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基于 β-CD@AuNPs-RB 的荧光探针 

检测化妆品中的性激素 
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（1. 江南大学 化学与材料工程学院，江苏 无锡  214122；2. 江苏雪豹日化股份有限公司，江苏 无锡  

214406） 

摘要：以 β-环糊精（β-CD）和氯金酸为原料，制备了 β-环糊精包被的金纳米粒子（β-CD@AuNPs），通过 TEM、

FTIR、UV-Vis 和荧光光谱表征了 β-CD@AuNPs 的结构及光学特征。基于 β-CD@AuNPs 对罗丹明 B（RB）的

荧光猝灭、性激素（孕酮、雌二醇、睾酮）对 β-CD@AuNPs-RB 体系荧光的恢复现象，构建了高选择性、高灵

敏度的 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针用于检测性激素。结果表明，0~7.5 μg/g 的孕酮与 β-CD@AuNPs-RB 的荧光

恢复率呈良好的线性关系，线性相关系数（R2）为 0.992，检测限为 0.047 μg/g。另将此 β-CD@AuNPs-RB 用于

检测雌二醇和睾酮，β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率与 0~15 μg/g 的性激素呈良好的线性关系（R2>0.99），检测

限分别为 0.15 和 0.37 μg/g。将 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针用于爽肤水中性激素的测定，性激素回收率为

95.00%~104.67%，相对标准偏差≤4.7%。 
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Fluorescent probe based on β-CD@AuNPs-RB for detection of 
sex hormones in cosmetics 
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（1. School of Chemistry and Materials Engineering, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China; 2. Jiangsu 
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Abstract: Gold nanoparticles coated with β-CD(β-CD@AuNPs) were synthesized from β-cyclodextrin 

(β-CD) and chlorauric acid, and characterized by TEM, FTIR, UV-Vis and fluorescence spectra for 

structural and optical property analysis. A fluorescence probe (β-CD@AuNPs-RB) with high selectivity and 

sensitivity was then constructed for sex hormone detection based on the quenching of Rhodamine B (RB) 

fluorescence by β-CD@AuNPs and the fluorescence recovery of β-CD@AuNPs-RB with sex hormone 

(progesterone, estradiol, testosterone). The results showed that the correlation between fluorescence 

recovery rate of β-CD@AuNPs-RB and progesterone in the range of 0~7.5 μg/g was linear with the linear 

correlation coefficient (R2) of 0.992 and the detection limit to 0.047 μg/g. Meanwhile, it was also found that 

there was a good linear correlation between fluorescence recovery rate of β-CD@AuNPs-RB and estradiol 

or testosterone from 0 to 15 μg/g with R2>0.99 and the detection limit of 0.15 and 0.37 μg/g, 

respectively. Furthermore, when the β-CD@AuNPs-RB fluorescence probe was used for the determination 

of sex hormone content in skin care toner, the recovery rate of sex hormone was 95.00%~104.67% and 

relative standard deviation was≤4.7%. 
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随着生活水平的提高，中国的化妆品市场迎来

