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摘要

对羟基苯甲酸酯化合物通常被添加到润肤露、除臭剂和沐浴露等化妆品中作为防腐剂。

尽管它们是有效的防腐剂，但研究表明这些化合物可能会引起某些严重的副作用，例如

癌症、不育和流产。本简报实验使用 Agilent Chem Elut 5 mL 无缓冲的固相支持液/液萃

取 (SLE) 柱对婴儿洗发水/沐浴露中的四种对羟基苯甲酸酯（对羟基苯甲酸甲酯、对羟基

苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯）进行萃取和研究。实验使用配备

二极管阵列检测器的 Agilent 1200 HPLC 系统对萃取得到的对羟基苯甲酸酯进行分离和

测定。采用 SLE 方法进行萃取能够使对羟基苯甲酸酯的回收率达到 82% 至 101%。
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前言

对羟基苯甲酸酯是一类常用于抑制化妆品中真菌、细菌及其他微

生物的生长的化合物。对羟基苯甲酸酯是个人护理产品中应用最

广泛的防腐剂 [1]。因此，某些研究指出对羟基苯甲酸酯可能引起

生殖问题，这使得人们对此类物质开展了大量科研审查 [2]。由于

对羟基苯甲酸酯的广泛应用使得这类化合物引起了研究者们的广

泛关注。已有研究表明，对羟基苯甲酸酯能够模拟雌激素，触发

癌细胞的生长。对羟基苯甲酸酯可能引起乳腺癌，已有报道发现

它们存在于乳腺癌细胞中 [3]。由于对羟基苯甲酸酯能够模拟雌激

素，因此它们也可能会产生类似于雌激素的不良影响。对羟基苯

甲酸酯存在于多种护肤品中，因此其暴露量通常很高。

本应用简报使用固相支持液/液萃取 (SLE)法对洗发水/沐浴露中

的对羟基苯甲酸酯进行萃取。然后利用高效液相色谱 (HPLC)对

SLE 方法萃取得到的对羟基苯甲酸酯进行定量分析。再使用液/液

萃取 (LLE)法对另一部分洗发水/沐浴露样品进行萃取，然后对两

种萃取方法进行比较。

在 SLE中，使用高纯度、精确称量的惰性硅藻土吸附剂有助于将

分析物从水溶液中萃取入有机溶剂内。含分析物的水溶液在穿过

萃取柱时，水相被吸附到硅藻土上。待溶液吸附到吸附剂上之后，

使用不可混溶的有机溶剂进行萃取，分析物从萃取柱上被洗脱下

来 [4]。由于水溶液在吸附剂中形成的分散层非常薄，两种溶剂会

紧密接触，因此不必振荡即可将分析物萃取入有机溶剂中，而在

LLE 萃取过程中必须进行振荡。这样有助于避免出现 LLE 中常见

的乳化现象。SLE萃取柱的外层通常结合有相分离滤芯以防止发

生混合，一旦发生混合，水相与有机溶剂将会被共同洗脱下来。

Chem Elut SLE具有多种可选规格，可购买预填充的萃取柱，也

可散装购买。

实验部分

超纯水由Millipore Synergy UV纯化系统制得。乙腈（购自Burdick

and Jackson (Muskegan, MI)）、甲醇（购自 Fisher Scientific

(Fairlawn, NJ)）、丙酮和乙酸乙酯（购自 Pharmco (Brookfield,

CT)）均为 HPLC 级纯度。对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙

酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯购自 Sigma-Aldrich

Corp。采用甲醇各配制对羟基苯甲酸酯浓度约为 10 mg/mL 的

储备液。用甲醇对储备液进行稀释得到标准溶液。配制得到的

标准溶液的标示浓度分别为 1000、500、100、50、25、10和

1 µg/mL。

萃取过程

将配制得到的储备液加入沐浴露样品中，测定其回收率。使用的

方法来自已出版、用于测定蜂蜜中农药残留物的 SLE 方法 [5,6]。

首先，在进行萃取之前按照图 1 所述的步骤制备样品。将制得的

样品全部倒入 SLE 萃取柱中进行萃取。按照图 1 所述的方法配制

24 个样品。其中 12 个样品的加标浓度为 175 µg/mL，另外 12 个

样品的加标浓度为 20 µg/mL，然后分别计算高浓度对羟基苯甲酸

酯和低浓度对羟基苯甲酸酯的回收率。在每种浓度的 12 个加标样

品中，使用图 2 所述的 SLE 方法对其中 6 个样品进行萃取，另外

6 个样品则使用图 3 所述的 LLE 方法进行萃取，继续对两种萃取方

法进行比较。采用的 SLE 萃取柱为 Chem Elut 5 mL 无缓冲柱。
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HPLC

