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测定美白类化妆品中氢醌和苯酚的高效液相色谱法改进研究

赵江丽 1，张敏 1，张西茹 1，孙菡 1，宋更申 1，贾东升 2*

（1. 河北省药品检验研究院，石家庄 051000；2. 河北省农林科学院经济作物研究所 药用植物研究中心，石家庄 050051）

摘要　目的：对高效液相色谱法测定美白类化妆品中氢醌、苯酚的色谱条件进行优化。方法：以系统适用

性为指标，比较了色谱柱类型、缓冲盐种类及流动相 pH 对氢醌、苯酚和化妆品样品分离效果的影响。对

优化后色谱条件进行了方法学考察，并在此条件下对抽检的化妆品样品进行测定。结果：最优色谱条件：

采用 C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱，以 10 mmol·L-1 磷酸二氢钾水溶液（磷酸调 pH 3.5）- 甲醇为

流动相进行梯度洗脱，流速 1 mL·min-1，柱温 25 ℃，检测波长 280 nm，进样量 5 μL。在最优色谱条件下，

氢醌质量浓度在 0.4~40 μg·mL-1 范围内，苯酚质量浓度在 0.7~70 μg·mL-1 范围内线性关系良好，相关系

数分别为 0.999 8 和 0.999 9，氢醌、苯酚检测限分别为 0.000 5 和 0.001 μg，定量限分别为 0.002 和 0.003 5 
μg，精密度试验的 RSD 分别为 0.4%~1.0% 和 0.3%~1.8%，回收率分别为 98.4%~99.5% 和 100.4%~102.2%。

对市售的美白祛斑类化妆品 200 批进行测定，在本文的样品处理方法下氢醌和苯酚的检出限分别为 1 和 2 
μg·g-1，定量限分别为 4 和 7 μg·g-1，杂质峰和目标峰能够实现基线分离、峰形对称。结论：本法测定美白

祛斑类化妆品中氢醌、苯酚含量的专属性好，可以为化妆品检验标准的改进提供参考。
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Improvement on determination of hydroquinone and phenol in 
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Abstract　Objective：To improve the chromatographic conditions for the determination of hydroquinone and 
phenol in whitening cosmetics by HPLC．Methods：Based on the system suitability， the factors including column 
type，buffer salt and pH of mobile phase on separation were studied．The method developed has been validated，and 
the cosmetic samples were determined under the optimized conditions．Results：The optimized chromatographic 
conditions were：C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）column was used with the mobile phase of 10 mmol·L-1  
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 monopotassium phosphate solution（adjusted to pH 3.5 with phosphoric acid）-methanol in a gradient elution 
programme at a flow rate of 1 mL·min-1．The column temperature was set at 25 ℃，the determine wavelength 
was 280 nm，and injection volume was 5 μL．Under the optimized condition，hydroquinone and phenol got good 
liner relationship in the ranges of 0.4-40 μg·mL-1 and 0.7-70 μg·mL-1 with correlation coefficient of 0.999 8 
and 0.999 9．LODs were 0.000 5 μg and 0.001 μg，and LOQs were 0.002 μg and 0.003 5 μg，respectively．The 
recoveries were 98.4%-99.5% and 100.4%-102.2% with RSDs of 0.4%-1.0% and 0.3%-1.8%，respectively．
200 batches of commercially available whitening cosmetics were analyzed，including astringent，emulsion，

cream，and mask，etc．The limits of detection content of hydroquinone and phenol were 1 μg·g-1 and 2 μg·g-1， 
and the limits of quantitation content were 4 μg·g-1 and 7 μg·g-1，respectively．The target peak and the 
interference peak separated well with symmetrical shape．Conclusion：The improved method has good specificity 
for the determination of hydroquinone and phenol in whitening cosmetics，which can provide a reference for the  
improvement of cosmetics test.
Keywords：hydroquinone；phenol；whitening cosmetics；HPLC；optimization of the chromatographic condition；