了蓬勃发展，越来越多的消费者开始关注化妆品的

质量安全。性激素是一种甾体激素，包括孕激素、

雌激素和雄激素。性激素基本结构中含有环戊烷多

氢菲的骨架，不同甾体激素的结构只能通过其基环

上附着官能团的位置和类型来区分[1]。性激素是一

种特殊的化学信使，负责维持体内环境、生殖、代

谢和免疫功能[2]。当其直接作用于皮肤时，虽然短期

内具有消除皮肤皱纹、增强皮肤弹性、预防皮肤老化

等作用，但长期使用会导致黑斑、皮肤萎缩、代谢功

能紊乱及身体发育异常等副作用，甚至具有致癌性[3]。

中国《化妆品安全技术规范》（2015 年版）和 2000

年欧盟化妆品法规（Council Directive 76/768/EEC）

均明确规定性激素为化妆品中禁用物质[4]。 

目前，对化妆品中性激素的检测主要采用仪器

分析方法，例如：高效液相色谱法[5-7]、液相色谱-

质谱法[8-9]、气相色谱-质谱法[10]等。尽管这些基于

色谱的仪器分析方法分离能力强、灵敏度高、能够

精确定量，但是样品前处理过程复杂、成本较高、

耗时耗力。因此，建立高效，快速、灵敏的性激素

检测方法对于保障化妆品安全具有重要意义。金纳

米粒子（AuNPs）毒性低、生物相容性好，并且对

荧光基团有很好的猝灭能力，可作为荧光共振能量

转移（FRET）中的能量受体[11-13]。环糊精具有亲水

的外表面和疏水的内腔，这种特性使其在药物输送、

分离提纯、提高疏水分子生物利用率等方面得到了

广泛的应用[14-16]。THIENPONT 等[16]利用环糊精的

水溶液从人血清中预纯化孕酮和睾酮，实现了较好

的提纯效果。 

本工作将 AuNPs 和 β-CD 相结合，采用氯金酸

和 β-环糊精(β-CD)为原料，通过操作简单的一步水

热法制备了 β-CD@AuNPs。基于 β-CD@AuNPs 对

于罗丹明 B 荧光的猝灭、性激素对于 β-CD@AuNPs- 

RB 体系荧光的恢复现象，探索荧光恢复率与性激素

浓度之间的定量关系，构建了 β-CD@AuNPs-RB 荧

光探针，用于微量性激素的检测。本文提供了一种

快速简单的性激素测定方法，无需复杂的样品前处

理，为化妆品中性激素的检测打开了新思路。 

1  实验方法 

1.1  试剂与仪器 

氯金酸（HAuCl4•4H2O）、NaH2PO4、Na2HPO4、

β-CD、三(羟甲基)氨基甲烷(Tris)、HCl、RB、孕酮、

雌二醇、睾酮，分析纯，国药集团化学试剂有限公

司；实验用水为超纯水；高丝 GRACE ONE 爽肤水，

日本高丝集团。其他试剂为市售分析纯。 

EL20 分析天平，美国梅特勒 -托利多公司；

MICROCL 17 小型高速台式离心机、Nicolet iS50 傅

里叶变换红外光谱仪，美国赛默飞世尔科技有限公

司；FRQ-1006T 数显超声波清洗器，杭州法兰特超

声波科技有限公司；JEM-2100 plus 透射电子显微

镜，日本电子株式会社；UV-3600 plus 紫外-可见分

光光度计，日本岛津公司；FS5 荧光光谱仪，英国

爱丁堡仪器公司。 

1.2  制备 

1.2.1  β-CD@AuNPs 的制备 

在材料制备之前，需要将所有实验所需的玻璃

仪器在王水中浸泡 1 d，然后用超纯水冲洗并在烘箱

中 60 ℃干燥 1 d 后使用。β-CD@AuNPs 的制备参

考文献[17]的方法并稍做改进。将 45 mL 去离子水、

5 mL 磷酸盐缓冲液（PBS，0.1 mol/L, pH 7.0）、400 μL

氯金酸水溶液（质量分数 1%）和 0.1134 g β-CD 固

体加入到圆底烧瓶中，搅拌至溶解，溶液由淡黄色变

为无色；然后，将混合物加热至沸腾，并回流 30 min。

随着反应的进行，溶液从无色变为紫色，直至变成稳

定的酒红色（总反应时间 40 min），表明 β-CD@AuNPs

已成功制备。为了纯化 β-CD@AuNPs，将 8 mL 冷却

后的溶液以 6000 r/min 离心 8 min 以除去未反应的

β-CD（β-CD 在上层溶液中），用 1 mL 超纯水重新分

散下层沉淀 β-CD@AuNPs（浓度为 3 nmol/L）后，

保存在 4 ℃的恒温冰箱中备用。 

1.2.2  荧光检测 

1.2.2.1  检测步骤 

将 12 μL RB(10 μmol/L) 水溶液和 300 μL 

β-CD@AuNPs (3 nmol/L)水溶液加入到一系列 5 mL

试管中，得到用于检测性激素的 β-CD@AuNPs-RB

荧光探针。配制不同含量的性激素（孕酮、雌二醇、

睾酮）的乙醇溶液（0~15 mg/g），向 β-CD@AuNPs-RB

体系中加入 3 μL 的不同含量性激素溶液，最后用

PBS 缓冲溶液（1.0 mmol/L，pH 7.6）将混合物稀释至

