[bookmark: _GoBack]《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法 
高效液相色谱法》团体标准编制说明
一、标准起草的基本情况（包括简要的起草过程、主要起草单位、起草人等）
四氢甲基嘧啶羧酸又名依克多因（Ectoin）,是一种氨基酸衍生物，具有良好的亲水性，可组织结合其周围的水分子及氨基酸衍生物，产生“Ectoin水电复合”，这些复合物围绕着细胞、酶、蛋白质和其他生物分子，在周围形成稳定的水合壳，可维持渗透压平衡，减少内在细胞的水分过度蒸发，保护细胞，以保证细胞内的分子能正常运行。与此同时，依克多因还可以帮助肌肤屏障恢复，保持肌肤健康水润。不仅能高效阻挡太阳光和蓝光的侵害，还能抵御空气中的污染物和过敏原。除了修护、保湿、防护外，依克多因还能激活皮肤的朗格汉斯细胞，激发皮肤的自我修护能力，提升皮肤细胞的免疫防护能力。在化妆品中可用做皮肤保护剂、保湿剂，具有修护、抗皱、紧致的功效。
四氢甲基嘧啶羧酸原料具有良好的安全性、有效性、稳定性和配伍相容性，其在化妆品中的使用迅速增多。但是，对四氢甲基嘧啶羧酸的检测方法仅少量专利进行过探究，目前还没有较为统一的质量标准规范，原料的质量和功效是化妆品安全和功效的基础和保障，因此，为落实《化妆品监督管理条例》规定，从源头把控化妆品的安全和功效，经湖南水羊化妆品制造有限公司提案，中国香料香精化妆品工业协会提出制定《化妆品用原料 四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法 高效液相色谱法》团体标准，经立项公示通过立项，组织制定工作。
由于此产品目前国内外没有相关的法规标准，本标准起草制定参照《关于印发化妆品中禁用物质和限用物质检测方法验证技术规范的通知》(国食药监许[2010]455号)和《化妆品安全技术规范》（2015版）进行编制。
1．工作来源
根据“关于2024年中国香料香精化妆品工业协会团体标准（第一批）立项公示的通知”，由湖南水羊化妆品制造有限公司、华熙生物科技股份有限公司、广州质量检验研究院联合研究制定《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法 高效液相色谱法》团体标准。
2024年4月，本团体标准经中国香料香精化妆品工业协会审议通过立项，通知见《关于2024年中国香料香精化妆品工业协会团体标准（第一批）立项公示的通知》。

2. 起草单位与主要起草人
联合牵头单位：湖南水羊化妆品制造有限公司、华熙生物科技股份有限公司。
协作起草单位：广州质量检验研究院。
主要起草成员：张廷志、刘泽鑫、李旭杰、王怡玮、唐毓萍、王艳旗、黄亮、陈彦君、郭宁海。
3. 主要工作过程
2024年3月，湖南水羊化妆品制造有限公司作为立项申请人向中国香料香精化妆品工业协会提出《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的检验方法》团体标准立项提案。
2024年4月17日，经中国香料香精化妆品工业协会初审并征求行业专家立项论证和审核，《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的检验方法》团体标准正式获批立项，并在协会官方网站进行了为期15个工作日的公示。
2024年4月-12月，湖南水羊化妆品制造有限公司经过文献查阅，资料整理，实验条件摸索，初步形成《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》初稿。
2024年12月，湖南水羊化妆品制造有限公司作为立项单位，联合华熙生物科技股份有限公司、广州质量检验研究院成立团体标准起草小组。
2025年1月-4月，标准起草小组编制了工作计划，在充分整理研究数据、收集国内外相关法律法规的基础上，以华熙生物科技股份有限公司的专利《一种检测化妆品中依克多因的方法》CN 111983076 B为方法依据，优化了色谱柱、流速等相关条件，经过三家不同实验室验证及多次深入研讨，进一步形成《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》征求意见稿。
2025年4月-7月，标准起草小组按计划完成了《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》的方法学验证工作和数据整理，编制形成了《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》的编制说明。
2025年7-9月，整理修改《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》及《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》的编制说明，定稿。已获得华熙生物科技股份有限公司专利《一种检测化妆品中依克多因的方法》的实施许可声明。
本标准由湖南水羊化妆品制造有限公司主持起草，华熙生物科技股份有限公司和广州质量检验研究院协作起草和复核。
本标准起草过程中对市场上的产品进行收集，根据目前化妆品用原料的国内外相关标准要求，通过试验条件的摸索、方法建设及验证工作，确定该标准的检验方法和技术指标。联合华熙生物科技股份有限公司和广州质量检验研究院协作进行了方法验证工作，结果显示检验方法和技术指标具有可行性。
目前起草工作组确定该标准的基本框架，包括：化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的检验方法的适用范围、试验方法及方法学验证等内容，形成标准草案的基本框架，于2025年11月初完成征求意见稿。
二、与我国有关法律法规和其他标准的关系
该标准及专利参考来自华熙生物科技股份有限公司；目前，化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的检验方法除专利外，还没有公开的国家标准、行业标准或团体标准。本标准指标参照《关于印发化妆品中禁用物质和限用物质检测方法验证技术规范的通知》(国食药监许[2010]455号)和《化妆品安全技术规范》（2015版），结合行业其他化妆品原料标准进行编制。
三、国外有关法律、法规和标准情况的说明
[bookmark: OLE_LINK9]目前，化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的检验方法国外没有公开的标准。
四、标准的制（修）订与起草原则
本标准的制定符合产业发展的原则，本着先进性、科学性、合理性和可操作性的原则以及标准的目标、统一性、协调性、适用性、一致性和规范性原则来进行本标准的制定工作。
本标准起草过程中，主要依据《GB/T 1.1标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》进行编写。本标准制定过程中，主要参考了以下标准或文件：
《关于印发化妆品中禁用物质和限用物质检测方法验证技术规范的通知》(国食药监许[2010]455号)
《化妆品安全技术规范》（2015版）
《中华人民共和国药典》（2020版）
《一种检测化妆品中依克多因的方法》唐毓萍等，CN 111983076 B