分析采用了配备二元泵、自动进样器、在线脱气机和 80 Hz 二极

管阵列检测器的 Agilent 1200 Infinity 系列液相色谱仪。本研究选

用的检测器流通池为体积 2 µL 的微量流通池。采用针对 LC 3D 系

统的 ChemStation B.03.01 版进行数据采集和分析。

样品 1.00 ± 0.05 g

样品加标

加入 2.5 mL 乙腈

加入 1.25 mL NaCl 溶液

涡旋 30 s

继续执行萃取

图 1. 采用 SLE 或 LLE 进行萃取之前的样品制备

加载制备好的样品

等待 15 min

使用 10 mL 乙酸乙酯洗脱两次

用 N2
吹干

复溶于 500 µL 甲醇中

进样至 HPLC

图 2. 使用 SLE 萃取洗发水/沐浴露中对羟基苯甲酸酯的步骤

转移制备好的样品

加入 20 mL 乙酸乙酯

加入 5 mL NaCl 溶液

用 N2
吹干

复溶于 500 µL 甲醇中

进样至 HPLC

振荡、放气并将水倒出

使用约 0.2 g MgSO4
进行干燥

图 3. 使用 LLE 通过分液漏斗萃取洗发水/沐浴露中对羟基苯甲酸

酯的步骤

色谱柱： Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6 × 150 mm，

5 µm（部件号 959993-902）

样品制备： Agilent Chem Elut，5 mL（部件号 12198006）

洗脱液： A. 90% 水:10% 乙腈；B. 乙腈

进样体积： 1.7 µL

流速： 2.00 mL/min

梯度： 时间 (min) % B

0.00 30

4.00 65

5.00 70

响应时间： 0.02 s

检测器： 230 nm

分析柱为 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱。运行时间为

9 min，再平衡时间为 2 min。

分析条件



结果与讨论

所得四种对羟基苯甲酸酯的校准曲线如图 4 所示。表 1 显示了校

准曲线的线性回归结果。
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图 4. 四种对羟基苯甲酸酯的校准曲线

表 1. 四种对羟基苯甲酸酯校准曲线的线性回归结果

化合物 最小二乘法的最佳拟合线 R2

对羟基苯甲酸甲酯 y = 0.2721x – 0.0214 0.9997

对羟基苯甲酸乙酯 y = 0.2558x + 0.0507 0.9997

对羟基苯甲酸丙酯 y = 0.2360x + 0.0670 0.9997

对羟基苯甲酸丁酯 y = 0.2190x + 0.0431 0.9997
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图 5. 婴儿洗发水/沐浴露（未加标）经 A) SLE、B) LLE 处理后得

到的色谱图

表 2. 计算所得使用 SLE 和 LLE 萃取婴儿洗发水/沐浴露中四种邻苯二甲酸酯的百分比回收率

洗发水/沐浴露（未加标）样品经 SLE 和 LLE 萃取后所得色谱图

如图 5 所示。由于标签中说明不含任何对羟基苯甲酸酯，因此选

择该样品用于分析。加标样品经 SLE 和 LLE 萃取得到的色谱图如

图 6 所示。该色谱图显示，在对羟基苯甲酸酯洗脱的色谱图区域

中，采用 SLE 萃取得到的样品（如图 5A 和 6A 所示）分析结果更

加清晰，未加标样品中存在的色谱峰并未与目标分析物共洗脱。

采用 LLE 萃取得到的样品分析结果（如图 5B 和 6B 所示）中则含

有与目标分析物一起从基质中萃取出的干扰物。这些干扰峰使得

对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸丁酯的色谱峰很难被准确的定

量分析。

表 2显示了计算所得经 SLE和 LLE萃取得到的洗发水/沐浴露中

的四种对羟基苯甲酸酯的回收率。请注意，尽管低浓度样品的加

标浓度为 20 µg/mL，但进样浓度是 40 µg/mL，因为萃取得到的

样品经干燥并复溶后的溶剂体积为初始体积的一半。两种萃取技

术都给出了合理的百分比回收率值，但使用 SLE进行萃取得到的

回收率值更好些。总体而言，采用 SLE得到的百分比回收率更高，

并且在所有情况下得到的标准偏差均更低。

% 回收率 (LLE) % 回收率 (LLE)
加标浓度 20 µg/mL 加标浓度 175 µg/mL 加标浓度 20 µg/mL 加标浓度 175 µg/mL
平均值 标准偏差 平均值 标准偏差 平均值 标准偏差 平均值 标准偏差

对羟基苯甲酸甲酯 94.32 17.82 79.15 2.53 96.87 2.33 100.29 1.33
对羟基苯甲酸乙酯 83.14 7.63 81.80 2.95 87.78 3.68 101.04 0.78
对羟基苯甲酸丙酯 81.95 6.16 83.93 3.08 82.53 3.94 99.87 1.42
对羟基苯甲酸丁酯 97.36 26.54 82.94 4.86 84.26 3.79 99.41 1.21
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图 6. 加标婴儿洗发水/沐浴露经 A) SLE、B) LLE 处理后得到的色
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结论

结果显示 Agilent Chem Elut SLE 萃取柱提供了一种有效方法，用

于从洗发水/沐浴露基质中萃取对羟基苯甲酸酯。与对羟基苯甲

酸酯一起从基质中萃取出来的杂质非常少，不会干扰分析物的定

量分析。相比于 LLE，采用 SLE 得到的结果更加优异。
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更多信息

这些数据仅代表典型结果。有关我们的产品和服务的详细信息，

请访问我们的网站：www.agilent.com/chem/cn。