safety monitoring

氢醌和苯酚可以抑制黑色素生成，达到祛斑美白

的效果，因美白祛斑效果明显，价格低廉，曾被广泛添

加到美白祛斑类化妆品中，但这 2 种成分具有较大的

皮肤刺激性，确切的心血管疾病和白血病致病性［1］，

我国《化妆品卫生规范》（2007 年版）将其列为祛斑

美白类化妆品的禁用成分［2］。近年来，国家对化妆

品安全性监督力度逐年加强，但仍有祛斑美白化妆品

中检出违禁使用氢醌、苯酚，因此，对祛斑美白类化妆

品中氢醌、苯酚的监测不可放松。

《化妆品卫生规范》（2007 年版）指定的氢醌、

苯酚的检验方法包括气相色谱法和高效液相色谱 
法［3-4］，其中液相色谱法应用最为广泛。作者在实际

检验中发现，用甲醇 - 水系统做流动相，对供试品溶

液中多种成分洗脱能力均较强，易出现峰拖尾、峰前

沿、馒头峰和宽峰等现象，干扰测定。本文对高效液

相色谱法测定化妆品中氢醌、苯酚的色谱柱类型、流

动相组成和 pH 进行了比较，并对国家安全监督抽检

的 200 余批次市售美白、祛斑类化妆品进行了检验，

以期为化妆品检验标准的改进提供基础，为国家化妆

品安全监督工作提供技术支持。

1　仪器与试药

1.1　仪器

赛默飞 Ultimate 3000 高效液相色谱仪，配二极

管阵列检测器；色谱柱：岛津 Inertsil ODS-SP（4.6 
mm×250 mm，5 μm；填料：十八烷基硅烷键合硅

胶），沃特世 XBridge Shield RP18（4.6 mm×250 mm， 

5 μm；填料：十八烷基硅烷键合硅胶），安捷伦

ZORBAX Eclipse XDB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm；

填料：十八烷基硅烷键合硅胶），沃特世 XTerra MS C18

（4.6 mm×250 mm，5 μm；填料：十八烷基硅烷键合硅

胶），波士顿 Green ODS-AQ（4.6 mm×250 mm，5 μm；

填料：十八烷基硅烷键合硅胶），资生堂 CAPCELL 
PAK C18（4.6 mm×250 mm，5 μm；填料：十八烷基硅

烷键合硅胶）；昆山市超声仪器公司 KQ-250DB 超声

波清洗仪；梅特勒公司 Xs105 型电子分析天平；IKA
公司 MS3 digital 涡旋混合仪；Thermo 公司 X1R 高速

冷冻离心机。

1.2　试药

氢醌和苯酚对照品，德国 Dr．Ehrenstorfer，纯度

99.5%；干扰样品为自制，取甲醇 - 水色谱系统中有

干扰的化妆品样品 17 批，等比例混合制得；样品均

为市售，剂型包括面膜、化妆水、乳液、霜膏及洗面奶。

所有试剂均为色谱纯；试验用水为超纯水。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　混合对照品溶液  精密称取氢醌和苯酚的对

照品适量，分别用甲醇溶解并配制成质量浓度为 1.0  
mg·mL-1 的对照品储备溶液；精密吸取氢醌对照品

储备溶液 0.4 mL 及苯酚对照品储备溶液 0.7 mL 于

10 mL 量瓶中，以甲醇定容，即得氢醌和苯酚质量浓

度分别为 40 和 70 μg·mL-1 的混合对照品储备溶

液，再以甲醇稀释配制氢醌质量浓度分别为 0.4、2.0、
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8.0、20 和 40 μg·mL-1 及苯酚质量浓度分别为 0.7、
3.5、14、35 和 70 μg·mL-1 的系列混合对照品溶液。

2.1.2　供试品溶液　称取样品 1.0 g 于 10 mL 比色管

中，加甲醇至刻度，涡旋混匀，超声（功率 400 W，频

率 40 kHz）提取 20 min，冷却至室温，取提取液 2 mL
于离心管中，8 000 g 离心 10 min，上清液用 0.45 μm
滤膜过滤，取续滤液即得。

2.2　色谱条件优化

2.2.1　色谱柱考察　本文比较了磷酸盐 - 磷酸缓冲

溶液为水相及甲醇为有机相时，氢醌、苯酚及干扰样

品在色谱柱 A［Inertsil ODS-SP（4.6 mm×250 mm， 
5 μm）］、色谱柱 B［XBridge Shield RP18（4.6 mm×250 
mm，5 μm）］、色 谱 柱 C［ZORBAX Eclipse XDB-C18

（4.6 mm×250 mm，5 μm）］、色谱柱 D［XTerra MS C18

（4.6 mm×250 mm，5 μm）］、色谱柱 E［Green ODS-

AQ（4.6 mm×250 mm，5 μm）］、色谱柱 F［CAPCELL 
PAK C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）］6 种色谱柱上的