5、 确定各项技术内容（如技术指标、参数、公式、试验方法、检验规则等）的依据（与国际相关标准的对比情况，与国际标准不一致的，应当提供科学依据）
1.各项技术指标要求
	指标
	本标准要求
	指标制定依据
	依据名称

	色谱柱
	SB-C18色谱柱, 250mm×4.6mm，5 mm，或等效色谱柱
	色谱柱选择：通过与柱长为250 mm氨基柱对比，C18柱具有更好的分离度和普适性;与柱长为150 mmC18柱对比，保留时间更长，更有利于分离；与粒径2.7 μm的C18柱相对比，保留时间更长，且更具普适性和经济性。
	/

	标准品对照
	与标准品对照：供试品溶液主峰的保留时间应与对照品溶液主峰保留时间一致，紫外光谱图比对一致。
	高效液相色谱法鉴别：在色谱条件相同的情况下，同样的物质其保留时间是一致的。标准物质购自坛墨质检标准物质中心，纯度为99.9%。供试品与对照品保留时间一致，紫外光谱图比对一致，可以定性鉴别属同一物质。
	/

	色谱条件
	柱温：30℃。
	柱温探究：在其他色谱条件相同的情况下，柱温对峰型和保留时间的影响较小。考虑各地实验室实际工作的环境温度，选择30℃为条件较为普适。
	/

	
	进样量：1 μL
	进样量探究：在其他色谱条件相同的情况下，探究进样量为1、5和10μL时对色谱峰的峰型影响，当进样量较大时，高浓度样品的色谱峰可能出现峰型不对称、过载等情况。考虑实际样品中依克多因含量通常为0.1-2.0%，因此，选择进样量为1μL可以更好的分析高浓度样品。
	/

	
	流动相组成：
流动相A：40mmol/L磷酸二氢钠（4.8g）+10mmol/L 1-庚烷磺酸钠（2.02g)水溶液，用磷酸调pH至3.0。
流动相B：甲醇
	流动相组成探究：在其他色谱条件相同的情况下，探究了不同的离子对试剂对分离效果的影响，发现合适的pH缓冲体系下的1-庚烷磺酸钠作为流动相的分离效果要优于十二烷基硫酸钠、纯磷酸盐缓冲体系。
	/

	
	流动相水相pH值：3.0
	流动相水相的pH值探究：资料表明，依克多因的pKa值为3.14，在其他色谱条件相同的情况下，探究了pH为2,3,4时对分离效果的影响，当pH为3时，峰型尖锐对称，无前伸或拖尾问题。
	/

	
	流速：1.0 mL/min
	流速探究：在其他色谱条件相同的情况下，探究流速为0.5、0.8、1.0、1.5 mL/min时对色谱峰的峰型和分离度的影响，当流速为1.0 mL/min时，峰型最优且分离效果最好。
	/



2. 团体标准《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》方法验证，湖南水羊化妆品制造有限公司验证报告见附件1，华熙生物科技股份有限公司验证报告见附件2、广州质量检验研究院验证报告见附件3。









3.主要试验（或验证）情况分析
方法可行性确认：为了更好的了解该方法在不同基质、不同实验室、不同操作人员使用时的情况，起草工作组将在市面上收集到的不同基质的产品按照《化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法》团体标准草案进行检测, 湖南水羊化妆品制造有限公司（实验室1）、华熙生物科技股份有限公司（实验室2）和广州质量检验研究院（实验室3）三家实验室共六位检验员参加了对相关产品的检验工作，该实验由具体检测数据见表1所示。
表1 三家公司实验室对不同基质产品的检测结果汇总
	  企业名称
含量/%
	实验室1
	实验室2
	实验室3

	
	人员1*
	人员2
	人员1*
	人员2
	人员1*
	人员2

	精华油 2.0%
	1.99
	2.01
	1.85
	1.91
	2.02
	2.01

	乳液 0.5%
	0.507
	0.515
	0.454
	0.481
	0.543
	0.540

	膏霜 0.5%
	0.488
	0.480
	0.474
	0.482
	0.536
	0.522

	精华液 1.0%
	0.990
	1.01
	0.914
	0.914
	1.06
	1.07

	卸妆膏 0.5%
（蜡基类）
	0.498
	0.461
	0.458
	0.471
	0.504
	0.505


注：人员1测试所得的含量值为两次平行测定的平均值。
综合表1中数据，三家实验室在对5种不同基底的化妆品样品中依克多因含量测定时，测量值均与添加量基本保持一致，相对偏差均在10%以内，表明该方法具有广泛的适应性。
此外，三家实验室还进行了方法验证工作，采用同一个批次的以上产品进行了对比试验，对本方法的检出限、定量限、重现性、加标回收率进行了验证，验证结果统计情况见表2。
表2 实验室间的方法学验证结果汇总
	实验室  
项目指标
	实验室1
	实验室2
	实验室3

