
化妆品中的防腐剂是为了使化妆品在生产、使

用和保存过程中免受微生物污染，同时防止二次污

染的一类添加剂。防腐剂广泛用于各类化妆品，是

化妆品中必不可少的添加成分。由于防腐剂种类

繁多且具有一定毒性，大多数防腐剂对人的皮肤会

产生不同程度的刺激［1］，因此我国《化妆品卫生规

范》［2］视其为限用物质，并对其中 55种防腐剂作出

限量使用的规定。目前，防腐剂测定的方法主要有

气相色谱法［3］、薄层色谱法、高效液相色谱法［4⁃6］、滴定

法和伏安法［7］等，但这些方法同时检测的防腐剂种

类有限，所以快速、高效、灵敏的检测方法依然是广

大学者致力于研究的方向。同时，由于化妆品样品

成分复杂，通常需要进行前处理后才可进行各种仪

器分析。目前国内使用较多的化妆品样品前处理

方法主要有稀释、过滤、沉淀、透析、超滤、液⁃液萃

取、固相萃取、超临界流体萃取等［8］，但分离效果有

待提高，故样品前处理技术也成为化妆品中防腐剂

检测的重要课题。为了完善和补充原有的防腐剂

测定方法，本研究采用超声辅助萃取法进行样品前

处理，并进一步优化了国标及相关文献［9⁃12］中样品前

处理的具体条件，采用高效液相色谱（HPLC）对常用

的10种防腐剂（苯甲酸、苯甲醇、山梨酸、苯氧乙醇、

对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯

甲酸丙酯、对羟基苯甲酸正丁酯、对羟基苯甲酸异

丁酯、三氯生）进行分析检测。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 仪器

SHIMADZU高效液相色谱仪（日本 SHIMADZU
公司），配SPD⁃10Avp紫外⁃可见检测器；十万分之一

分析天平（瑞士METTLER TOLEDO公司）；KQ3200B
型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；TDZ5⁃
WS离心机（长沙湘智离心机仪器有限公司）；ELGA
PURELAB Ultra纯水机（上海威立雅水处理技术有

限公司）；GM⁃0.33B隔膜真空泵（天津市津腾实验设

备有限公司），配0.45 μm水相滤膜。

1.1.2 试剂

10 种标准物质：对羟基苯甲酸甲酯（纯度

99.9%）、对羟基苯甲酸乙酯（纯度99.9%）、对羟基苯

甲酸丙酯（纯度99.5%）、对羟基苯甲酸正丁酯（纯度

99.5%）、对羟基苯甲酸异丁酯（纯度99.7%）、苯甲酸

（纯度 99.5%）、苯甲醇（纯度 99.5%）、山梨酸（纯度

99.4%）、苯氧基乙醇（纯度 99.5%）、三氯生（纯度

99.0%）均购于德国Dr.Ehren⁃storfer公司。甲醇、乙腈

均为色谱纯试剂（纯度 99.8%）。磷酸二氢钾、磷酸

氢二钾、氢氧化钾、磷酸均为分析纯试剂（纯度

99.0%）。

1.2 方法

1.2.1 色谱条件

色谱柱：美国Agilent 5HC⁃C18反相柱（150 mm×
［基 金 项 目］ 江 苏 省 大 学 生 创 新 创 业 训 练 计 划
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4.6 mm，5 μm）；流动相：A：乙腈；B：0.01 mol/L磷酸

