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摘 要：针对化妆品中多组分禁限用有机着色剂高通量筛查需求，本研究建立了一种基于超高效液相色谱-
四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱（ultra-high-performance liquid chromatography-quadrupole-Orbitrap high-res⁃
olution mass spectrometry，UHPLC-Q-Orbitrap HRMS）的快速筛查方法，实现对 93种化妆品禁限用有机着色

剂的同步定性筛查。以 93种禁限用有机着色剂为研究对象，采用四氢呋喃-二甲基亚砜-甲醇混合提取溶剂

对样品进行超声萃取；目标物经Hypersil GOLDTM C18色谱柱（50 mm×2. 1 mm，1. 9 μm）梯度洗脱分离，质

谱采用全扫描-二级质谱数据依赖（Full MS/dd-MS²）采集模式，获取各目标物保留时间、母离子精确质量、

特征碎片离子精确质量等信息；将全部标准品对应数据导入mzVault软件，搭建覆盖 93种目标着色剂的专属

高分辨质谱数据库。通过将样品的母离子的精确质量数、保留时间、MS/MS谱图等信息与质谱数据库进行匹

配，实现高通量筛查。将该方法应用于 100批次市售化妆品实际样品的筛查，共检出 3批次存在着色剂不合

规使用风险。本方法分析速度快、定性识别准确度高，适用于市售化妆品中禁限用有机着色剂大批量快速风

险筛查。
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Abstract：To address the demand for high-throughput screening of multiple prohibited and restricted 
organic colorants in cosmetics， this study established a rapid screening method based on ultra-high-
performance liquid chromatography-quadrupole-Orbitrap high-resolution mass spectrometry （UH⁃
PLC-Q-Orbitrap HRMS）  for the simultaneous qualitative screening of 93 prohibited and restricted 
organic colorants.  The target compounds were extracted from cosmetic samples by ultrasonication us⁃
ing a mixed solvent of tetrahydrofuran–dimethyl sulfoxide–methanol.  Chromatographic separation 
was achieved on a Hypersil GOLDTM C18 column （50 mm × 2. 1 mm， 1. 9 μm）  under gradient 
elution， and mass spectrometric detection was performed in Full MS/data-dependent MS² （Full MS/
dd-MS²）  acquisition mode to obtain retention times， precursor ion accurate masses， and charac⁃
teristic fragment ion masses for each analyte.  The acquired mass spectral data of all reference stan⁃
dards were imported into mzVault software to construct a dedicated high-resolution mass spectral li⁃
brary covering the 93 target colorants.  High-throughput screening was achieved by matching the ac⁃
curate masses of precursor ions， retention times， and MS/MS spectra of the samples against the 
mass spectral library.  The proposed method was then applied to the screening of 100 batches of com⁃
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mercially available cosmetic products， among which three batches were identified as having non-
compliant use of colorants.  Overall， the method exhibits rapid analysis speed and high qualitative 
identification accuracy， rendering it suitable for large-scale rapid risk screening of prohibited and 
restricted organic colorants in commercial cosmetics.
Key words：cosmetics；prohibited and restricted organic colorants；mass spectral library；high-
throughput screening
着色剂是化妆品配方中不可或缺的组分，用于赋予产品丰富色彩、提升视觉吸引力。依据其来源，

化妆品着色剂主要分为有机合成着色剂、无机着色剂和天然着色剂三大类［1］。有机合成着色剂按化学

结构可划分为偶氮类、三芳甲烷类等多种类型。有机合成着色剂因着色力强、色泽鲜艳、稳定性好、

成本低廉等优势，在化妆品领域应用广泛［2］。

然而，部分有机着色剂经研究证实对人体健康存在潜在危害，如皮肤刺激、过敏反应，甚至具有

致癌风险或遗传毒性［3］。为此，我国《化妆品安全技术规范》（2015年版）［4］及欧盟EC 1223/2009等法

规均对化妆品中允许使用的着色剂品种、使用范围及限量做出严格规定，明确列出禁用及限用清单。

然而，化妆品中禁限用有机着色剂的违规添加问题时有发生，部分企业超范围、超限量使用限用着色

剂，或违规添加禁用品种，严重威胁消费者使用安全。

针对化妆品中有机着色剂的定性定量检测需求，国内已逐步形成配套标准检测体系，现行有效依

据包含《化妆品安全技术规范》（2015 年版）［4］、国家药品监督管理局 2025 年第 133 号公告［5］、GB/T 
34806-2017［6］、GB/T 37545-2019［7］等法规与国家标准。除此之外，文献报道的分析方法主要为高效