	检出限μg/mL
	0.47
	0.72
	1.60

	定量限μg/mL
	1.57
	2.40
	5.00

	日内精密度RSD/%
5μg/mL Day1
	4.35
	2.05
	1.64

	日内精密度RSD/%
100μg/mL Day1
	0.67
	2.00
	0.12

	日内精密度RSD/%
1000μg/mL Day1
	0.44
	0.58
	0.15

	日间精密度RSD/%
5μg/mL Day2
	4.50
	2.74
	1.27

	日间精密度RSD/%
100μg/mL  Day2
	0.75
	1.78
	0.36

	日间精密度RSD/%
1000μg/mL  Day2
	0.56
	0.61
	0.14

	日间精密度RSD/%
5μg/mL Day3
	4.54
	2.98
	1.73

	日间精密度RSD/%
100μg/mL  Day3
	0.87
	1.74
	0.16

	日间精密度RSD/%
1000μg/mL  Day3
	0.68
	1.95
	0.15

	常规样加标回收率/%
加标基础值20%
	99.28
	99.53
	99.7

	常规样加标回收率/%
加标基础值40%
	94.25
	94.01
	104.1

	常规样加标回收率/%
加标基础值100%
	100.41
	93.06
	99.0

	蜡基质加标回收率/%
加标基础值20%
	97.66
	101.96
	99.5

	蜡基质加标回收率/%
加标基础值40%
	91.16
	96.31
	102.1

	蜡基质加标回收率/%
加标基础值100%
	93.88
	92.17
	103.3


综合分析以上测试结果，该方法的检出限不低于1.60μg/mL，定量限不低于5.00 μg/mL，日内精密度和第二天、第三天的日间精密度均≤5.0%，表明该方法具有较好的稳定性，在常规样品和蜡基质样品中加标20%、40%和100%，加标回收率均在90-110%之间，说明该方法具有较好的适应性。从起草工作组的检测数据和另两家验证单位的验证数据来看，本标准草案所设计的检验方法是具有广泛适用性，较高重复性和准确性的。
六、征求意见的采纳情况（附《征求意见汇总处理表》、重大意见分歧的处理结果和依据）
无
七、标准实施日期和实施建议
无
八、其他需要说明的事项（含涉及专利情况说明）
本方法在建立过程中引用的专利：《一种检测化妆品中依克多因的方法》唐毓萍等，CN 111983076 B，已获得专利所有人华熙生物科技股份有限公司专利实施许可声明，专利权人或专利申请人同意在公平、合理、无歧视基础上，有偿许可任何组织或者个人在实施标准时实施专利。


附件1：水羊依克多因团标检测方法验证记录.pdf
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1. 验证目的 


验证《依克多因含量的测定方法（团标）》，是否具有专属性强，灵敏度高，准确可靠。 


2. 验证范围 


本方法适用于通过高效液相色谱法测定原料中的依克多因的含量。 


3. 方法提要 


待测样品中的依克多因经甲醇提取后，用 0.45μm 滤膜过滤，得待测液。经高效液相色谱仪分离，紫


外检测器检测，根据保留时间和紫外光谱图定性，峰面积定量，以外标法计算含量。 


本方法对依克多因的检出限为 0.47μg/mL，定量限为 1.57μg/mL。 


4. 验证环境条件 


地点 要求 实际范围 


前处理室温度 (10-30) ℃ 21.2-23.7 ℃ 


前处理室相对湿度 ≤80％RH 54.5-62.3% 


仪器室温度 (10-30) ℃ 21.4-24.2 ℃ 


仪器室相对湿度 ≤80％RH 50.2-62.0% 


5. 主要仪器和设备 


名称 型号 测量范围 品牌 
不确定度或准确度等


级或最大允许误差 


十万分之一天平 MS105DU 0.1 mg-120 g 梅特勒 0.01% 


液相色谱仪 1260 HPLC 190-600 nm 安捷伦 Urel=6% 


6. 检测人员 


姓名 性别 
从事本专


业年限 
文化程度 


职称 是否通过 


本标准/项目考核 
备注 


李旭杰 男 4 硕士 工程师 是 验证主体工作 


王怡玮 男 3 本科 助理工程师 是 适应性实验平行对照 


7. 项目验证 


7.1 标准曲线  


移取依克多因标准溶液（2500.0 μg/mL）0.5、1.0、2.0、5.0 mL于 10 mL容量瓶中，加甲醇定


容，再取 0.2、0.4、1.0、2.0和 5.0 mL浓度为 250.0 μg/mL 的标准溶液于 10 mL容量瓶中，加甲醇


定容。配制浓度为 5.0-2500.0μg/mL 工作溶液，分别对大浓度标液和小浓度标液绘制标准曲线时，R
2


分别为 0.9997和 0.9998，表明在 5.0-2500.0μg/mL 的浓度范围内，依克多因可以呈现很好的线性。 
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小浓度标曲（浓度范围为 5.0-125.0 μg/mL，R
2
为 0.9997）： 


小浓度标曲 S1 S2 S3 S4 S5 


浓度（μg/mL） 5.0 10.0 25.0 50.0 125.0 


峰面积 7.087 16.979 64.957 131.351 337.707 


大浓度标曲（浓度范围为 250.0-2500.0 μg/mL，R
2
为 0.9998）： 


小浓度标曲 S1 S2 S3 S4 S5 


浓度（μg/mL） 250.0 500.0 750.0 1250.0 2500.0 


峰面积 772.545 1291.779 1962.503 3343.320 6643.958 


 


 


图 1 浓度为 500.0 μg/mL 的依克多因标准溶液检测色谱图及紫外光谱图-保留时间为 4.518 min 
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7.2 方法适应性 


