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摘  要 

建立了高效液相色谱法测定化妆品中三肽-1铜含量的方法。分别对样品的前处理和色谱条件进行了优化，

发现水剂类化妆品无需加入破乳剂，乳化类化妆品中需加入破乳剂才能将目标物质提取完全。方法学考

察结果表明，三肽-1铜含量在5~500 mg/L范围内线性良好，相关系数可达0.9999，其回收率为

92.5%~99.6%之间，相对标准偏差(RSD)在2.27%~3.25%之间，检出限为10 mg/kg。实验结果证明，

该方法适于化妆品中三肽-1铜含量的测定。 
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Abstract 
A method for the determination of copper tripeptide-1 in cosmetics by HPLC was established. The 
pretreatment of samples and chromatographic conditions were optimized respectively. It was 
found that demulsifiers were not necessary for aqueous cosmetics, and demulsifiers were needed 
for emulsified cosmetics to extract the target substances completely. The results of methodology 
investigation showed that the copper content of tripeptide-1 was linear within the range of 5-500 
mg/L, the correlation coefficient was 0.9999, the recovery was 92.5%~99.6%, the relative stan-
dard deviation (RSD) was 2.27%~3.25%, and the detection limit was 10 mg/kg. The experimental 
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results show that the method is suitable for the determination of copper tripeptide-1 in cosmetics. 
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1. 引言 

小分子多肽类添加物以安全、稳定、易吸收、效果好等优点在化妆品行业扮演着越来越重要的角色，

含有肽类的功能型化妆品也日渐走俏。能在化妆品中应用的肽多数为二肽至十肽之间的小分子肽[1]，其

中自 1973 年 Pickart 成功地从人类血清中分离得到三肽-1 铜，并发现该成分能让老龄肝脏组织恢复年轻

态，重获年轻组织的蛋白质合成能力之后，关于三肽-1 铜(三肽-1 铜)的研究就一发不可收拾[2]。三肽-1
铜的多肽部分是一个三肽结构(GHK)，其氨基酸序列为甘氨酰-L-组氨酰-L-赖氨酸，人们进一步发现该三

肽结构与铜有很强的亲和力，很容易形成配合物 GHK-Cu 结构式如图 1 所示，并且相比单一的 GHK 结

构，GHK-Cu 复合物具有更好的生物活性，能加速伤口愈合和收缩、改善皮肤移植效果、还具有抗炎、

抗衰、提亮等多种作用，因此被广泛的应用到化妆品中。 
 

 
Figure 1. Tripeptide-1 copper structural formula 
图 1. 三肽-1 铜结构式 

 

国内外关于肽的检测方法研究主要集中于食品、生物医药等领域，化妆品中小分子肽的检测方法也

偶有报道，分析方法主要有高效液相色谱法、液相色谱–串联质谱法、基质辅助激光解吸电离–飞行时

间质谱、毛细管电泳法、分光光度法等[3]-[12]，但鲜有文献报道化妆品中三肽-1 铜的含量的测定。为制

造有竞争力的产品，化妆品企业必须严格考量三肽-1 铜的使用和添加量。另一方面，从保障消费者权益

和安全健康方面考虑，也需要确定宣称添加了三肽-1 铜的中的三肽-1 铜含量。因此建立科学、高效的化

妆品中的三肽-1 铜测定方法已经迫在眉睫。本工作通过优化色谱条件和实际样品前处理条件，建立了化
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妆品中三肽-1 铜测定方法，可为企业证明和政府监督提供技术依据。 

2. 实验部分 

2.1. 仪器与试剂 

1260 液相色谱仪(美国 Agilent 公司)；5500 PLUS 三重四极杆串联质谱仪(AB 公司)；电子天平(瑞士

梅特勒–托利多公司)；3~18 K 高速冷冻离心机(sigma)，Milli-Q 超纯水仪(美国 Millipore 公司)。 
三肽-1 铜为标准品，甲醇、四氢呋喃均为色谱纯；三氟乙酸为色谱纯，氯化钠为分析纯；实验用水

为超纯水。 

2.2. 标准溶液配制 

称取三肽-1 铜标准物质 0.01 g (精确到 0.0001 g)至 10 mL 容量瓶中，用 0.1%三氟乙酸水溶液(3.3)定
容到刻度，制成浓度为 1000 mg/L 标准储备液。分别移取 0.05 mL、0.1 mL、0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、
5.0 mL标准储备液于 10 mL容量瓶中，用 0.1%三氟乙酸水溶液(3.3)定容配制成 5 mg/L、10 mg/L、50 mg/L、
100 mg/L、200 mg/L、500 mg/L 的标准工作溶液，待用。 

2.3. 样品前处理 

准确称取样品 0.2 g，精确至 0.001 g，置于具塞比色管中，用含 1% NaCl 的 0.1%三氟乙酸水溶液(3.4)
定容至 10 mL，摇匀，涡旋振荡 60 s，以 10,000 r/min 离心 5 min，经 0.45 μm滤膜过滤，滤液作为待测溶液。 