液相色谱法［8， 9］或液相色谱-串联质谱法［10， 11］。前者灵敏度与定性能力有限，可能出现假阳性；后者

选择性好、定量准确。但现有方法针对已知目标物的数量较少。这些碎片化的方法不仅增加了检测成

本，也导致多数着色剂存在监管盲区。

超高效液相色谱-高分辨质谱（UHPLC-HRMS）技术集高分辨率、高质量精度与宽质量范围扫描

于一体，能在一次分析中获得化合物的精确母离子质量数、二级碎片离子信息及同位素分布等丰富数

据，兼具靶向确证与非靶向筛查的双重优势［12］。化妆品中风险物质种类繁多，按传统方法需根据不同

化合物类别进行多次实验，周期长、效率低。高分辨质谱可在一次分析中，同时对成百上千种化合物

进行筛查。基于高分辨质谱获取的精确质量数、保留时间、同位素分布和碎片离子谱图等信息，可以

为目标化合物建立高分辨质谱数据库［13］。将样品的检测数据与数据库进行匹配，即可快速锁定可疑物

质，将传统繁琐的数据解析工作流程化、自动化。该技术路径已在食品、化妆品等产品中糖皮质激素、

抗感染药物及农药等非法添加物的高通量检测中得到成功应用［14-17］。

基于此，本研究拟以化妆品中禁限用有机着色剂为研究对象，针对该类化合物数量众多、结构多

样、极性与离子化行为差异显著的特点，采用超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱

（UHPLC-Q-Orbitrap HRMS）技术，建立涵盖 93种着色剂的高通量筛查方法，并将其应用于市售彩妆

产品中着色剂实际添加情况的监测。研究成果将有效弥补现有检测技术在覆盖面方面的不足，为化妆

品中着色剂的日常监管提供灵敏、准确、高效的技术手段与数据支撑。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

Vanquish UHPLC 超高效液相色谱系统、Q Exactive 四极杆静电场轨道阱高分辨质谱仪 （美国

Thermo 公司）；涡旋混合仪 （杭州佑宁仪器有限公司）；超声清洗仪 （宁波鄞州甬杰实验仪器有限

公司）。

乙腈 （色谱纯，德国 Merk 公司）；甲醇 （色谱纯，德国 Merk 公司）；四氢呋喃 （色谱纯，德国

Merk公司）；二甲基亚砜（色谱纯，德国Merk公司）；甲酸（色谱纯，上海麦克林公司）；93种着色剂

标准品（见表 1）主要购自：CATO、上海安谱、Dr. Ehrenstorfer、Bepure、First Standard等公司；实验

用水为超纯水（美国Millipore公司，18. 2 MΩ·cm）。
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1. 2　标准溶液的配制　
每种着色剂使用适当的溶剂，配制成浓度为 500~1000 mg/L的储备液，于 4℃避光保存。93种着色

剂所用配制溶剂以及其他相关信息详见表1。
1. 3　样品前处理　

称取样品0. 2 g（精确到0. 001 g），置于10 mL具塞比色管中，加入2 mL四氢呋喃和1 mL二甲基亚

砜，涡旋振荡 30 s使样品分散，加入甲醇至近刻度，超声提取 20 min，静置至室温，用甲醇定容至刻

度，摇匀。取1 mL试液于塑料离心管中，经15000 r/min离心10 min，上清液作为待测溶液。

1. 4　UHPLC-Q-Orbitrap HRMS分析　
液相色谱条件：Hypersil GOLDTM C18色谱柱（50 mm × 2. 1 mm，1. 9 μm）；流动相A为 0. 01%甲酸