本验证考察了在精华油、精华液、乳液、膏霜、卸妆膏（蜡基质）样品中的方法适用性，均可适用。 


样品名称 称样量


/g 


含量 1 


/% 


平行样


/g 


含量 2 


/% 


平均值 


/% 


人员比对 


/g 


含量 3 


/% 


参考值


/% 


回收率


/% 


精华油样品 A 1.0006 1.99 1.0082 2.00 1.99 1.0014 2.01 2.0 99.93 


精华液样品 B 1.0149 2.02 1.0030 2.03 2.02 1.0054 2.05 2.0 101.69 


乳液样品 C 1.0005 0.497 1.0161 0.516 0.507 1.0185 0.515 0.5 101.87 


膏霜样品 D 1.0215 0.489 0.9255 0.487 0.488 0.9398 0.480 0.5 97.00 


精华液样品 E 1.0069 0.998 0.9460 0.983 0.990 0.9588 1.014 1.0 99.82 


卸妆膏样品 F 1.0525 0.495 1.0398 0.501 0.498 0.9385 0.461 0.5 97.15 


  


图 2 乳液样品 C检测色谱图及紫外光谱图-保留时间为 4.496 min 


 


图 3 卸妆膏样品 F检测色谱图及紫外光谱图-保留时间为 4.483 min 
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7.3 加标试验 


7.3.1常规样品：称取乳液样品 C 1.0 g（精确到 0.001 g）于 10 mL具塞比色管中，分别加入 0.4 


mL、0.8 mL、2.0 mL 的 2500μg/mL的依克多因标准溶液，加甲醇定容，涡旋震摇，超声 20 min，冷却至


室温，补至刻度，以 10000 r/min 转速离心 10 min，取上清液经 0.45 μm滤膜过滤，滤液待测。 


称样量


（g） 


依克多因添加水平


（μg/mL） 


测试结果 


（μg/g） 
回收率 平均值 


标准偏差 S.D 


（%） 


精密度 RSD 


（%） 


1.0005 0 4973 - 
5067 


- - 


1.0161 5161 - - - 


0.9725  


100.0 


6050 95.60%  


99.28% 


 


3.47 


 


3.49 


 


1.0258 6066 102.48% 


1.0037 6061 99.77% 


0.9748  


200.0 


6970 92.75%  


94.25% 


 


3.25 


 


3.45 1.0153 6997 97.98% 


0.9927 6921 92.02% 


1.0203  


500.0 


 


10011 100.89%  


100.41% 


 


0.59 


 


0.59 1.0085 10054 100.59% 


1.0031 10039 99.75% 


对于乳液样品 C，依克多因在 100.0-500.0μg/mL的加标浓度范围内（约为含量的 20-100%），回收率


在 92.02-102.48%之间,准确度符合 90-110%的要求，重复测定相对标准偏差<10%，精密度符合要求。 


7.3.2蜡基质样品：称取卸妆膏样品 F 1.0 g（精确到 0.001 g）于 10 mL具塞比色管中，加入 2 mL


四氢呋喃，涡旋分散后，分别加入 0.4 mL、0.8 mL、2.0 mL的 2500μg/mL的依克多因标准溶液，加入甲


醇定容，涡旋震摇，超声 20 min，冷却至室温，补至刻度，以 10000 r/min转速离心 10 min，取上清液


经 0.45 μm滤膜过滤，滤液待测。 


称样量


（g） 


依克多因添加水平


（μg/mL） 


测试结果 


（μg/g） 
回收率 平均值 


标准偏差 S.D 


（%） 


精密度 RSD 


（%） 


1.0525 0 4946 - 
4980 


- - 


1.0398 5014 - - - 


1.0115  


100.0 


6077 102.16%  


97.66% 


 


4.02 


 


4.12 


 


1.0213 6011 96.41% 


1.0002 6011 94.42% 


0.9825  


200.0 


6900 90.05%  


91.16% 


 


1.03 


 


1.13 0.9755 6955 92.09% 


0.9698 6951 91.36% 


1.0014  


500.0 


 


9641 91.61%  


93.88% 


 


2.52 


 


2.68 1.0038 9878 96.59% 


1.0152 9670 93.46% 
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对于卸妆膏样品 F，依克多因在 100.0-500.0μg/mL 的加标浓度范围内（约为含量的 20-100%），回收


率在 90.05-102.16%之间,准确度符合 90-110%的要求，重复测定相对标准偏差<10%，精密度符合要求。 


7.4 检出限和定量限 


配置浓度 5.0μg/mL的依克多因标准溶液，进行 10次独立操作处理与分析,十次检测均能稳定检测到


依克多因，且可以定量。计算检出限 MDL=3*测试结果/信噪比，定量限 LOQ=10*测试结果/信噪比。 


依克多因 
添加量


（μg/mL） 


测定结果


（μg/mL） 


信噪比 


S/N 


检测限 MDL


（μg/mL） 


定量限 LOQ


（μg/mL） 


Trial 1  


 


 


 


 


5.0 


4.646 28.55  


 


 


 


 


0.47 


 


 


 


 


 