二氢钾水溶液，pH4.9。流动相梯度洗脱条件见表1。
流速：1.0 mL/min；检测波长：210 nm；柱温：25 ℃；进

样量：20 μL。以保留时间定性，峰面积定量。

1.2.2 标准溶液配制

取苯甲酸、苯甲醇、山梨酸、苯氧乙醇、对羟基

苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙

酯、对羟基苯甲酸正丁酯、对羟基苯甲酸异丁酯、三氯

生标准品约0.01 g，精密称定，分别置于10 mL容量瓶

中，甲醇定容，混匀，制成质量浓度均为1 000 mg/L的

标准储备液。准确量取三氯生标准储备液0.5 mL，其
他各标准储备液1.0 mL，置于10 mL容量瓶中，以甲

醇定容至刻度，配成10种标准品的混合储备液。以

浓度为横坐标（X），对应的峰面积为纵坐标（Y），绘

制标准曲线。

1.2.3 样品预处理

取样品约 250 mg，精密称定，置于 25 mL具塞

比色管中，必要时，水浴去除乙醇等挥发性有机溶

剂［1-2］。加甲醇至10 mL，充分振摇，超声提取20 min，
离心 15 min。上清液经 0.45 μm滤膜过滤，滤液作

为待测样液。

1.2.4 回收率与精密度试验

取 9份空白样品，每份约 250 mg，精密称定，分

别加入高中低 3个浓度的 10种防腐剂混合标准溶

液作为加标样，每个浓度平行做3份，按样品处理方

法进行提取、分析，计算平均加标回收率和精密度

（相对标准偏差）。

2 结 果

2.1 实验条件的优化

2.1.1 流动相组成

流动相的选择主要是缓冲盐体系和有机相。

通过实验比较甲醇和乙腈两种有机相作流动相时

对 10种防腐剂出峰的影响，结果显示甲醇不能将10
种防腐剂完全分离，而乙腈洗脱能力比甲醇强，很少

与样品发生反应，用作流动相时柱压要比甲醇低很

多，且截止波长比甲醇低，用乙腈做流动相能将 10
种防腐剂完全分离且峰形良好。磷酸盐的加入使

各种防腐剂的分离度更好。考虑上述因素，选择乙

腈和磷酸盐作为缓冲液。

2.1.2 不同pH值对分离的影响

最初实验结果显示，在中性或弱碱性条件下，

以乙腈⁃磷酸缓冲盐为流动相，苯甲酸和山梨酸的色

谱峰有较严重的前延，且有部分重叠。苯甲酸

（pKa=4.19）和山梨酸（pKa=4.76）在此条件下均以阴

离子的形式存在［13］，与固定相之间的相互作用比较

弱。随着pH的减小，二者以中性分子形式存在的比

例逐渐增大，在色谱柱上的保留也逐渐增强［14］。因

此，考虑采用酸性流动相，本实验考察了流动相 pH
值在 4.00~5.00范围内（用磷酸和氢氧化钾调节 pH
值）10种防腐剂在色谱柱上的保留行为（图 1）。由

图可知，苯甲醇、苯氧乙醇、对羟基苯甲酸甲酯、对

羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲

酸正丁酯、对羟基苯甲酸异丁酯、三氯生的保留几

乎不受pH值变化的影响，这主要是因为以上分析物

在此pH范围内，存在形式保持不变。综上所述，最

终选择流动相的 pH为 4.90，此时 10种防腐剂的分

离效果最好。

2.1.3 不同的梯度条件

由于 10种化妆品防腐剂在色谱柱上的保留行

为相差较大，多次实验后发现无法通过等度洗脱实

现快速有效分离，因此选择梯度洗脱。在选定乙腈

和 0.01 mol/L的磷酸二氢钾缓冲盐为流动相的条件

下，考察了多种梯度洗脱程序下10种化妆品防腐剂

的分离情况，不同梯度洗脱条件下10种化妆品防腐

剂的分离色谱图见图2。实验结果表明：在程序（a）
条件下进行分析，苯甲酸和山梨酸的分离度并不理

表1 梯度洗脱条件

时间（min）
00
10
20
30
37

流速（mL/min）
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

A（%）

30
40
40
90
30

B（%）

70
60
60
10
70

1：苯甲酸；2：山梨酸；3：苯甲醇；4：苯氧乙醇；5：对羟基苯甲酸

甲酯；6：对羟基苯甲酸乙酯；7：对羟基苯甲酸丙酯；8：对羟基苯甲酸

正丁酯；9：对羟基苯甲酸异丁酯；10：三氯生。

图1 流动相中缓冲溶液的pH值对分析物保留时间的影响
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想，且在该条件下随着样品浓度的不断增大，苯甲

酸和山梨酸色谱峰的重叠程度越来越大，分离度越

来越差。为了使苯甲酸和山梨酸的分离度增大，设

计了程序（b）。在程序（b）下进行分析，虽然苯甲酸

和山梨酸的分离度得到很大改善，但由于出峰时间

较晚，总的分析时间较长，不能满足快速、高效分析

的要求。因此进一步优化洗脱条件，设计了程序

（c）。在程序（c）下进行分析，分析时间大大缩短，但

丁酯和异丁酯的分离度有所下降。为了达到所有

物质更好的分离分析效果和较短的分析时间，设计

了程序（d）。最后分析时间为37 min，本文最终以程

序（d）为实验所采用的梯度洗脱程序［14］。

A：程序a，0~40 min，5% A~95%A；40~45 min，95%A~5%A；B：程序b，0~4 min，5% A~15%A；4~30 min，15%A~95%A；30~33 min，95%A；33~
40 min，95%A~5%A；C：程序 c，0~10 min，30% A~47%A；10~15 min，47%A；15~25 min，47%A~90%A；25~30 min，90%A~30%A；D：程序 d，0~
10 min，30% A~40%A；10~20 min，40%A；20~30 min，40%A~90%A；30~37 min，90%A~30%A［15］。1：苯甲酸；2：山梨酸；3：苯甲醇；4：苯氧乙醇；