3.0 mL，并充分混合。5 min 后，将溶液转移至荧光比

色皿（测量溶液体积 3.0 mL）记录其荧光光谱。 

爽肤水中性激素含量的测定：将 1 mL 爽肤水

直接与 1 mL 不同含量的性激素乙醇溶液混合，并根

据上述程序检测 3 种性激素的添加量。 
1.2.2.2  检测原理 

基于 β-CD 与不同分子结合力的差异以及

AuNPs 与 RB 间的 FRET 效应检测性激素的原理如

图 1 所示[11-13,17-18]。其中，RB 为荧光信号分子，

AuNPs 为荧光猝灭剂，β-CD 为识别元件。RB 先被

β-CD 的空腔捕捉吸附在猝灭剂 AuNPs 的表面，RB

和 AuNPs 之间的 FRET 效应猝灭了 RB 的荧光。随

着性激素的加入，性激素将 RB 从 β-CD 的疏水空腔

中挤出，使其远离了 AuNPs 表面，不再发生 FRET
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效应，使 RB 的荧光信号恢复。 
 

 
 

图 1  基于 β-CD@AuNP-RB 荧光探针荧光开启检测性激

素的示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of fluorescent turn-on detection 

of sex hormones based on β-CD@AuNPs-RB 
fluorescent probe 

 
1.3  表征方法 

1.3.1  透射电子显微镜表征 

在表征前，需要先对样品进行超声处理，使样

品在溶液中分散均匀。然后，将样品滴加在铜网上，

在室温下晾干以后，采用透射电子显微镜（TEM）

对样品的形貌进行表征，工作电压为 200 kV。 

1.3.2  傅里叶变换红外光谱表征 

将冻干（–85 ℃，冻干 2 d）后的 β-CD@AuNPs

与干燥的溴化钾混合后压片，采用傅里叶变换红外

光谱仪（FTIR）对样品进行表征。 

2  结果与讨论 

2.1  β-CD@AuNPs 的表征 

β-CD@AuNPs的TEM图和 FTIR图如图 2所示。 

如图 2a 所示，β-CD@AuNPs 呈现良好的单分

散状态，其形状为球形，粒径在 25 nm 左右。如图

2a 插图所示，β-CD 包被的厚度约为 1.5 nm。如图

2b 所示，β-CD@AuNPs 和 β-CD 固体的红外光谱基

本吻合，3450 cm–1 处的吸收峰归属于 β-CD 表面的

亲水基团—OH 的伸缩振动，1665 cm–1 处的峰归属

于 O—C—O 键的伸缩振动，1160 cm–1 处的峰归属

于 C—O 键的伸缩振动[19]。表明 β-CD 成功地包被

在 AuNPs 表面。 

 

 
 

图 2  β-CD@AuNPs 的 TEM 图（a，插图为放大图）和

β-CD@AuNPs、β-CD 的 FTIR 谱图（b） 
Fig. 2  TEM image of β-CD@AuNPs (a) and FTIR spectra of 

β-CD@AuNPs and β-CD (b)  

 
2.2  检测机理 

利用紫外-可见光谱和荧光光谱来探究 β-CD@ 

AuNPs 的光学性质。图 3a 为 β-CD@AuNPs 的紫外-

可见光谱和 RB 的荧光光谱图。 

由图 3a 可知，RB 作为荧光信号分子，其荧

光发射峰在 580 nm，β-CD@AuNPs 作为受体，其

紫外吸收峰在 525 nm 左右，两峰存在部分重叠，

具有发生 FRET 的条件。RB 在加入 β-CD@AuNPs

和孕酮前后的荧光光谱图见图 3b；RB 在加入

β-CD@AuNPs 和孕酮前后的荧光寿命见图 3c（孕

酮含量为 4 μg/g）。在图 3b、c中，随着 β-CD@AuNPs

的加入，RB 的荧光强度显著降低，RB 的荧光寿

命 也 由 加 入 β-CD@AuNPs 前 的 1.52 ns 降 至

1.21 ns。结合 RB 荧光发射光谱与 β-CD@AuNPs

的紫外-可见吸收光谱的部分重叠，以及 RB 荧光

寿命的改变，推测荧光强度的下降是基于 FRET

效应 [13-16,17-18]；而随着孕酮的加入，RB 荧光强度

逐渐恢复，荧光寿命也由加入 β-CD@AuNPs 后的

1.21 ns 恢复到了 1.48 ns，说明孕酮的加入削弱了

β-CD@AuNPs 对于 RB 的猝灭作用，即 RB 被孕酮

从 β-CD 空腔中挤出，远离了 β-CD@AuNPs 表面，

FRET 不再发生 [17-18]。 
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a—β-CD@AuNPs 的紫外-可见吸收光谱和 RB 的荧光光谱；b—

