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摘 � 要: 建立了固相萃取 -微乳液相色谱同时测定化妆品中糖皮质激素、雌激素、雄激素、孕激素等 8种激

素药物的新方法。化妆品样品用甲醇超声提取, 经 C leanert ODS�SPE固相萃取柱纯化后, 以 V enusil ASB C8

( T ) ( 4�6 mm � 200 mm, 5 �m, 30 nm )为色谱柱, 3� 0% 十二烷基硫酸钠 ( SDS) - 6�6% 正丁醇 - 0�8% 正辛烷 -

89�6% 水为流动相, 检测波长为 240 nm。结果表明, 8种激素在 15 m in内达到基线分离, 线性范围为 0� 5~

30 m g /L, 相关系数 r均大于 0� 999 5。在低、中、高 3种加标水平下, 8种激素的平均回收率为 82% ~ 109% ;

相对标准偏差为 1�5% ~ 5�4% ; 检出限为 0�04~ 0�07 ng。
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Abstrac:t A new ana ly tica lm ethod based on solid phase extraction couple w ith m icroem u lsion liquid

chrom atography has been developed for the sim u ltaneous determ ination of 8 horm ones in cosm etics

samp les. The sam ples w ere extracted w ith m ethano l under ultrason ication, and then c leaned up by a

C leanert ODS so lid phase extract ion cartridge. 8 hormones were separated w ithin 15 m in on a Venusil

ASB C8 ( T ) ( 4�6 mm � 200 mm, 5 �m, 30 nm ) column by the m ob ile phase consisted of m icroe�
m ulsion 3�0% sod ium dodecylsulfate( SDS) - 6�6% n�butano l- 0�8% n�octane- 89�6% w ater, and

detected at 240 nm. The calibrat ion curves o f 8 horm ones w ere linear in the range of 0�5- 30 mg /L

w ith correlation coe ff icients m ore than 0�999 5. The average sp iked recoveries for 8 horm ones ranged

from 82% to 109% w ith re lative standard dev iations of 1�5% - 5�4% , and the lim its o f detection

w ere in the range o f 0�04- 0�07 ng.

Key words: m icroem u lsion liquid chrom atography ( MELC ); so lid phase extract ion ( SPE ) ; hor�
m one; cosm etic

激素是临床常用的一类药物, 其中糖皮质激素对皮肤病有良好的消炎作用, 可抑制纤维细胞增生,

减少 5�羟色胺形成。因而在短时间使用对皮肤具有一定的嫩白作用 [ 1]
, 长期使用则会发生皮肤变薄、

毛细血管扩张、毛囊萎缩, 一旦停用, 皮肤就会发红、发痒, 出现红斑、丘疹、脱屑等。性激素 (包括

雌激素、雄激素、孕激素 )主要具有控制附性器官和第二性征的作用, 对体内糖、脂肪、蛋白质、盐等

的代谢有不同程度的影响。当该类激素直接作用于皮肤时, 能促进毛发生长、防止皮肤老化, 具有除

纹、增加皮肤弹性等作用, 但长期使用会有副作用且有致癌的危险
[ 1]
。因此我国  化妆品卫生规

范 ![ 2]
、  化妆品卫生标准 ![ 3]

中均明确规定糖皮质激素、雌激素、雄激素、孕激素等为化妆品中的禁

用物质。

化妆品中激素的检测方法通常有高效液相色谱法
[ 4- 6]
、超高效液相色谱法

[ 7]
、液相色谱 -质谱联
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用法
[ 8]
等。微乳液相色谱 (MELC )是在胶束液相色谱 (M icellar liqu id chrom atography, MLC )基础上发展

起来的一种新的液相色谱技术。在 M ELC分离过程中, 溶质的保留由其在固定相、微乳分散相和水相

之间的分配平衡决定, 尤其是微乳分散相 (油相 )对亲脂性化合物洗脱能力更强, 使其色谱分离具有新

的机理, 同时其可控参数较多, 容易改善溶质的保留行为, 提高分离度。微乳流动相含水约 90% , 减

少了污染, 降低了分析成本, 并缩短了分析时间, 被誉为绿色色谱。近年来微乳液相色谱技术已用于

多组分的分离
[ 9- 11]

, 药物及其杂质的分离检测
[ 12- 14]

, 及生物样品的检测
[ 15]
。

本文在前人工作
[ 16 ]
的基础上, 采用固相萃取 ( SPE) -微乳液相色谱技术, 选取具有代表性的糖皮

质激素 (曲安西龙、泼尼松龙、醋酸地塞米松、醋酸氟轻松、左炔诺孕酮 )、雌激素 (己烯雌酚 )、雄激

素 (丙酸睾酮 )、孕激素 (黄体酮 ) 8种激素药物作为检测药品, 通过优化色谱条件, 在 15 m in内完成了

多组分激素的快速检测。该方法简便、快速、准确、绿色环保、灵敏度高, 可用于化妆品、保健品及

药品中多组分激素的常规检测。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
高效液相色谱仪: LC�10ATVP泵、 SPD�10AVP紫外检测器 (日本 Shim adzu公司 ) ; HW �2000色谱

