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高效液相色谱法同时测定化妆品中的多种防腐剂

方田田，陈玉婷，唐焕文 *　（广东医科大学公共卫生学院，广东东莞 523808）

摘　要：目的　建立高效液相色谱法同时测定化妆品中氢醌、苯酚、儿茶酚、苯甲酸及山梨酸等 5 种防腐剂含量方法。

方法　美白类化妆品样品经甲醇溶剂超声辅助提取，C18 色谱柱分离，以 5 mmol/L 乙酸铵 -1‰ 甲酸 / 甲醇溶液（30/70，

v/v）为流动相等度洗脱，流速为 1 mL/min，柱温 35 ℃，进样量为 10 μL。结果　氢醌、苯酚、儿茶酚、苯甲酸及山梨酸等

5 种防腐剂在各自线性范围内线性关系良好（r＞0.992），平均加样回收率为 97.82%~111.11%，相对标准偏差为 0.23 %~  
1.64 %。采用该方法对采购的美白类化妆品样品 24 批次进行检测，该法能有效检出化妆品中苯酚、儿茶酚、苯甲酸和山

梨酸，氢醌均未检出。结论　该方法操作简单，灵敏度高，重现性好，可用于美白化妆品中氢醌等 5 种防腐剂的同时检测。
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Simultaneous determination of several preservatives in cosmetics using high performance liquid 
chromatography

FANG Tian-tian, CHEN Yu-ting, TANG Huan-wen* (School of Public Health, Guangdong Medical University, 
Dongguan 523808, China)

Abstract: Objective　To establish a high-performance liquid chromatography (HPLC) assay for simultaneous detection 
of 5 preservatives including hydroquinone, phenol, catechol, benzoic acid, and sorbic acid in cosmetics. Methods　The 
whitening cosmetics were extracted ultrasonically with methanol solvent, separated on C18 chromatographic column, and 
eluted with 5 mmol/L ammonium acetate-1‰ formic acid/methanol solution (30/70) at the flow rate of 1 mL/min. The column 
temperature was 35 ℃, and injection volume was 10 μL. Results　There were good linear relationships among hydroquinone, 
phenol, catechol, benzoic acid, and sorbic acid (r>0.992). The average recovery rates were 97.82%-111.11%, and relative 
standard deviations were 0.23%-1.64%. Twenty-four batches of whitening cosmetics were detected by this method. Phenol, 
catechol, benzoic acid, and sorbic acid were effectively determined, but hydroquinone was not. Conclusion　This method 
is simple, sensitive, and reproducible, and can be used for simultaneous detection of 5 preservatives such as hydroquinone in 
whitening cosmetics.
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随着人们生活水平及审美标准的提高，美白化妆