2.4. 色谱条件 

色谱柱：C18 柱(250 mm × 4.6 mm × 5 μm)； 
检测波长：220 nm； 

进样量：5 µL； 
柱温：25℃； 
流速：1.0 mL/min。 
流动相：梯度洗脱见表 1：A：水，B：甲醇，C：0.1%三氟乙酸水溶液。 

 
Table 1. Gradient elution procedure 
表 1. 梯度洗脱程序 

时间 min A% B% C% 

0 0 5 95 

10 0 5 95 

10.01 90 10 0 

15 90 10 0 

24 0 100 0 

34 0 100 0 

34.01 95 5 0 

35 95 5 0 

35.01 0 5 95 

45 0 5 95 
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3. 结果与讨论 

3.1. 前处理优化 

鉴于三肽-1 铜的水溶性，试验首先比较了采用 100%水提取和 0.1%三氟乙酸水溶液提取目标物质。

发现两者之间的差别就是用 100%水提取保留时间会发生漂移，0.1%三氟乙酸水溶液则适合作为提取剂，

但仅适用于水剂类化妆品。如果是乳化类化妆品，采用 0.1%三氟乙酸水溶液测定结果与实际添加结果相

差较大。因此，实验选择氯化钠作为破乳剂加入到提取溶剂中，发现在 0.1%三氟乙酸水溶液中添加

1%NaCl 作为提取剂时实测值与理论添加结果一致。 

3.2. 色谱柱及柱温的选择 

C18和C8色谱柱是实验室常用的色谱柱。本实验中选择C18和C8色谱柱，规格均为(250 mm × 46 mm, 
5 μm)，结果表明，三肽-1 铜在 C18 柱较 C8 柱峰型尖锐，响应高。柱温在室温范围内，实验结果无明显

差异，设置恒定柱温 25℃。 

3.3. 流动相种类的选择 

实验室尝试了采用 a (水 + 甲醇)和 b (0.1%三氟乙酸水溶液 + 甲醇)作为流动相，流动相比例为甲醇

95%，其余 95%。实验结果发现，采用 b (0.1%三氟乙酸水溶液 + 甲醇)峰型效果明显好于 a (水 + 甲醇)。
推测三氟乙酸可以与肽类物质上的正电荷及极性基团相结合以减少极性保留，并且以同样的方式，屏蔽

了固定相上残留的极性表面。可通过在流动相中添加三氟乙酸来改善峰形、克服峰展宽和拖尾问题。因

此实验选用 0.1%三氟乙酸水溶液 + 甲醇作为流动相。但在实验中发现，保持在该流动相比例下目标物

质的保留时间会发生不断的漂移，推测三氟乙酸在柱子表面形成的平衡可能被铜离子破坏。经过多次试

验发现，1.4 中的色谱条件可以很好的保持保留时间不变。标准品三肽-1 铜色谱图如图 2 所示。 
 

 
Figure 2. Chromatogram of copper tripeptide-1 (10.689 min) 
图 2. 三肽-1 铜色谱图(10.689 min) 

3.4. 线性关系和检出限 

分别移取三肽-1 铜标准储备溶液(1000 mg/L)分别移取 0.05 mL、0.1 mL、0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、
5.0 mL 标准储备液于 10 mL 容量瓶中，用 0.1%三氟乙酸水溶液(3.3)定容，配制成 5 mg/L、10 mg/L、50 
mg/L、100 mg/L、200 mg/L、500 mg/L 的标准工作溶液按照 1.4 的色谱条件进行测定，以峰面积对溶液

浓度进行线性回归，得回归方程为：y = 3.10638x − 14.00470，R = 0.9999，表明三肽-1 铜在浓度 5~500 mg/L
范围内线性良好。以信噪比 S/N = 3 计算，得到的检出限为 10 mg/kg。 

3.5. 回收率和重复性 

为验证该方法的可靠性和准确性，进行了加标回收实验，加入 5，50，500 mg/L 3 个不同浓度的标准
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溶液，每个浓度平行测定 6 次，加标回收率在 92.5%~99.6%之间(如表 2 所示)，相对标准偏差(RSD)在
2.27%~3.25%之间。 
 
Table 2. Recovery rate of spiking 
表 2. 加标回收率 

项目 样品浓度(mg/kg) 理论加标浓度(mg/L) 实际检出浓度(mg/L) 回收率，% 

三肽-1 铜 

N.D 5.0 4.6234 92.5 

N.D 50.0 47.6385 95.3 

N.D 500.0 498.0742 99.6 

3.6. 样品的测定 

生产工艺上三肽-1 铜的推荐添加量一般在 0.05%~0.2%之间，按照上述方法，实验室选择市场上标称

含有三肽-1 铜的产品，包括面膜类、乳液、膏霜类共计 12 款，分别按照建立的方法对这些产品进行检测。

实验发现，1 款产品未检出三肽-1 铜，4 款产品含量在 0.05%以下，7 款产品含量在 0.05%~0.2%之间。以

上情况说明，化妆品监督检查一般都注重在非法添加、原料带入等有毒有害物质上，为了让企业合规生

产，规范产品宣称，保护消费者权益，功效成分也需要引起足够的关注。 

4. 结论 

三肽-1 铜在化妆品行业有着广阔的应用前景，但由于缺乏有效的标准检验方法，其使用未得到有效

的监管，不利于行业良性发展。本文通过优化样品前处理方式及色谱参数，建立了高效液相色谱法测定

化妆品中三肽-1 铜含量的方法，该方法重现性好，灵敏度高，应用性强，操作简便、高效，可为企业生

产和政府监督提供技术依据。 
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