水溶液，流动相 B 为乙腈。梯度洗脱：0～0. 5 min，10% B；0. 5～6. 5 min，10%～95% B；6. 5～7. 5 
min，95% B；7. 5～7. 6 min，95%～10% B；7. 6～10 min，10% B。柱温为 35℃，流速为 0. 3 mL/min，
进样量为1 μL。

质谱条件：电喷雾离子源（HESI）；正、负离子检测模式；离子传输管温度 320℃；辅助气（N2）

加热温度 350℃，流速 8 L/min；鞘气（N2）流速 8 L/min；吹扫气（N2）流速 0. 1 L/min。数据采集方式

为一级全扫描加二级数据依赖采集（Full MS/dd-MS2），一级质谱全扫描（Full MS）分辨率为 70000，
质量扫描范围m/z 100～1500，二级离子扫描（dd-MS2）分辨率为 17500，碰撞能量（NCE）为 10、30
和50 eV。

2 结果与讨论 
2. 1　禁限用着色剂二级质谱数据库的构建　

本研究选取 93种化妆品禁限用有机着色剂作为目标分析物，在 1. 4仪器分析条件下对各标准品溶

液进行数据采集。其中 7组具有相同理论质量数的着色剂单独进样分析。分别在正离子和负离子模式

下记录每个化合物的MS1谱图（确定母离子的精确质量数和电荷态）以及其保留时间（RT）。

将采集的原始质谱文件（. RAW格式）导入mzVault软件后，提取各目标分析物对应保留时间下的

MS1和MS2谱峰，随后基于理论精确质量数对碎片离子进行重新校准，并移除噪声峰。为每个谱图条

目关联化合物名称、化妆品着色剂索引号、CAS号、分子式、法规限定使用范围和化学结构（MOL文

件）等元数据，最终保存为着色剂自建质谱数据库。将建好的mzVault数据库导入Compound Discoverer 
3. 3数据分析软件，用于后续样品批量定性筛查。93种目标着色剂对应的关键质谱参数汇总于表1。
2. 2　样品筛查确证方法的建立　

依次进样混合标准溶液及待测样品溶液，按照 1. 4仪器分析方法采集数据。将采集的原始数据导

入Compound Discoverer 3. 3软件，软件基于预设的参数自动提取数据，然后进行峰对齐，检测化合物，

与上述建立的高分辨数据库进行匹配、化合物分子式拟合、同位素分析，输出结果。

对结果进行筛选，按一级质谱匹配分子离子峰m/z偏差在 5 ppm （5×10-6）以内、二级匹配分数不

低于 70、色谱峰呈高斯分布、化合物保留时间误差±0. 3 min以内。对符合上述条件的可疑化合物采用

相应的标准品进行确证分析。具体流程图见图1。
2. 3　提取溶剂的选择　

本研究涉及的目标物涵盖偶氮、呫吨、三芳甲烷、蒽醌等多类结构差异显著的有机着色剂，其分

子极性和溶解特性各不相同，单一溶剂（如水、甲醇、四氢呋喃、二甲基亚砜）仅能针对部分目标物

实现有效溶解。同时，不同类型基质化妆品的分散性能差异明显，尤其膏状和蜡基类样品难以均匀分

散。因此，采用单一提取溶剂既无法兼顾各类着色剂的充分溶出，也难以实现复杂基质的有效分散，

提取效率受限。

针对上述问题，本研究构建了一种三元复合提取溶剂体系：首先加入四氢呋喃以实现化妆品基质

的充分分散，随后引入二甲基亚砜以提升弱极性着色剂的溶解度，最后添加甲醇用于强化极性较强着

色剂组分的提取。该复配体系可同步适应极性范围宽泛的多类目标着色剂，从而实现对不同结构禁限

用着色剂的高效提取。
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2. 4　色谱条件的选择　

本研究涉及 93种着色剂，其极性范围广泛，涵盖水溶性高极性化合物至可溶于有机溶剂的中低极

性化合物。为实现对上述多种组分的有效分离，本方法采用反相色谱柱，具体选用 Hypersil GOLD™ 
C18色谱柱。该色谱柱采用高纯硅胶基质，经过封端处理、填充 1. 9 μm小粒径填料，有助于获得尖锐