1.57 


Trial 2 5.049 34.34 


Trial 3 5.268 37.54 


Trial 4 4.923 29.32 


Trial 5 5.186 35.79 


Trial 6 5.141 30.28 


Trial 7 5.071 28.60 


Trial 8 5.178 30.13 


Trial 9 5.027 30.99 


Trial 10 5.227 37.15 


平均值 - 5.072 32.27 - - 


相对标准偏差 - 3.59% - - - 


本方法对依克多因的检出限为 0.47 μg/mL，定量限为 1.57 μg/mL。 


7.5 稳定性考察 


7.5.1日内精密度(Day 1) ，为直观体现精密度，测试结果以峰面积表示。 


对浓度为 5.0、100.0、825.0 μg/mL的标准溶液分别进行 7次依克多因含量测定，计算精密度。 


依克多因含量 5.0μg/mL 


标液的峰面积 


100.0μg/mL 


标液的峰面积 


825.0μg/mL 


标液的峰面积 


Trial 1 6.38 275.05 2265.35 


Trial 2 7.13 278.53 2274.36 


Trial 3 6.99 278.92 2259.68 


Trial 4 6.80 281.38 2267.31 


Trial 5 7.10 279.33 2281.21 


Trial 6 6.69 278.64 2281.93 


Trial 7 7.24 278.70 2287.02 


平均值 6.90 278.65 2273.84 


相对标准偏差/RSD 4.35% 0.67% 0.44% 


7 次平行测定的 RSD 分别为 4.35%、0.67%、0.44%，精密度依据 GB/T 27417-2017 符合标准参考要求≤


5.3%。 
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7.5.2日间精密度(Day 2), 为直观体现精密度，测试结果以峰面积表示。 


对浓度为 5.0、100.0、825.0 μg/mL的标准溶液分别进行 7次依克多因含量测定，计算精密度。 


依克多因含量 5.0μg/mL 


标液的峰面积 


100.0μg/mL 


标液的峰面积 


825.0μg/mL 


标液的峰面积 


Trial 1 7.33 277.52 2276.18 


Trial 2 7.53 277.90 2270.35 


Trial 3 7.63 276.00 2306.91 


Trial 4 7.44 273.52 2284.33 


Trial 5 7.07 277.00 2296.19 


Trial 6 7.96 277.33 2290.11 


Trial 7 6.99 280.45 2297.13 


平均值 7.42 277.10 2288.74 


相对标准偏差/RSD 4.50% 0.75% 0.56% 


7 次平行测定的 RSD 分别为 4.50%、0.75%、0.56%，精密度依据 GB/T 27417-2017 符合标准参考要求≤


5.3%。 


7.5.3日间精密度(Day 3), 为直观体现精密度，测试结果以峰面积表示。 


对浓度为 5.0、100.0、825.0 μg/mL的标准溶液分别进行 7次依克多因含量测定，计算精密度。 


依克多因含量 5.0μg/mL 


标液的峰面积 


100.0μg/mL 


标液的峰面积 


825.0μg/mL 


标液的峰面积 


Trial 1 7.35 279.78 2279.42 


Trial 2 7.15 277.84 2310.34 


Trial 3 7.05 275.84 2293.54 


Trial 4 7.21 279.73 2283.95 


Trial 5 7.36 281.57 2279.14 


Trial 6 7.20 277.21 2264.55 


Trial 7 8.05 282.70 2302.13 


平均值 7.34 279.24 2287.58 


相对标准偏差/RSD 4.54% 0.87% 0.68% 


7 次平行测定的 RSD 分别为 4.54%、0.87%、0.68%，精密度依据 GB/T 27417-2017 符合标准参考要求≤


5.3%。 


8. 验证结论 


公司配备了符合方法要求且足够数量的检测人员，检测人员均经过培训、考核和授权。实验室的环


境设施能够满足本方法的开展，并适时监控环境设施。本实验室的仪器设备能够满足方法的要求，仪器


设备均经过计量，能够有效溯源，本方法所需标准物质及耗材配备完整。通过对方法的技术指标进行验


证，我公司实验室能够正确运用《依克多因含量的测定方法》(团标) 
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依克多因团标检测方法验证记录-华


熙


1 验证环境要求


地点 要求 实际范围 


前处理室温度 (10-30) ℃ 24.5 ℃ 


前处理室相对湿度 ≤80％RH 54.5% 


仪器室温度 (10-30)   ℃ 24.2 ℃ 


仪器室相对湿度 ≤80％RH 50.5% 


2 主要仪器设备


名称 型号 测量范围 品牌 不确定度或准确度等级


或最大允许误差 


万分之一天平 ME204 0.1 mg-220g 梅特勒 U=0.0003g，k=2 


液相色谱仪 1260 


HPLC 


190-600 nm 安捷伦 Urel=8%，k=2 


3 检验人员


姓名 性


别 


从事本专业


年限 


文化程


度 


职称 是否通过 


本标准/项


目考核 


备注 


唐毓萍 女 18 硕士 高级工 是 验证主体工作 







程师 


王艳旗 女 10 硕士 中级工


程师 


是 适应性实验平


行对照 


4 标准谱图和样品谱图


 图 1 依克多因标准品色谱图（保留时间：4.941 min,标准溶液浓度为 100 ug/L） 


图 2 依克多因标准品 UV 光谱图 







 


 


图 3 乳液 C 色谱图（依克多因保留时间：4.972 min,浓度为 0.5%） 


 


 