品的开发日趋活跃，其质量问题也受到越来越多的关

注。氢醌、苯酚和儿茶酚（邻苯二酚）等苯系物具有美

白、防腐的作用，长期接触会对人体产生致癌作用，会

损伤细胞并腐蚀黏膜和中枢神经系统，诱发白血病和

心脏病 [1-3]。苯甲酸和山梨酸具有杀菌防腐作用，被广

泛用于化妆品中，但是它们也具有一定程度的刺激性

和毒性，长期接触会对身体造成一定的危害 [4-6]。《化

妆品安全技术规范》（2015 年版）规定氢醌、苯酚和儿

茶酚均为化妆品的禁用物质，苯甲酸和山梨酸最大使

用量分别不超过 0.5% 和 0.6%[7-8]。

目前，针对化妆品中氢醌、苯酚、苯甲酸及山梨酸

的检测常见方法主要有高效液相色谱法 [9-10] 和气相色

谱质谱法 [11]，化妆品中常见的防腐剂检测主要有对羟

基苯甲酸酯类 [12]、季铵盐类 [13]、氯代酚类 [14] 等化合物，

未见有化妆品中儿茶酚的检测及同时检测儿茶酚、氢

醌、苯酚、苯甲酸及山梨酸等 5 种防腐剂的研究。本文

通过优化样品前处理方法，建立高效液相色谱法同时

测定美白类化妆品中儿茶酚、氢醌、苯酚、苯甲酸及山

梨酸等 5 种防腐剂，该方法操作简单、准确、高效，对于

美白类化妆品安全监管具有重要意义。

1　实验部分

1.1　仪器与试剂

高效液相色谱仪（LC-20A 型，日本岛津公司）；精

密分析天平（AUW120D 型，日本岛津公司）；超声波

清洗器（KQ-500DE 型，上海精密科技有限公司）；高

速离心机（3-15 型，美国 SIGMA 公司）；涡旋振荡器

（V0RTEX-5 型，海门其林贝尔仪器制造有限公司）。

氢醌标准品（批号 FCB083845， 纯度 99.0%），

fluorochem 品牌；苯酚标准品（批号：G990776，纯度

99.6%），德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司；儿茶酚标准

品（批号：ZT-70154，纯度≥98.0%），zzstandard 品牌；

苯甲酸钠、山梨酸钾，均为分析纯，中国计量科学研究

院；甲醇、甲酸均为色谱级，美国 Fisher 公司；其他试

剂均为分析纯；水为超纯水。市售膏霜类、水类、乳液

类等 24 个美白化妆品。

1.2　溶液的配制

1.2.1　 标准品混合贮备液　 精密称定氢醌、苯酚、儿

茶酚、苯甲酸及山梨酸对照品适量，加甲醇制备成混

合贮备液，吸取适量，置于 10 mL 容量瓶内，甲醇稀释

至刻度，振荡摇匀，即得各成分质量浓度分别为 1.0、

100.0、2.5、5.0、5.0 mg/L的对照品混合贮备液，于 4 ℃
下保存。

1.2.2　样品溶液　取各美白化妆品样品，精密称定后

置于具塞锥形瓶中，加入甲醇 10 mL，涡旋分散，超声

处理 10 min（功率 200 W，频率 40 kHz），用甲醇补足

至刻度线，摇匀，10 000 r/min 离心 10 min 后取上清液

经 0.22 μm 滤膜过滤，滤液作为待测溶液。

1.3　色谱条件

色 谱 柱：Venusil MP C18（4.6 mm×250 mm， 
5 μm）；流动相 A 为 5 μmol/L 乙酸铵 -1‰ 甲酸溶液，

流动相 B 为甲醇；等度洗脱；流动相 A/B=30/70；流速

1 mL/min，柱温 35 ℃，进样量 10 μL。见图 1。

2　结果与讨论

2.1　样品前处理条件的优化

溶剂的选择： 分别考察了用 50% 甲醇、甲醇、

50% 乙腈、乙腈 [15-16] 作为提取溶剂，结果表明使用甲醇

提取化妆品的回收率较好，所以本实验选择甲醇作为

溶出美白类化妆品中氢醌、苯酚、儿茶酚、苯甲酸及山

梨酸等 5 种防腐剂的提取溶剂。

2.2　色谱条件的优化

2.2.1　 流动相的选择　 分别考察了水 - 甲醇、水 - 乙
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图 1　高效液相色谱法测定 5 种成分的混合标准品溶液（A）和样品（B）色谱图
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腈、5 mmol/L乙酸铵 - 甲醇、5 mmol/L乙酸铵 - 乙腈、