5：对羟基苯甲酸甲酯；6：对羟基苯甲酸乙酯；7：对羟基苯甲酸丙酯；8：对羟基苯甲酸正丁酯；9：对羟基苯甲酸异丁酯；10.三氯生。

图2 10种化妆品防腐剂在不同流动相梯度洗脱程序(a~d)条件下色谱图(λ=210 nm)
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2.1.4 检测波长的选择

由于以上10 种化妆品防腐剂均具有紫外吸收，

因此考虑采用紫外⁃可见光检测器进行检测。在一

定实验条件下，对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸

乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸正丁酯、

对羟基苯甲酸异丁酯、苯甲酸、苯甲醇、山梨酸、苯

氧乙醇、三氯生的最大吸收波长分别为 256.8、
258.0、258.8、258.0、256.0、226.0、200.0、258.0、
270.0、282.0 nm［16-18］。在尝试254 nm的波长下进行

检测后，发现苯甲醇、苯甲酸反应的灵敏度较低，因

此依次尝试在 200.0、210.0、230.0、258.0 nm的波长

下进行检测，多次重复实验后发现在 210.0 nm的

波长下，响应与分离度为最佳。因此，本文最终以

210.0 nm作为实验所采用的紫外吸收波长。

2.1.5 样品提取方法的选择

2.1.5.1 超声波提取时间的选择

在离心转速3 000 r/min，离心时间15 min的条件

下，超声时间 10~30 min对样品中防腐剂提取率的

影响见表2。实验发现：超声时间为20 min时，能得

到最好的提取率；当超声时间少于 20 min时，样品

中的防腐剂未能充分提取；当超声时间多于 20 min
时，提取率反而有所下降，有可能是长时间超声使仪

器内水温上升，导致某些易挥发性待测组分损失。因

此，综合考虑，选择20 min为样品的超声波提取时间。

2.1.5.2 样品离心提取时间的选择

研究了在离心转速3 000 r/min，超声提取20 min
的条件下，10~20 min不同时间段内样品离心时间对

待测组分提取率的影响。不同离心时间下化妆品中

防腐剂含量的测定结果见表2。实验发现：样品离心

提取时间为15 min时，能得到最好的提取率；当离心

时间少于15 min时，样品中的防腐剂因离心时间较短

未能完全提取出而导致提取率相对较低；当离心时间

多于15 min时，提取率反而有所下降。因此，综合考

虑后，选择15 min为样品的离心提取时间。

（mg/kg）
表2 祛痘乳样品中2种防腐剂的测定结果

样品中组分

对羟基苯甲酸甲酯

三氯生

10
3 040
890

20
3 540
1 010

30
3 150
900

10
3 495
870

15
3 540
1 010

20
3 485
860

超声时间（min） 离心时间（min）
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2.2 方法特性

2.2.1 检出限和线性关系的考察

10种防腐剂在 2.5~600.0 mg/L范围内，峰面积

与质量浓度呈良好的线性关系，大多相关系数 r>

0.998。在最佳的色谱分离条件下，配制 5个不同浓

度的混合标准溶液进行色谱测定，以各组分的峰面

积 y对浓度 x（mg/L）绘制标准曲线，用Origin Pro软
件对所得数据进行分析（表3）。

表3 10种防腐剂的线性范围、线性方程、回归系数和检出限

防腐剂

苯甲酸

山梨酸

苯甲醇

苯氧乙醇

对羟基苯甲酸甲酯

对羟基苯甲酸乙酯

对羟基苯甲酸丙酯

对羟基苯甲酸异丁酯

对羟基苯甲酸丁酯

三氯生

线性范围（mg/L）
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
5.0~60.0
2.5~30.0