工作站 (南京千谱软件有限公司 ) ; QT�330柱温箱 (天津旗美科技有限公司 ); C leanert ODS�SPE固相萃

取柱 ( 1 000 m g /6 mL, Agela公司 ); 超声波清洗器 (天津恒奥超声波清洗机 ) ; TDL80�2B离心机 (上海

安亭科学仪器厂 ) ; RE�52A旋转蒸发仪 (巩义市予华仪器有限责任公司 ) ; AUW 220D十万分之一天平

(日本 Sh im adzu公司 ); PURELAB超纯水器 (英国 E lga公司 )。

曲安西龙、泼尼松龙、醋酸地塞米松、醋酸氟轻松、左炔诺孕酮、己烯雌酚、黄体酮及丙酸睾酮

(购于中国药品生物制品检定所, 含量测定用 ); 甲醇、乙腈 ( D ikm a公司 )均为色谱纯, 水为超纯水;

十二烷基硫酸钠 ( SDS) ( S igm a试剂, 纯度 99�9% )、聚氧乙烯月桂醇 ( Brij35) ( Am resco试剂, 纯度

99�9% ) ; 正丁醇、正辛烷、正辛醇及其它试剂均为分析纯。

1�2� 微乳溶液的制备
微乳成分: 将表面活性剂、油相、助表面活性剂及水按顺序混合, 其质量分数分别为 3�0% SDS、

6�6%正丁醇、0�8% 正辛烷、 89�6% 水。超声 30 m in, 经 0�45 �m滤膜过滤, 即得透明稳定的微乳溶

液, 待用。

1�3� 标准溶液的配制

分别精密称取 8种激素标准品各 2�5 m g, 置 50 mL量瓶中, 用微乳溶液超声溶解定容, 即得质量

浓度为 50 m g /L的标准储备液。分别移取 0�1、 0�5、 1、 2、3、 4、6 mL上述储备液于一系列 10 m L量

瓶中, 用微乳溶液定容至刻度, 配成一系列不同质量浓度的混合标准溶液。

1�4� 样品预处理
称取化妆品试样 0�500 g置 25 m L具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇 10 mL, 超声提取 20 m in。置冰箱

中冷冻 2 h, 取出后立即转移至离心管中, 于 3 000 r /m in转速下离心 20 m in后, 取上清液, 在 70 ∀ 水

浴下浓缩至近干, 再在微弱的氮气流下缓慢吹干。加入 2 mL 30%甲醇水溶液溶解残渣, 经 0�45 �m微

孔滤膜过滤。滤液经 SPE柱纯化 (使用前用 10 mL甲醇活化、 10 mL水平衡 )。将滤液过柱后, 先用

6 mL 10%甲醇水溶液淋洗, 弃去流出液; 再用 6 mL 80% 甲醇水溶液洗脱, 收集洗脱液。整个过程中

控制洗脱流速为 1�0 mL /m in。将收集的洗脱液在微弱的氮气流下缓慢吹干, 然后精密量取 1 mL微乳

溶液至全溶, 待用。

1�5� 色谱条件
色谱柱: V enusilASB C8 ( T ) ( 4�6 mm � 200 mm, 5 �m, 30 nm ) ; 流动相: 3�0% SDS- 6�6% 正丁

醇 - 0�8%正辛烷 - 89�6% 水; 流速: 0�8 mL# m in
- 1

; 柱温: 35 ∀ ; 检测波长: 240 nm; 进样量:

20 �L。以色谱峰的保留时间定性, 外标法定量。
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2� 结果与讨论

2�1� 样品提取条件的优化
考察了不同提取溶液 (甲醇、无水乙醇、正丁醇 )的提取效果。结果表明, 以甲醇为提取溶剂时,

浸出杂质少且易排除基质干扰, 获得较高的回收率。此外, 还考察了不同提取时间 ( 10、 20、 30 m in)