图 4 乳液 C 中依克多因 UV 光谱图 


5 标准曲线 


• 配制依克多因标准储备溶液：称取依克多因标准品 100 mg(精确到 0.1 mg)于 100 


mL 容量瓶中，用水溶解并定容至刻度。制成浓度为 1 mg/mL 的标准储备液，于 4℃


避光保存。 


• 依克多因线性范围 5-1000 ug/mL，浓度点 7 个：分别为 5、20、50、100、200、


500、1000 ug/mL。 







标准溶液 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 


浓度


（μg/mL） 


5 20 50 100 200 500 1000 


峰面积 7.34 45.5 125.7 249.8 531.3 1287.9 2728.1 


回归曲线方程：y=2.7458x-15.1251 相关系数 R2：0.99976，表明在5.0-1000.0 


μg/mL的浓度范围内，依克多因可以呈现很好的线性。


6 适应性实验


• 常规样品前处理：称取样品 1.0 g（精确到 0.0001 g）于具塞比色管中，加甲醇


至10mL 刻度，涡旋震摇使样品分散，超声提取 20min。取出冷却至室温，补足


溶液至刻度，必要时经离心机以 10 000 r/min 转速离心 10 min，取上清液经 


0.45 μm滤膜过滤，滤液待测，结果见下表，表明该方法具有广泛的适用性 。


样品名称 称样量


/g 


含量


1/% 


平行样


/g 


含量


2/% 


人员比对


/g 


含量


3/% 


参考值


/% 


回收率


/% 


精华油样品


A 
0.4184 1.82 


0.4024 1.88 0.5015 1.91 2.0 
93.5 


乳液样品 C 0.9756 0.449 0.9824 0.460 0.9853 0.481 0.5 92.7 


膏霜样品 D 0.9818 0.474 1.1005 0.475 0.9923 0.482 0.5 95.4 


精华液样品


E 
0.7972 0.886 


0.7983 0.943 0.7898 0.914 1.0 
91.3 


卸妆膏样品


F 
1.0682 0.460 


0.9216 0.457 1.0258 0.471 0.5 
92.5 


7 稳定性
• 取“线性关系”项下低、中、高 3 个浓度的对照品溶液，各连续进样 6 针，连续 3 


天，计算峰面积的变异来考察日内精密度和日间精密度。日内、内间6次平行测定的


RSD均小于3%，精密度依据GB/T 27417-2017符合标准参考要求≤ 5.3%。  


Day 1: 


日内稳


定性 


重复


次数


1 


重复次


数 2 


重复


次数 3 


重复


次数 4 


重复


次数 5 


重复


次数 6 


平均值 RSD/


% 


5ug/mL 7.49 7.48 7.62 7.29 7.34 7.21 7.41 2.05 







100ug/


mL 
249.8 239.3 246.2 237.7 244.7 239.0 242.8 2.00 


1000ug


/mL 


2728.


1 
2720.0 


2721.


9 


2740.


0 


2755.


0 


2755.


5 
2736.7 0.58 


Day 2: 


日间稳


定性 


重复


次数


1 


重复次


数 2 


重复


次数 3 


重复


次数 4 


重复


次数 5 


重复


次数 6 


平均值 RSD/


% 


5ug/mL 7.93 8.00 8.09 8.17 7.70 7.62 7.92 2.74 


100ug/


mL 
233.9 240.4 233.8 241.0 230.2 234.9 235.7 1.78 


1000ug


/mL 


2781.


8 
2751.5 


2740.


7 


2740.


1 


2737.


0 


2743.


1 
2749.0 0.61 


Day 3: 


日间稳


定性 


重复


次数


1 


重复次


数 2 


重复


次数 3 


重复


次数 4 


重复


次数 5 


重复


次数 6 


平均值 RSD/


% 


5ug/mL 8.19 7.86 7.64 7.61 7.59 7.65 7.76 2.98 


100ug/


mL 
238.6 234.9 246.6 242.4 237.0 240.2 239.9 1.74 


1000ug


/mL 


2702.


5 
2723.5 


2615.


6 


2761.


5 


2743.


8 


2746.