对称的峰形。

由于这 93种着色剂既包含碱性化合物，也包含酸性化合物。在流动相方面，往流动相中添加甲

酸，有利于酸性化合物的保留，同时碱性化合物易带正电荷，提高离子化效率。此外，为降低小粒径

色谱柱在常规流速下产生的高柱压，选用乙腈作为有机相降低系统压力。最终，本方法采用 0. 01%甲

酸水溶液和乙腈作为流动相进行梯度洗脱。在此条件下，所有目标着色剂均能在色谱柱上实现出峰，

且在质谱检测中获得稳定、可重现的信号响应。

2. 5　质谱条件的选择　

根据这 93种着色剂的电离性质差异，实验采用正离子模式（ESI+）和负离子模式（ESI-）分别进

行质谱数据采集。着色剂使用合适的溶剂溶解后，在溶液状态下，以分子或离子形态存在，在ESI离
子源发生电离后，大部分化合物得到 ［M+H］ +或 ［M-H］ -的母离子，溶剂绿 7 和直接红 28 得到

图1　化妆品着色剂高通量筛查方法的构建及应用分析流程
Fig.  1　Workflow of construction and application of a colorants high-throughput screening method in cosmetics
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［M-2H］ 2-。

实验使用高分辨质谱进行全扫描检测。鉴于目标化合物结构多样、碰撞诱导解离行为差异显著，

本方法采用阶梯式归一化碰撞能量（stepped normalized collision energy， stepped NCE）进行碎裂，分别

设置为 10、30和 50 eV。该策略可有效应对复杂结构混合物的碎片化需求，并在不针对单个化合物优

化碰撞能量的前提下，显著简化筛查分析的方法开发流程。在上述条件下，所有 93种着色剂均可获得

对应于母离子的特征碎片谱图。

基于 UHPLC-HRMS 条件，采集着色剂混合标准品数据，获得总离子流图（见图 2）。结果表明，

93 种目标物在梯度洗脱程序内分布均匀。以正离子模式下的碱性红 9 （CI 42500）、碱性紫 14 （CI 
42510）及负离子模式下的酸性蓝 1 （CI 42045）、酸性红 52 （CI 45100）为例，其局部放大的提取离子

流图显示色谱峰形尖锐且对称，表明所建方法在色谱保留与质谱响应方面均表现良好。

2. 6　具有相同质荷比着色剂的区分　
通过比较化合物的实际质量数与理论质量数，若偏差值小于 5×10-6，则可初步判定为目标化合物。

在研究的93种着色剂中，存在7组具有相同理论质量数的化合物，归属于两类情形。

其中 3组化合物：溶剂红 49与碱性紫 10，溶剂紫 9与碱性紫 3，颜料红 53与颜料红 53：1，后者为

前者的盐形式，溶液中分子或离子形态相同。由于这些化合物在本分析方法中具有相同的色谱保留时

间和质谱特征，无法直接区分其具体形式。上述着色剂均为我国《化妆品安全技术规范》所列禁用组

分，但各自对应不同的化妆品原料名称（INCI名称）。从筛查策略角度而言，若在样品中未检出该类

物质，则可认为该母体化合物及其盐形式均未添加；若检出信号，则以母体化合物为代表进行结果报

告和后续确认。

另外有 4组同分异构体，分别是酸性橙 7与橙黄Ⅰ，酸性红 88与颜料红 49，食品红 1与酸性红 26，
食品黄 3与酸性橙 10。试验发现：酸性橙 7与橙黄Ⅰ，酸性红 88与颜料红 49，这两组同分异构体之间