对样品萃取效率的影响。结果表明, 超声提取 20、 30 m in时, 样品提取回收率较高且无明显差别, 因

此确定超声提取时间为 20 m in。

2�2� 固相萃取条件的优化
考察了甲醇体积分数分别为 10%、 20% 、30%、 40% 、 50%、 60% 、 70%、 80% 、 90% 时的洗脱

效果。结果表明, 以 10%甲醇溶液作为淋洗液时, 8种激素仍被保留在固相萃取柱上, 故选用 10% 甲

醇溶液作为淋洗液以净化固相萃取柱, 除去样品基质中杂质的干扰。 80% 甲醇溶液可将 8种激素完全

洗脱, 同时又不会将强保留的杂质洗脱, 故选用 80% 甲醇溶液作为洗脱液。

以曲安西龙和丙酸睾酮为考察对象, 研究了固相萃取过程中洗脱液用量 ( 4、 5、 6、7、 8 mL)和流

速 ( 0�5、 1�0、 1�5 mL /m in)对分离效果的影响。结果表明, 回收率随着洗脱液体积的增加而增加, 当

体积大于 6 mL时, 洗脱液体积变化对样品回收率的影响不明显; 样品过 SPE柱的流速不能太快, 否则

会因未达到分配平衡, 而导致干扰物未被柱填料完全吸附, 故应适当降低洗脱液流速, 以减少测定时

其他物质对待测组分的干扰, 并改善整体分离效果。考虑到样品处理时间和回收率, 实验确定洗脱流

速为 1�0 mL /m in, 洗脱液体积为 6 m L。

2�3� 色谱条件的优化

2�3�1� 色谱柱的选择 � 研究了固定相孔径对激素类药物分离的影响, 实验表明, 孔径为 30 nm的色谱

柱分离选择性好, 柱效较高。在此基础上, 分别考察了 V enusilASB C18 (T ) ( 4�6 mm � 250 mm, 5 �m,

30 nm )和 V enusilASB C8 ( T ) ( 4�6 mm � 200 mm, 5 �m, 30 nm )色谱柱对 8种激素类药物的分离效果。

结果表明, 选择以 C8键合硅胶作为固定相的 Venusil ASB C8 ( T )色谱柱, 不仅能保证分离度, 还能缩

短分析时间。

2�3�2� 不同表面活性剂的选择 � 考察了 SDS、Brij35表面活性剂对 8种甾体激素成分的分离效果, 结

果表明, 在流动相中加入 SDS, 可使 8种药物在较短时间内达到基线分离, 而加入 Brij35, 样品的分析

时间较长, 且醋酸地塞米松和己烯雌酚的分离度差。故本文选择 SDS作为表面活性剂。

2�3�3� 正丁醇用量的选择 � 助表面活性剂一般采用体积分数为 6�6% ~ 16�5% 的正丁醇, 其体积分数

小于 6�6% 则不能形成微乳, 而大于 9% 时对分离影响很小, 只能降低保留时间
[ 16 ]
。本文考察了微乳

中正丁醇体积分数分别为 6�6%、 7�0%、 8�0% 、9�0%时对 8种甾体激素成分分离效果的影响, 结果

发现 6�6% 正丁醇可使 8种化合物达到基线分离。所以微乳溶液选择 6�6% (体积分数 )正丁醇。

2�3�4� 不同油相的选择 � 考察了不同油相 (正辛烷、正辛醇 )中 8种甾体激素成分的分离效果。结果

表明, 以正辛烷为油相的微乳溶液, 对泼尼松龙和丙酸睾酮洗脱能力较正辛醇低, 能增加曲安西龙和

泼尼松龙、黄体酮和丙酸睾酮的分离度, 使 8种甾体激素药物的分离选择性较好。故选择正辛烷为该

体系的油相。

2�3�5� pH的选择 � 考察了不同 pH微乳体系 ( pH 2�0、3�0、4�0、5�0)及缓冲液的微乳体系 ( pH 7�0,
0�05 m o l/L磷酸二氢钾 )对分离的影响。结果显示, 随着微乳体系 pH值的减小, 各药物的保留因子略

有增大, 但对改善 8种甾体激素药物的分离效果没有显著差异。这是由于甾体激素属于中性化合物,

流动相的 pH对其保留影响较小。而缓冲液的微乳体系对化合物的保留也没有影响。考虑到色谱柱的

耐受性, 故选择不加酸和缓冲盐的微乳体系。

图 1为 8种激素标准品混合物在优化色谱条件下的色谱图, 在 15 m in内 8种化合物完全分离。

2�4� 反相液相分离模式的比较
研究了同时测定化妆品中 8种激素的 RPLC方法, 以甲醇 -水 ( 65 ∃35)为流动相, 其分析时间为

23 m in, 完成一次样品分析有机溶剂 (甲醇 )的消耗量约 12 mL; 而本文建立的 MELC方法在 15 m in内

完成对各类激素的分析, 且流动相中仅有极少量有机溶剂, 完成 1次样品分析的消耗量约 1�2 m L。由
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图 1� 8种激素标准品混合物的色谱图