0 
2715.5 1.95 


8 检出限、定量限


依克多因 添加量


（μg/mL） 


测定结果


（μg/mL


） 


信噪比 S/N 检测限


MDL


（μg/mL） 


定量限


LOQ


（μg/mL


） 







Trial 1 


5 


4.82 20.14 


0.72 2.39 


Trial 2 4.81 20.3 


Trial 3 4.87 19.43 


Trial 4 4.74 19.47 


Trial 5 4.80 19.60 


Trial 6 5.08 21.89 


Trial 7 5.03 21.33 


Trial 8 5.12 20.12 


Trial 9 5.09 21.69 


Trial 10 4.76 20.79 


平均值 - 4.91 20.48 - - 


相对标准偏


差 


- 
3.07 4.44 


- - 


9 加标回收率


     1、常规样品：称取乳液 C 样品 1.0 g（精确到 0.001 g）于 10 mL 具塞比色管中，


分别加入 1.0 mL、2.0 mL、5.0 mL 的依克多因标准溶液，加入甲醇定容，涡旋震摇，


超声 30 min，摇匀。经 0.45μm 滤膜过滤，作为待测溶液。 


称样量


（g） 


依克多因


添加水平


（μg/mL


） 


测试结果


（ug） 


回收率


/% 


平均值


/% 


标准偏差


S.D（%）


精密度 RSD


（%） 


0.9756 0 4596.0 - 0.45 - - 


0.9824 4488.5 - - - 


0.7817 4511.4 97.52 99.53 1.83 1.84 







0.7543 100 4422.3 101.09 


0.7865 4557.5 99.98 


0.7876 


250 


5823.8 91.11 


94.01 3.94 4.19 
0.7872 6004.3 98.50 


0.7631 5744.9 92.42 


0.7892 


500 


8080.9 91.14 


93.06 2.25 2.42 0.7877 8290.9 95.54 


0.7883 8144.0 92.50 


对于乳液 C，在 100.0-500.0μg/mL 的加标浓度范围内，回收率在 93.06-99.53%  。 


2、蜡基质样品：称取蜡基质样品 1.0 g（精确到 0.001 g）于 10 mL 具塞比色管中，


加入 2 mL 四氢呋喃分散，再分别加入 1.0 mL、2.0 mL、5.0 mL 的依克多因标准溶液，


最后加入甲醇定容，涡旋震摇，超声 30 min，摇匀。经 0.45μm 滤膜过滤，作为待测


溶液。 


称样量


（g） 


依克多因


添加水平


（μg/mL


） 


测试结果


（ug） 


回收率


/% 


平均值


/% 


标准偏差


S.D


（%） 


精密度


RSD（%） 


1.0682 0 4600.2 - 0.46 - - 


0.9216 4569.5 - - - 


0.7807 


100 


4610.5 104.85 


101.96 3.44 3.38 
0.7609 4500.2 102.87 


0.8205 4726.6 98.15 


0.8090 


250 


6104.1 97.22 


96.31 1.76 1.83 
0.7946 5965.6 94.28 


0.7728 5943.6 97.43 


0.6760 


500 


7754.3 94.39 


92.17 3.38 3.67 0.6706 7702.1 93.84 


0.7943 7994.4 88.28 







对于蜡基质样品 F，在 100.0-500.0μg/mL 的加标浓度范围内，回收率在 92.17-101.96% 


10 分析结果表述


• 试样中依克多因含量的计算：


• 式中：w——样品中依克多因的含量，%；


• m——样品取样量，g；


• C——从标准曲线上得到的待测溶液中依克多因的质量浓度，μg/mL；


• V——样品定容体积，mL；


• 1000，10-转换系数。
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依克多因团标检测方法验证记录-质


检院


1 验证环境要求


地点 要求 实际范围


前处理室温度 (10-30)℃ 20-25℃


前处理室相对湿度 ≤80％RH 50-60%


仪器室温度 (10-30)℃ 20-25℃


仪器室相对湿度 ≤80％RH 50-55%


2 主要仪器设备


名称 型号 测量范围 品牌 不确定度或准确度等级


或最大允许误差


万分之一天平 BSA224
S


0.1 mg-220 g / 0.01%


液相色谱仪 1260
HPLC


190-400 nm 安捷伦 Urel=5%


3 检验人员


姓名 性 从事本专业 文化程 职称 是否通过 备注







别 年限 度 本标准/项


目考核


陈彦君 男 11 本科 工程师 是 验证主体工作


郭宁海 男 9 本科 工程师 是 适应性实验平


行对照


4 标准谱图和样品谱图


图 1 依克多因标准品色谱图（保留时间：4.481 min,标准溶液浓度为 500 ug/L）


图 2 依克多因标准品紫外光谱图







图 3 乳液 C 色谱图（依克多因保留时间：4.462 min,浓度为 0.5%）


图 4 乳液 C 中依克多因 UV 光谱图


5 标准曲线


• 配置依克多因标准储备溶液：称取依克多因标准品 100 mg(精确到 0.1 mg)于 100


mL容量瓶中，用水溶解并定容至刻度。制成浓度为 1 mg/mL 的标准储备液，于 4℃


避光保存。使用时稀释至浓度为 5，20，50，100，200，500 mg/L 的工作液。


• 线性范围 5-1000 ug/mL，浓度点 7 个：分别为 5、20、50、100、200、500、


1000 ug/mL。（以实际浓度为准）


标准溶液 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7


浓度


（μg/mL）
5 20 50 100 200 500 1000


峰面积 12.6 47.3 124.9 246.5 500.8 1250.8 2500.4


回归曲线方程：y=2.745823.40263x+9.38671







相关系数 R2：1.00000


6 适应性实验


4.1 常规样品前处理：称取样品 1.0 g（精确到 0.0001 g）于具塞比色管中，加甲醇至


10mL刻度，涡旋震摇使样品分散，超声提取 20min。取出冷却至室温，补足溶液至刻


度，必要时经离心机以 10 000 r/min 转速离心 10 min，取上清液经 0.45 μm 滤膜过


滤，滤液待测。


样品名称 称样量


/g


含量


1/%


平行样


/g


含量


2/%


人员比对


/g


含量


3/%


参考值


/%


回收率


/%


精华油样品 A 1.0125 2.02 1.0096 2.01 1.0058 2.01 2.0 100.67


精华液样品 B 1.0214 2.04 1.0221 2.02 1.0014 2.03 2.0 101.50


乳液样品 C 1.0240 0.537 1.0131 0.550 1.0105 0.540 0.5 108.47


膏霜样品 D 1.0044 0.540 1.0228 0.531 1.0211 0.522 0.5 106.20


精华液样品 E 1.0074 1.07 1.0114 1.06 1.0322 1.07 1.0 107.67


卸妆膏样品 F 1.0383 0.504 1.309 0.503 1.0056 0.505 0.5 100.80


6 稳定性


Day 1:


日内稳


定性


重复


次数


1


重复次


数 2


重复


次数 3


重复


次数 4


重复


次数 5


重复


次数 6


平均值


ug/mL


RSD/
%


5ug/mL 12.5 12.6 12.7 12.4 13.0 12.6 12.6 1.64


100ug/
mL 247.7 247.8 247.9 247.4 248.2 248.1 247.9 0.12


1000ug
/mL 2505.7 2506.7 2507.4 2501.9 2509.0 2513.3 2507.3 0.15


Day 2:


日间稳


定性


重复


次数


重复次


数 2


重复


次数 3


重复


次数 4


重复


次数 5


重复


次数 6


平均值


ug/mL


RSD/
%







1


5ug/mL 12.8 12.9 13.1 12.8 12.9 13.2 13.0 1.27


100ug/
mL 262.2 262.9 260.1 261.6 261.8 262.0 261.8 0.36


1000ug
/mL 2659.7 2649.8 2650.9 2651.5 2655.1 2655.8 2653.8 0.14


Day 3:


