 质谱条件

ESI 源，正离子模式; 检测方式: MRM。碰撞气压力
( CAD) : 3 psi; 气帘气压力( CUR) : 15 psi; 雾化气压力( GS1 ) :
50 psi; 去溶剂气压力( GS2) : 35psi; 去溶剂温度( TEM) : 500℃ ;
喷雾电压( IS) : 5500V; 去簇电压( DP) : 55 V; ( 射入电压) EP:
10 V; 碰撞室出口电压( CXP) : 12 V。MIT: m/z 116． 0→101． 0
［定量离子，碰撞能量( CE) : 30 V ］，m/z 116． 0→70． 9 ( CE:
24 V) ; CIT: m/z 150． 0→114． 9 ( 定量离子，CE: 27 V ) ，m/z
150． 0→86． 9( CE: 50 V) 。离子对驻留时间( Dwell) : 50 ms。
1． 4 标准储备溶液的制备
准确称取卡松标准溶液 200． 00 mg 于含有 3 ml 甲醇的

10 ml量瓶中，用甲醇定容，得 MIT 浓度为 80． 0 μg /ml、CIT 浓
度为 238． 0 μg /ml 的混合标准储备溶液，于 － 18℃下保存。
1． 5 样品前处理
称取 1． 00 g样品于 50 ml 离心管中，加入 10 ml 甲醇，充

分涡旋混匀，超声 15 min后，于 12000 rpm、4℃离心 10 min，上
清液经 0． 22 μm微孔滤膜滤过，滤液供 UPLC － MS /MS分析。
1． 6 标准曲线的制备
取空白样品，同“样品前处理”项下方法制备空白溶液。

取标准储备溶液，用空白溶液稀释，制成分别含 MIT
3． 20 ng /ml、16． 0 ng /ml、32． 0 ng /ml、80． 0 ng /ml、160 ng /ml、
320 ng /ml、800 ng /ml，含 CIT 9． 52 ng /ml、47． 6 ng /ml、
95． 2 ng /ml、238 ng /ml、476 ng /ml、952 ng /ml、2380 ng /ml 的系
列标准工作溶液，分别进行 UPLC － MS /MS分析。

2 结果与讨论
2． 1 质谱条件的选择
取标准溶液，分别以大气压化学离子化源( APCI 源) 和 ESI

源考察 MIT和 CIT的响应，结果两个待测物在两种源中均有较
好的响应，但以 APCI源测定某些样品时，CIT 的峰形变胖或分
叉;以 ESI源测定时则峰形良好。故选择 ESI源进行分析。
取标准溶液以注射泵连续注射方式进行母离子扫描，确

定 m/z 116． 0、m/z 150． 0 分别为 MIT和 CMIT的［M + H］+峰。
以［M + H］+峰为母离子，进行子离子扫描。选取响应高、干扰
小的两个子离子，以 MRM 方式对 CE、DP、气流压力等质谱参
数进行优化。
2． 2 色谱柱的选择
考察了 Waters 公司的 BEH C18 柱( 10 cm × 2． 1 mm，

1． 7 μm) 、BEH HILIC柱( 10 cm × 2． 1 mm，1． 7 μm) 、HSS T3 柱
( 10 cm × 2． 1 mm，1． 8 μm ) 和 Agilent 公司的 SB － C18 柱
( 10 cm ×2． 1 mm，1． 8 μm) 对 MIT、CIT的分离效果，结果 HIL-
IC柱对两种化合物的保留效果均较差; CIT 在 HSS T3 柱上的
峰形拖尾; BEH C18 柱与 SB － C18 柱的保留效果相类似，峰形
均较好( 色谱图见图 1) 。
2． 3 流动相的选择
分别以乙腈 － 10 mmol /L甲酸铵溶液( 体积比为 6∶ 4) 、乙

腈 － 0． 1%甲酸溶液( 体积比为 6∶ 4) 为流动相进行等度洗脱测
定，结果:①CIT的峰形前延;②含甲酸流动相的响应较高。故
将等度洗脱改为梯度洗脱，并分别以 0． 02%甲酸溶液、0． 05%
甲酸溶液和 0． 1%甲酸溶液作为水相进行考察，结果梯度洗脱
的峰形对称，柱效高; 甲酸浓度增大，响应增强，但甲酸浓度大

图 1 MIT和 CIT的MRM( 定量离子) 色谱图( BEH C18 柱)

于等于 0． 05%时，响应不再增强。故采用乙腈、0． 1%甲酸溶
液作为流动相，采用梯度洗脱进行测定。
2． 4 提取溶剂的选择

MIT与 CIT均为极性化合物，易溶于水、甲醇。对于化妆
品中液体样品和膏、霜、露等半流体样品，甲醇均能与之较好
地混匀。文献采用的提取溶剂大多为甲醇。故最终选择甲醇
作为提取溶剂。
2． 5 线性范围和检出限( LOD)
以浓度为横坐标，待测物的峰面积为纵坐标，以“1 /X”为

权重系数进行线性回归，得回归方程: MIT Y = 1990X － 13700，
r = 0． 9994; CIT Y = 1000X － 17400，r = 0． 9993。结果表明，MIT
和 CIT分别在 32． 0 ng /ml ～ 800 ng /ml、47． 6 ng /ml ～ 952 ng /ml
范围内线性关系良好。在空白样品中添加不同量的 MIT 和
CIT，按前处理方法处理后按浓度由高至低测定，直至获得信
噪比( S /N) 约等于 3 的浓度，以 S /N = 3 计算方法的 LOD，结
果 MIT和 CIT的 LOD分别为 0． 2 mg /kg、0． 1 mg /kg。
2． 6 回收率与精密度( RSD) 试验
取 MIT与 CIT混合标准储备溶液，用甲醇稀释至分别含