5 mmol/L 乙酸铵 +1‰ 甲酸 - 甲醇溶液、5 mmol/L 乙

酸铵 +1‰ 甲酸 - 乙腈溶液体系作为流动相。 结果表

明，水 - 乙腈未出峰，水相中加入缓冲盐体系，色谱峰

分离更好，再加入 1‰ 甲酸后，出峰时间更早。因此，

本文采用 5 mmol/L 乙酸铵 +1‰ 甲酸 - 甲醇溶液作为

流动相。

2.2.2　流速的选择　分别考察了流速为 0.6、0.8、1.0、

1.2 和 1.6 mL/min[17] 时，氢醌、苯酚、儿茶酚、苯甲酸

及山梨酸的出峰情况，结果表明流速低于 1.0 mL/min 
时，随着流速的增加，出峰时间越快，色谱峰分离度

也更好，但是，当流速大于 1.0 mL/min 时，氢醌与苯

酚出峰时间几乎接近，分离度较低。因此，本文选用 
1.0 mL/min作为流速。

2.3　线性关系考察  
分别精密量取“1.2.1”项下配置的混合对照品储

备液适量于 10 mL 容量瓶中，按照一定梯度比例加甲

醇稀释定容至刻度，摇匀，即得标准溶液。在“1.3”项

条件下进样测定。以对照品质量浓度为横坐标（X），峰

面积为纵坐标（Y）进行回归，各组分均具有良好的线

性，各组分的标准曲线、相关系数和线性范围良好，见

表 1。

2.4　精密度试验  
稀释“1.2.1”项下制备的混合标准品溶液 100 倍

后，在“1.3”项下色谱条件连续进样 6 次，结果显示，氢

醌、苯酚、儿茶酚、苯甲酸和山梨酸峰面积的 RSD 分别

为 1.87%、0.23%、1.02%、0.87%、0.24%，表明该方法

的精密度良好。

2.5　稳定性试验  
室温下取供试样品，在“1.2.2”项下方法制的样品

溶液，分别于 0、2、4、6、8、12、24 h 时进样，计算氢醌、

苯酚、儿茶酚、苯甲酸和山梨酸的峰面积 RSD 分别为

1.59%、0.23%、0.92%、0.34%、0.15%（n=6），表明供

试品溶液在 24 h 内稳定性良好。

表 1 各成分线性回归方程和线性范围

成　分 回归方程 R2 值 线性范围 /（mg·L-1） 检出限 /（mg·L-1） 平均回收率 /% RSD （n=6）/%
氢醌 y=4.3675e6 x-3.3620e5 0.9959 5~100 4 111.11 1.64
苯酚 y=2.5377e6 x-2.7026e5 0.9922 20~400 20 106.02 1.02
儿茶酚 y=5.9243e6 x-1.5826e5 0.9968 10~500 10 108.41 0.23
苯甲酸钠 y=4.2058e6 x+2.7663e4 0.9988 1~20 1 97.82 0.87
山梨酸钾 y=4.6949e6 x-1.5001e4 0.9990 2~40 1 98.56 0.24

 表 2　样品中 5 种防腐剂质量分数 （%，n=3）

种类  样品编号  氢醌  儿茶酚   苯酚   苯甲酸 山梨酸
水类 1# — — 0.006 0.009 —

2# — — 0.002 0.338 —
3# — — 5.560 0.033 —
4# — — 3.681 — —
5# — — 3.751 0.012 —
6# — — — — —

乳类 1# — — — — 0.001 
2# — — — 0.216 —
3# — 0.428 — 0.112 0.019 
4# — — — — —
5# — — — 2.599 0.006 
6# — — — 3.134 0.012 

精华类 1# — — — 0.037 0.022 
2# — — — 0.058 0.029 
3# — — — 0.789 0.053 
4# — — — — 0.002 
5# — — — — 0.003
6# — — 2.449 — —

霜类 1# — — 2.385 — 0.004
2# — — — 0.003 0.064 
3# — — — — 0.053 
4# — — 6.528 — 0.001 
5# — — 0.003 1.469   —
6# — — — 0.030 0.017 
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2.6　加样回收率试验

精密称定各成分含量已知的美白化妆品 5 份，在

线性范围内加入标准品做加标回收试验，按“1.2.2”

项下方法制备样品溶液，按“1.3”项下色谱条件进样

测定，计算平均回收率及 RSD 值。本方法平均回收率

为 111.11%、106.02%、108.41%、97.82%、98.56%，且

RSD 分别为 0.43%、1.02%、0.98%（n=6）。

2.7　实际样品检测

将购买的膏霜类、水类、乳液类等 24 个美白化妆

品，分别精密量取“2.1.1”项下配置样品溶液，用本方

法检测分析，在 9 个样品中检出禁用防腐剂苯酚，检出

量为 0.002%~6.528%，1 个样品检出禁用防腐剂儿茶

酚，检出量为 0.428%，在 4 个样品中检出限用防腐剂

苯甲酸含量超标，限用防腐剂三梨酸添加量均没有超

过卫生部门规定，氢醌均未检出。

3　结论

建立了一种高效液相色谱法同时检测美白化妆

品中多种苯系物（氢醌、苯酚、儿茶酚）和有机酸类（苯

甲酸、山梨酸）禁限用防腐剂的分析方法，该方法分离

度好、稳定性、精密度高，为快速科学评价与有效控制

化妆品防腐剂提供新方法。
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