色谱行为。为保证结果的可比性，通过调整梯度洗脱

条件使氢琨和苯酚在不同色谱柱上的保留时间相近，

并兼顾氢醌、苯酚与样品的分离效果。由表 1 可知，

各色谱柱对氢醌和苯酚的分离效率均能满足要求，理

论板数大于 3 000 m-1；在色谱柱 B 上氢醌为前沿峰，

苯酚为拖尾峰，拖尾因子分别为 0.73 和 1.16；在色

谱柱 C 上苯酚为拖尾峰，拖尾因子 1.21；在色谱柱 D
上氢醌和苯酚均为拖尾峰，拖尾因子分别为 1.35 和

1.53；在色谱柱 A、E 和 F 上，氢醌、苯酚均能得到对称

性较好的色谱峰，拖尾因子 0.9~1.1。氢醌在 6 种色谱

柱上的峰面积无明显差异，在色谱柱 E 和 F 上的峰高

明显大于其他色谱柱；苯酚在色谱柱 A 上的峰面积明

显较小，在色谱柱 B、E 和 F 上的峰高明显较大。

此外，还比较了干扰样品在 6 种色谱柱上的分离

情况。在色谱柱 B、C 和 E 上，有一杂质峰和氢醌峰

的保留时间相近，调整洗脱条件无法使两峰分离度大

于 1.5；在色谱柱 D 上，有一杂质峰和苯酚峰的保留

时间相近，调整洗脱条件仍得不到较好的分离。色谱

柱 A 和 F 上氢醌、苯酚均能与杂质峰得到有效分离，

分离因子大于 1.5，但是色谱柱 A 上氢醌和苯酚的响

应偏低，实际检验中会导致样品的检出浓度较高，易

造成漏检出问题。因此，色谱柱 F［CAPCELL PAK 
C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）］为最适用色谱柱。

2.2.2　缓冲盐种类考察　比较流动相中引入乙酸铵

或磷酸二氢钾对氢醌、苯酚及样品色谱行为的影响。

在流动相系统中加入乙酸铵或磷酸二氢钾对氢醌、苯

酚的色谱行为无影响，但能显著改善化妆品样品的色

谱行为，磷酸盐系统的效果稍优于乙酸铵系统。加入

盐的浓度为 10 mmol·L-1 或 20 mmol·L-1 的分离效

果无明显差别。因此，选择 10 mmol·L-1 磷酸二氢钾

水溶液为水相。

2.2.3　流动相 pH 考察　考察水相 pH 为 2.5、3、3.5、
4、5、6 时氢醌、苯酚及干扰样品的色谱行为，结果见

表 2。随着流动相 pH 降低，色谱柱的分离效率降低，

对氢醌、苯酚分离的理论板数逐渐变小，拖尾因子

表 1　氢醌和苯酚在不同色谱柱上的色谱行为

Tab. 1　Chromatographic behavior of hydroquinone and phenol on different columns

色谱柱

（column）

理论板数

（theoretial plate number）/m-1

拖尾因子

（tailing factor）
峰面积

（peak area）/（mAu·min-1）

峰高

（peak height）/mAu

氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）
氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）
氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）
氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）

A 3 659 16 016 1.14 1.06 5.98 2.61 23.62 19.83

B 3 278 15 486 0.73 1.16 6.21 3.67 25.56 44.86

C 3 436 49 403 0.94 1.21 6.07 3.43 22.99 23.88

D 3 689 29 985 1.35 1.52 6.12 3.58 25.55 18.90

E 4 872 79 679 0.90 1.08 6.00 3.45 31.12 27.44

F 4 345 106 980 0.91 1.04 5.91 3.42 37.03 32.36
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表 2　pH 对氢醌和苯酚色谱行为的影响

Tab. 2　Effects of pH on chromatographic behavior of hydroquinone and phenol

pH

理论板数

（theoretial plate number）/m-1

拖尾因子

（tailing factor）
峰面积

（peak area）/（mAu·min）
峰高

（peak height）/mAu

氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）
氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）
氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）
氢醌