MIT 0． 80 μg /ml、含 CIT 2． 380 μg /ml 的混合标准溶液。取空
白样品，加入适量的 MIT与 CIT混合标准溶液，制备 3 个浓度
的加标样品，一式 6 份，按上述样品前处理方法处理后进样分
析。计算回收率和 RSD，结果见表 1。

表 1 方法回收率与精密度试验结果( n =6)

化合物
加标浓度

( ng /ml)
测定值

( ng /ml)
回收率( % )
( x ± s)

RSD( % )

MIT 20． 0 18． 3 ～ 22． 2 101． 2 ± 9． 8 9． 7
100 92． 7 ～ 103． 9 98． 5 ± 5． 8 5． 9
700 667． 1 ～ 706． 5 98． 6 ± 3． 3 3． 3

CIT 59． 5 52． 9 ～ 64． 8 99． 4 ± 10． 5 10． 6
297． 5 280． 5 ～ 311． 8 99． 8 ± 5． 5 5． 5
856． 8 844． 8 ～ 900． 8 102． 2 ± 3． 6 3． 5

( 下转第 2667 页)
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3 讨论
OSAHS是引起高血压、冠心病、老年痴呆等心脑疾病的一

种独立危险因素，而 DM发病率也呈逐年上升趋势，这两种疾
病均是引起劳动力丧失和致死的重要原因。近年 OSAHS 与
胰岛素抵抗( IR) 的关系逐渐受到重视，OSAHS 患者并发 DM
的关键在于 OSAHS可诱发 IR，但其机制尚未阐明，OSAHS 所
致的缺氧性损害、交感神经张力增高、脂质代谢紊乱、炎症因
子水平增高等均可能参与其中［3 ～ 5］。

leptin是 ob基因的表达产物，OSAHS和 DM患者的 leptin
水平均较高。有少数学者［6］报道 OSAHS与血浆 leptin水平无
相关关系，但国内外大部分研究均显示 OSAHS患者的 AHI 与
leptin呈正相关，提示 leptin 水平的升高可能与睡眠呼吸紊乱
有关。大多数 OSAHS 患者同时存在 IR和高 leptin血症，而其
leptin也随病情加重升高，OSAHS 患者 leptin 水平独立于年
龄、肥胖外与空腹胰岛素水平、HOMA － IR 均呈正相关［7］。因
性别与 leptin水平相关，而年龄与其不相关，因此我们全部选
择了男性以排出性别因素的干扰。
既往只有少数短期( 一周) nCPAP 治疗 OSAHS 合并 DM

的论著，但对此类患者长期治疗的疗效观察罕有报道。本研
究显示，受试者在 6 个月 nCPAP 治疗前后尽管 BMI 无显著变
化，但睡眠效率、AHI、LSaO2 等明显改善。nCPAP 目前在临床
上已广泛应用于呼吸系统疾病和睡眠医学，特别是用于 OS-
AHS治疗倍受重视。Ip 等［8］曾报道单纯 OSAHS 患者通过 6
个月的 CPAP 治疗后，病情好转，升高的 leptin 明显下降。而
本研究显示，合并 OSAHS 的 2 型 DM 患者在经 6 个月的 nC-
PAP治疗后，HOMA － IR指数明显下降，胰岛素的敏感性显著
提高，FGB和血清 leptin水平明显降低，与文献结果比较一致。
由此可见，原本由于夜间呼吸暂停或低通气所致的睡眠中断

和间歇低氧会导致合并 OSAHS 的 2 型 DM 患者血糖出现波
动，胰岛素敏感性降低，而在行 nCPAP治疗后中枢神经系统对
低氧及高 CO2 的敏感性明显提高，神经系统的呼吸调节功能
得到改善，也大大提高胰岛素敏感性。此外，本研究还显示，

通过 nCPAP治疗可以有效的降低受试者的 HbAlc 水平，糖化
血红蛋白中的 HbAlc目前是用于评价糖尿病控制程度的良好
指标，所反映的是测定前 6 ～ 8 周的平均血糖水平。因此，我们
推测 nCPAP治疗能有效改善患者的血糖控制情况。
综上，我们发现 nCPAP 治疗可改善血氧饱和度和胰导素

敏感性，使血糖得到纠正，血清 leptin 水平降低，病情缓解，此
方法为合并 OSAHS的 DM患者的治疗提供了新思路。
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2． 7 样品测定
采用建立的方法，对市售 62 批化妆品( 15 批婴儿润肤露、

10 批眼霜、25 批成人沐浴露、6 批防晒乳、6 批洁面乳) 进行测
定，结果 15 批成人沐浴露含 MIT 0． 611 mg /kg ～ 90． 1 mg /kg，
含 CIT 0． 520 mg /kg ～ 8． 12 mg /kg，5 批婴儿润肤露含 MIT
0． 682 mg /kg ～ 3． 32 mg /kg，含 CIT 0． 531 mg /kg ～ 6． 40 mg /kg，
其余样品未检出。
综上所述，本法专属性强，灵敏度高，可用于化妆品中 MIT

和 CIT的测定。
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