线性方程

y=7×107x+182 027
y=1×108x-510 592
y=5×107x-2 487.3
y=8×107x-123 398
y=1×108x-228 905
y=1×108x-96 911
y=1×108x-51 208
y=1×108x-27 354
y=1×108x-31 425
y=2×108x+582 772

回归系数（r）

0.963 4
0.994 9
0.985 7
0.999 0
0.999 3
0.999 3
0.998 6
0.999 9
0.999 4
0.988 3

检出限（mg/L）
0.550 4
0.209 6
0.364 7
0.068 8
0.111 5
0.106 6
0.577 1
0.111 7
0.002 6
0.001 2

2.2.2 精密度与回收率试验

为了评价方法的准确度，采用优化后的分离和

测定条件对10种防腐剂进行加标回收率实验，同时

测定方法的精密度，结果见表4。
2.3 实际样品测定

用本法测定实际样品中的防腐剂，3种样品检

测的色谱图见图3，结果见表5。
3 讨 论

本研究建立了基于超声辅助萃取⁃高效液相色

谱同时测定化妆品中 10种常见防腐剂的分析方

法。实验过程中对流动相的组成、流动相pH值、流

动相梯度洗脱程序、紫外检测波长进行条件优化，

最终确定以pH为4.90的乙腈⁃磷酸缓冲盐为流动相

对化妆品中 10种防腐剂进行梯度洗脱（0~10 min，
30% A~40%A；10~20 min，40%A；20~30 min，40%A~
90%A；30~37 min，90%A~30%A），并在 210.0 nm的

紫外吸收波长下进行检测，此时10种防腐剂峰形良

好且分离效果最好。

化妆品中的组分复杂，因此样品的前处理是非

常重要的环节。由于国标和相关文献对化妆品样品

前处理的具体条件并未做严格规定，因此本研究对样

品前处理的离心时间、超声提取时间进行条件优化。

经多次实验，最终选择超声提取 20 min，3 000 r/min
离心提取15 min，得到样品的最佳提取率。

在实验条件的优化过程中，发现山梨酸在弱碱

性条件下总是会出 2个峰，而在酸性条件下会正常

出现 1个峰，通过文献查阅暂时无法得到明确的解

分析物质

苯甲酸

山梨酸

苯甲醇

苯氧乙醇

对羟基苯甲酸甲酯

对羟基苯甲酸乙酯

对羟基苯甲酸丙酯

对羟基苯甲酸异丁酯

对羟基苯甲酸丁酯

三氯生

加标
（mg/L）

15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45
15
30
45

回收率
（%）

71.89
73.09
74.02

113.38
103.42
103.85
103.84
87.73
91.90
75.81
89.29
86.36
86.19
91.48
98.08

102.68
97.08

109.28
101.98
101.29
102.54
110.18
89.29
97.50
84.83
85.73
97.08
76.33

108.85
74.68

RSD
（%）

0.89
2.47
2.53
2.22
1.16
1.72
2.06
1.33
4.54
2.97
2.35
0.38
3.57
3.11
0.81
1.65
2.14
1.84
2.62
2.33
1.01
1.19
1.10
2.25
3.69
1.94
1.85
2.51
2.71
1.20

表4 10种防腐剂的加标回收率和精密度
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A：样品1；B：样品2；C：样品3。1：苯氧乙醇；2：对羟基苯甲酸甲酯；3：对羟基苯甲酸乙酯；4：对羟基苯甲酸丙酯；5：三氯生。

图3 化妆品样品的液相色谱图
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释，留待进一步研究。

本研究方法能够经济、灵敏、简便、快速地测定

化妆品中10种常见防腐剂，有利于化妆品中多种防

腐剂的同时测定。同时，由于本方法对仪器并无较

高要求，其对化妆品检验课程的本科教学有一定指

导意义。
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样品中的组分

苯甲酸

山梨酸

苯甲醇

苯氧乙醇

对羟基苯甲酸甲酯

对羟基苯甲酸乙酯

对羟基苯甲酸丙酯

对羟基苯甲酸异丁酯

对羟基苯甲酸丁酯

三氯生

样品1
（隔离）

ND
ND
ND

1 583.00
1 924.50
680.80
550.21
ND
ND
ND

样品2
（祛痘乳）

ND
ND
ND
ND

1 170.99
ND
ND
ND
ND

364.00

样品3
（护发素）

ND
ND
ND

2 240.71
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND：未检测到。

（mg/kg）
表5 化妆品样品中10种防腐剂的含量测定
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