的保留时间差异显著，可通过保留时间实现明确区分。而食品红 1与酸性红 26，食品黄 3与酸性橙 10
这两组同分异构体之间的保留时间接近（ΔRT<0. 3 min），但其特征碎片离子谱存在明显差异，可以通

过二级质谱信息的差异进行有效鉴别。因此，基于本方法建立的筛选条件，所有同分异构体均可实现

图2　在正负离子模式下采集的93种着色剂的总离子流图和局部放大提取离子流图
Fig. 2　Total ion chromatograms and partial enlarged extracted ion chromatograms of 93 colorants acquired in positive and nega⁃

tive mode
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有效区分。

2. 7　筛查限的确定及质量控制　
参照欧盟 SANTE/11312/2021 的相关规定，定性筛查方法的筛查检测限 （Screening Detection 

Limit， SDL）被定义为：在样品中可以检测到某种分析物的最低浓度［19］。依据该定义，通过逐级稀释

标准溶液，使母离子提取色谱峰信噪比≥3，可采集到二级质谱进行确认，该浓度作为筛查限，得到 93
种着色剂的筛查限范围为 0. 25~50 mg/kg。与现有国标中着色剂的检出限相比，本方法的筛查限与检出

限相近，甚至更低（详见表1）。因此本方法满足化妆品中禁限用有机着色剂的筛查要求。

在日常质量控制方面，依据上述技术文件要求，每批至少检测 10%的分析物，确保在筛查检测限

水平可检出。选用颜料红 53、溶剂橙 7、酸性橙 24、溶剂红 3、酸性红 52、酸性黄 73、碱性紫 1、碱性

绿 4、溶剂蓝 35和酸性紫 43这 10种着色剂作为代表性着色剂。这 10种着色剂包含了水溶性染料和脂

溶性染料，覆盖了偶氮类、呫吨类、三芳甲烷类、蒽醌类这四种结构类型。选择基质较为复杂的腮红

和唇膏样品进行加标回收验证，结果表明，所有代表性着色剂在 SDL浓度水平下均能有效检出，方法

稳健性良好，可满足日常实际样品分析的质量控制要求。

2. 8　实际样品筛查结果　
将所建立的高通量筛查方法应用于 100批次市售化妆品样品中 93种着色剂的筛查。结果显示，有

2批次儿童化妆品护肤油中检出了标签外着色剂分散黄 16，该着色剂按现行规定仅限用于暂时接触皮

肤的化妆品；另外还在 1批次护肤膏样品中检出了化妆品禁用原料溶剂蓝 35。这 3批次问题样品均含

有植物提取物，关于着色剂的来源（企业自行添加或原料带入）尚需进一步研究确定。这三批次问题

样品的二级质谱图如图3所示。

为进一步验证本筛查方法的准确性，采用现行标准方法GB/T 34806-2017《化妆品中 13种禁用着

色剂的测定 高效液相色谱法》和 GB/T 37545-2019 《化妆品中 38 种准用着色剂的测定 高效液相色谱

法》对上述阳性样品进行复测，结果同样显示分散黄16和溶剂蓝35为阳性，与本方法结果一致，表明

所建筛查方法具有良好的准确性和可靠性。

3 结 论 
本研究基于超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱（UHPLC-Q-Orbitrap HRMS） 技

术，采用 Full MS/dd-MS²采集模式，结合自建禁限用有机着色剂的质谱数据库，建立了一套适用于化

妆品中 93种禁限用着色剂的高通量筛查方法。与现有《化妆品安全技术规范》（2015年版）和国家标

准方法所测着色剂总数（71种）相比，本方法覆盖范围更广；单次分析时间控制在 1小时以内，检测

效率显著提升；采用高分辨质谱确证，定性准确性优于传统液相色谱法，且灵敏度与现有方法基本持

平或更低。将所建方法应用于市售化妆品实际检测，成功发现了部分产品中着色剂的违规使用情况。

结果表明，本方法灵敏度高、操作简便、覆盖范围广，能够有效满足化妆品中禁限用着色剂的日常监

管筛查需求，并为打击非法添加行为提供了可靠的技术支撑。
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