（hydroquinone）
苯酚

（phenol）

2.5 4 159 100 116 0.89 1.00 6.22 3.37 34.22 33.62

3 4 267 101 330 0.91 1.02 6.38 3.78 34.71 33.76

3.5 4 178 101 486 0.91 1.02 6.27 3.71 34.57 33.86

4 4 174 101 654 0.91 1.04 6.25 3.68 34.55 33.91

5 4 254 101 911 0.87 1.02 6.23 3.66 34.64 33.71

6 4 300 105 922 0.87 1.01 6.25 3.65 35.48 34.38

2.2.4　色谱条件的确立　色谱柱：CAPCELL PAK C18

（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流 动 相：10 mmol·L-1 磷

酸二氢钾（磷酸调 pH 3.5）水溶液 - 甲醇，梯度洗脱

（0~4 min，27% 甲醇；4~12 min，27% → 60% 甲醇；12~14 
min，60% 甲醇；15~22 min，60% → 90% 甲醇；23~30 min，
90% → 27% 甲 醇）；流 速：1 mL·min-1；柱 温：25 ℃； 
检测波长：280 nm，进样量：5 μL。
2.3　方法学研究

2.3.1　线性关系考察  取氢醌和苯酚系列混合对照品

溶液，在“2.2.4”项色谱条件下进行测定，以质量浓度

C（μg·mL-1）为横坐标，对应的响应面积 A 为纵坐

标进行线性回归。氢醌、苯酚的线性方程：

y=0.626 7X-0.051 63　r=0.999 8 
y=0.364 1X-0.027 25　r=0.999 9

线性范围分别为 0.4~40 和 0.7~70 μg·mL-1。以

3 倍信噪比计算氢醌和苯酚的检测限分别为 0.000 5 和

0.001 μg，定量限分别为 0.002 和 0.003 5 μg。方法

的专属性良好，杂质对测定无干扰，见图 1 。

先靠近 1 再远离 1，峰面积和峰高先增大再减小，在 
pH 3~4 之间时拖尾因子、峰面积和峰高较优。干扰

样品在氢醌色谱峰前有干扰成分峰，当流动相 pH 大

于等于 4 时其色谱峰为明显拖尾峰且与目标峰无法

实现基线完全分离，当流动相 pH 小于 4 时拖尾得到

明显改善且可与目标峰实现有效分离，但 pH 太低影

响色谱峰的稳定性和色谱柱的寿命，因此选择水相的

pH 为 3.5。

1. 氢醌（hydroquinone）　2. 苯酚（phenol）

图 1　干扰样品的加标 HPLC 图谱

Fig. 1　HPLC chromatograph of interfering sample added with standards
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2.3.2　精密度试验  配制氢醌质量浓度分别为 1.0、
12 和 30 μg·mL-1，苯酚质量浓度分别为 1.75、21
和 52.5 μg·mL-1 的低、中、高浓度的混合对照品溶