F ig�1� Chrom atogram o f 8 ho rm ones m ixture standa rds

experim ental cond ition: m icroemu lsion: 3�0% SDS - 0�8% n�octan e-

6�6% n�butano;l Venus ilASB C8 (T) ( 4�6 mm � 200 mm, 5 �m, 30 nm );

temperature 35 ∀ ; flow rate 0�8 mL# m in- 1; detection w avelength 240 nm;

the peak numb ers of 1- 8 are the sam e as those described in tab le 1

此可见, 采用 MELC方法可减少检测时

间, 降低有机溶剂的消耗, 降低成本,

绿色环保。

2�5� 线性关系及检出限
将质量浓度分别为 0�5、 2�5、 5、

10、15、 20、 30 m g /L的混合标准溶液

依次进样分析, 以峰面积 y对质量浓度 x

(m g /L )做标准方程, 结果见表 1。结果

表明, 8种激素药物分别在 0�5~ 30 mg /

L范围内呈线性, 相关系数 r 不小于

0�999 5, 检出限 ( S /N = 3 ) 为 0�04~

0�07 ng。
表 1� 8种激素的保留时间、线性方程、相关系数与检出限

Table 1� Re tention tim es, linear equa tions, corre lation coeffic ients( r ) and lim its o f detection( LODs) o f 8 horm ones( n = 3)

No� Compound Reten t ion t im e t /m in L inear equat ion r LOD m /ng

1 Triam cinolone(曲安西龙 ) 3�648 y = 22 813x + 7 899�1 0�999 6 0�07

2 Predn isolon e(泼尼松龙 ) 4�038 y = 34 872x + 14 355 0�999 6 0�04

3 Dexam ethasone�17�acetate(醋酸地塞米松 ) 4�995 y = 28 018x + 2 428�9 0�999 8 0�06

4 F luocinon ide(醋酸氟轻松 ) 6�075 y = 21 724x + 10 129 0�999 5 0�06

5 Levonorgestrel(左炔诺孕酮 ) 7�305 y = 34 783x + 4 600�7 0�999 6 0�05

6 D iethy lst ilbestrol(己烯雌酚 ) 8�876 y = 39 003x + 19 305 0�999 6 0�04

7 Progesterone(黄体酮 ) 10�375 y = 35 375x + 6 796 0�999 6 0�05

8 Testosterone p rop ionate(丙酸睾酮 ) 13�905 y = 39 732x + 14 756 0�999 5 0�04

2�6� 方法的回收率与精密度
采用经测定不含有激素的化妆品样品约 0�500 g进行加标回收率和精密度实验。分别加入低、中、

高 ( 2、 20、40 m g /kg) 3种水平的标准混合溶液, 充分混合, 按实验方法进行提取、纯化和测定。每个

加标水平平行测定 6次。 8种甾体激素的平均加标回收率为 82% ~ 109% , 相对标准偏差为 1�5% ~

5�4% , 结果见表 2。
表 2� 8种激素的加标回收率与相对标准偏差

Table 2� Recoveries and RSDs of 8 horm ones( n = 6)

C om pound

Added 2 m g# kg- 1

Average recovery

R /%

RSD

sr /%

Added 20 m g# kg- 1

Average recovery

R /%

RSD

sr /%

Added 40 mg# kg- 1

Average recovery

R /%

RSD

sr /%

Triam cinolon e 90 3�8 92 4�0 92 4�3

Predn iso lone 87 4�2 88 4�3 88 4�9

Dexam ethasone�17�acetate 90 5�1 90 4�2 90 4�5

Fluocinon ide 103 1�9 102 1�6 102 2�1

Levonorgestrel 82 5�4 84 4�0 95 3�7

Diethylst ilbes trol 83 4�8 84 4�2 85 3�6

Progesterone 98 2�3 97 3�4 98 1�5

Testosterone prop ionate 109 3�8 107 2�2 107 2�8

图 2� 实际样品的色谱图
F ig� 2� Chrom atogram of cosm etic samp le

3. dexam ethasone�17�acetate; experim en tal cond itions

w ere the sam e as those in Fig�1

2�7� 样品分析
应用本方法对多种不同类别以及不同形

态的化妆品共 25件进行了 8种激素类药物的

测定。结果表明, 1件化妆品中检出含有醋

酸地塞米松, 含量为 7�8 m g /kg(见图 2)。

3� 结 � 论

建立了一种新的分离模式 M ELC对 8种

激素类药物进行分析, 通过对表面活性剂类
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型、不同键合色谱柱、不同油相以及正丁醇用量等因素的考察, 得到最佳色谱条件, 并进行了方法学

考察, 结合固相萃取对化妆品试样进行检测。结果表明本方法快速、准确, 可用于外用药品及化妆品

中激素添加剂的检测。
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