日间稳


定性


重复


次数


1


重复次


数 2


重复


次数 3


重复


次数 4


重复


次数 5


重复


次数 6


平均值


ug/mL


RSD/
%


5ug/mL 14.7 14.0 14.5 14.6 14.3 14.5 14.4 1.73


100ug/
mL 263.1 262.3 263.1 263.5 263.4 263.1 263.1 0.16


1000ug
/mL 2627.4 2628.4 2637.9 2627.8 2629.1 2629.2 2630.0 0.15


7 检出限、定量限


依克多因 添加量


（μg/mL）


测定结果


（μg/mL）


信噪比 S/N 检测限


MDL


（μg/mL


）


定量限


LOQ


（μg/mL


）


Trial 1


5


5.10 10.75


1.6 5


Trial 2 5.18 10.81


Trial 3 4.96 10.26


Trial 4 4.99 10.61


Trial 5 5.04 10.74







Trial 6 5.12 10.99


Trial 7 4.98 10.51


Trial 8 4.90 10.32


Trial 9 5.05 10.76


Trial 10 4.88 10.41


平均值 - 5.02 10.62 - -


相对标准偏


差
- 1.92 2.22 - -


8 加标回收率


1、常规样品：称取乳液 C 样品 1.0 g（精确到 0.001 g）于 10 mL 具塞比色管


中，分别加入 1.0 mL、2.0 mL、5.0 mL的依克多因标准溶液，加入甲醇定容，涡旋震


摇，超声 30 min，摇匀。经 0.45μm 滤膜过滤，作为待测溶液。


称样量


（g）


依克多因


添加水平


（μg/mL


）


测试结果


（ug/g）


回收率


/%


平均值


/%


标准偏差


S.D


（%）


精密度 RSD


（%）


1.0240
0


5371 -
0.5436


- -


1.0131 5501 - - -


1.0521


100


6380 94.40


99.7 4.60 4.62
1.0419 6456 102.0


1.0177 6463 102.7


1.0135


200


7434 99.92


104.1 3.93 3.781.0221 7590 107.7


1.0115 7533 104.8







1.0125


500


10275 96.78


99.0 3.59 3.631.0136 10588 103.1


1.0025 10285 96.98


对于乳液 C，在 100.0-500.0μg/mL 的加标浓度范围内（20-100%），回收率在 94.40-


107.7% （数字依据实际情况自填）


2、蜡基质样品：称取蜡基质样品 1.0 g（精确到 0.001 g）于 10 mL 具塞比色管中，


加入 2 mL四氢呋喃分散，再分别加入 1.0 mL、2.0 mL、5.0 mL的依克多因标准溶


液，最后加入甲醇定容，涡旋震摇，超声 30 min，摇匀。经 0.45μm 滤膜过滤，作为


待测溶液。


称样量


（g）


依克多因添


加水平


（μg/mL）


测试结果


（ug/g）


回收率


/%


平均


值


/%


标准偏差 S.D


（%）


精密度


RSD（%）


1.0383
0


5045 -
0.50
4


- -


1.0309 5034 - - -


1.0085


100


5999 95.95


99.5 4.12 4.14
1.0126 6024 98.46


1.0116 6041 104.0


1.0152


200


7070 101.6


102.
1 2.60 2.55


1.0155 7137 104.9


1.0036 7035 99.76


1.0225


500
10285 104.9


103.
3 2.49 2.411.0028 10265 104.5


1.0132 10057 100.4


对于蜡基质样品 F，在 100.0-500.0μg/mL 的加标浓度范围内（20-100%），回收率在


95.95-104.9% （数字依据实际情况自填）


9 分析结果表述







• 试样中依克多因含量的计算：


• 式中：w——样品中依克多因的含量，%；


• m——样品取样量，g；


• C——从标准曲线上得到的待测溶液中依克多因的质量浓度，μg/mL；


• V——样品定容体积，mL；


• 1000，10-转换系数。


需要完成的项目：


1、线性、线性范围 10-1000 ug/mL，7 个 10、50、100、250、500、750、


1000ug/mL；


2、检出限，通过 3 倍信噪比进行计算，通过稀释法进行测试，并计算最低检出浓度；


3、定量限，通过 10 倍信噪比进行计算，通过稀释法进行测试，并计算最低定量浓


度；


4、日内精密度：取“线性关系”项下高、中、低 3 个浓度的对照品溶液，各连续进样 6


针，计算峰面积的变异 RSD 来考察日内精密度，RSD 结果均<3%，表明日内精密度


良好。（不展示在标准方法中）


5、日间精密度: 取“线性关系”项下高、中、低 3 个浓度的对照品溶液连续 3天，每天


进样 6 针，计算峰面积的变异来考察日间精密度。RSD 结果均<3%，表明日间精密度


良好。（配置的时候分装 3 瓶，低温储存。）


6、提取回收率:样品中的实际提取量÷理论提取量×100%，控制在 10%以内。取 3 个


样做 3 平行。


7、方法回收率：取高（100%）、中（50%）、低（10%）浓度的标准溶液加到空白







基质中，按方法测定，将测得值代入标准曲线方程，与加入量比较所得的比率，控制


在 10%以内。取 3 个点做 3 平行。


8、方法适应性：水、乳、膏霜、精华液、口红、洁面、粉底（6-7个类别，每个样品


提供 50 克样品）；


9、空白样品：两种不同提取方法的空白溶剂，进样 6 次；


10、日内稳定性；


11、日间稳定性；


12、加标回收率（选 0.1%浓度的样品加 0.05、0.1、0.2，加标在称样后定容前，应控


制在 85-115%）。（蜡基类和非蜡基类的产品分别做加标回收）
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