液，分别连续进样 5 次进行测定，考察精密度。结

果 氢 醌、苯 酚 浓 度 的 RSD 分 别 为 0.4%~1.0% 和

0.3%~1.8%，表明精密度良好。

2.3.3　回收率试验  准确称取阴性样品 5 份，每份 1.0 
g，分别精密加入氢醌和苯酚混合对照品储备液适量，

按照“2.1.2”项下方法进行处理，制备高、中、低浓度

供试溶液，分别在“2.2.4”色谱条件下进行测定，并计

算回收率和 RSD。结果氢醌、苯酚的平均回收率分

别为 98.4%~99.5% 和 100.4%~102.2%，见表 3，回收

情况良好。

表 3　回收率考察结果

Tab. 3　Results of recoveries
化合物

（compound）
浓度水平

（concentration level）
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/

%

氢醌

（hydroquinone）
低（low） 98.4 0.9

中（medium） 99.3 0.8

高（high） 99.5 0.7

苯酚（phenol） 低（low） 102.2 0.7

中（medium） 102.0 0.9

高（high） 100.4 0.8

2.4　样品测定

取抽检的市售美白祛斑产品（剂型涉及面膜、化

妆水、乳液、霜膏和洗面奶）200 批，分别按照“2.1.2”
项下方法进行处理，在“2.2.4”项所述色谱条件下进

行测定。在本文的样品处理方法下氢醌和苯酚的检

出浓度分别为 1 和 2 μg·g-1，定量浓度分别为 4 和 7 
μg·g-1。样品色谱图中未出现拖尾峰、馒头峰，干扰

峰和目标峰能实现基线分离，分离因子大于 1.5。
3　讨论

在定量分析中，HPLC 法由于具备准确性、重复

性好，普及性高等特点，已经成为首选。色谱条件的

系统适用性是评判方法优劣的通用标准，本文以色谱

行为参数为指标，考察了色谱柱类型、缓冲盐系统和

流动相 pH 对系统适用性的影响。

3.1　色谱柱

不同色谱柱的填料不同，对化学成分的吸附性

会有差异。固定相填料对成分的吸附能力强于流动

相的洗脱能力时形成拖尾峰；固定相对成分的吸附

能力弱于流动相的洗脱能力时形成前延峰。中国药

典规定色谱峰的拖尾因子 0.9~1.1 为佳，在色谱柱

A、E 和 F 上，氢醌、苯酚均能得到对称性较好的色谱

峰。氢醌在色谱柱 E 和 F 上的峰高明显大于其它色

谱柱，而峰面积无明显差异，苯酚在色谱柱 A 上的峰

面积明显较小，在色谱柱 B、E 和 F 上的峰高明显较

大。此外，干扰样品在色谱柱 D 上，有一杂质峰和苯

酚峰的保留时间相近，调整洗脱条件仍得不到较好的

分离；在色谱柱 B、C 和 E 上，有与氢醌峰保留时间

相近的杂质峰，调整洗脱条件无法使两峰分离度大于

1.5。综上，色谱柱 A 和 F 均可用于化妆品中氢醌和

苯酚的测定，其中色谱柱 A 对氢醌和苯酚的死吸附

较大导致响应偏低。

3.2　缓冲盐种类

当流动相的离子强度较小时，酸性化合物易出

现色谱峰太宽、对称性差等峰形问题，加入适合的缓

冲盐可改善这一问题［5］。氢醌和苯酚均为弱酸性成

分，在 C18 色谱柱上的色谱性质比较稳定，流动相的

离子强度和 pH 对其色谱行为影响不会太大［6-7］。在

流动相系统中加入乙酸铵或磷酸二氢钾对氢醌、苯酚

的保留时间、峰形和峰面积等无明显变化，但对化妆

品样品中杂质峰的峰形有显著的修饰作用，并大大改

善了目标峰与干扰峰的分离情况。引入磷酸二氢钾

的效果优于引入乙酸铵的效果。

3.3　流动相 pH
反相高效液相色谱中，流动相的 pH 对酸性化合

物的分析具有重要意义，不恰当的 pH 值可能导致峰

形不对称、分裂、太宽或肩峰，不同 pH 条件下目标化

合物的保留时间、响应强度及重现性也会有一定差

异［8-9］。化妆品中可能干扰氢醌和苯酚测定的成分

如防腐剂、防晒剂、祛斑剂等，高效液相色谱法分析的

流动相一般为酸性［10-12］。随着流动相 pH 值降低，色

谱柱对氢醌和苯酚分离的理论板数逐渐变小，拖尾因

子、峰面积和峰高有细微波动［13-15］，以 pH 3~4 之间

时较优；干扰样品在氢醌色谱峰前有一拖尾峰，当流

动相 pH 小于 4 时，此干扰峰拖尾得到完全改善，可

与目标峰得到有效分离；但 pH 太低会降低色谱柱的

分离效率、缩短的寿命，因此，选择水相的 pH 为 3.5。
美白类化妆品一般包括酸度调节剂、防腐剂、美

白剂、防晒剂等多种化学成分，对高效液相色谱法分

析的要求也不尽相同。作者在检验中发现，《化妆品

卫生规范》给出的以甲醇 - 水系统为流动相等度洗
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脱法不能将杂质峰和目标峰有效分离，特别是一些添

加了中药提取物的样品；采用梯度洗脱法可使部分

样品的杂质峰和目标峰得到分离，但仍有部分化妆品

样品存在色谱峰拖尾、宽峰和基线漂移等情况，影响

实际测定。

4　结论

研究结果显示，CAPCELL PAK C18（4.6 mm×250 
mm，5 μm）为分离祛斑、美白类化妆品中氢醌和苯

酚的优选色谱柱；加入 10 mmol·L-1 缓冲盐，调节流

动相 pH 在 3~4 之间，有效改善了供试品溶液的色谱

行为，实现了杂质和目标色谱峰的有效分离。在优化

色谱条件下，对市售的化妆品样品 200 批次进行氢

醌、苯酚检测，结果令人满意。
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