RB、β-CD@AuNPs+RB、β-CD@AuNPs+RB+孕酮的荧光光谱；c

—RB、β-CD@AuNPs+RB、β-CD@AuNPs+RB+孕酮的荧光寿命变

化 

图 3  孕酮与 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针的作用机制分析 
Fig. 3  Reaction mechanism analysis between progesterone 

and β-CD@AuNPs-RB 
 

2.3  反应条件的优化 

为了探究 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针检测性激

素的最佳条件，选取 RB 为 40 nmol/L 水溶液，孕

酮含量为 4 μg/g 的乙醇溶液保持不变，分别探究 pH

值和 β-CD@AuNPs 浓度对检测体系的影响，其他反

应条件同 1.2.2.1 节。 

2.3.1  pH 对 β-CD@AuNPs-RB 检测体系的影响 

溶液的 pH 能够影响 β-CD@AuNPs-RB 检测体

系的灵敏度，因为 pH 会影响 β-CD 和 RB 的包合以及

性激素的置换能力[18]。为了监测 pH 对 β-CD@AuNPs- 

RB 检测性激素的影响，在 pH 6.8~8.0 的范围内，考

察了 pH 对 β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率的影响

〔用 PBS 缓冲液（0.01 mol/L）调节体系 pH〕，结

果如图 4 所示。荧光恢复率（R）由式（1）计算： 

 R/%=[(F–F0)/F0]×100 （1） 

式中：F 为存在性激素（孕酮）时的荧光强度；F0

为初始荧光强度。 

从图 4 可以看出，β-CD@AuNPs-RB 体系的荧

光恢复率随着 pH 的增加先增加后降低，在 pH 7.6

时最高。β-CD@AuNPs-RB 体系在 pH 6.8 时的微弱

荧光恢复率表明，弱酸性条件下，RB 表面带正电荷，

RB 自发吸附到 β-CD@AuNPs 表面，荧光被强烈猝

灭，恢复效果较差；然而，在弱碱性 pH 下较强的

荧光恢复率表明，RB 和 β-CD@AuNPs 在弱碱性条

件下表面都带负电，因此，RB 和 β-CD@AuNPs 通

过静电作用力相互排斥，这有利于荧光恢复[18]。但

是，碱性条件下荧光背景较强，因此，选用 pH 7.6

用作后续检测溶液 pH。 
 

 
 

图 4  pH 对 β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率的影响 
Fig. 4  Effect of pH on fluorescence recovery rate of 

β-CD@AuNPs-RB 

 
2.3.2  β-CD@AuNPs 浓度对 β-CD@AuNPs-RB 检测

体系的影响 

为了优化灵敏度，控制用于猝灭 RB 的 β-CD@ 

AuNPs 的浓度是必不可少的[18]。β-CD@AuNPs 浓度

根据其粒径和紫外-可见光谱计算所得[20]。考察了不

同浓度 β-CD@AuNPs对 β-CD@AuNPs-RB荧光恢复

率的影响，结果如图 5 所示。由图 5 可知，β-CD@ 

AuNPs-RB 体系的荧光恢复率随着 β-CD@AuNPs 浓

度的增加先增加后降低，在 β-CD@AuNPs 浓度为

0.298 nmol/L 时，荧光恢复率最高。这是因为较低

浓度的 β-CD@AuNPs 意味着 RB 被猝灭的不充分，

检测溶液中仍存在游离的 RB，使得空白信号较强，

从而导致系统灵敏度降低。 

 

 
 

图 5  β-CD@AuNPs 浓度对体系荧光恢复率的影响 
Fig. 5  Effect of β-CD@AuNPs concentration on its fluorescence 

recovery rate 

 
过量的 β-CD@AuNPs 导致 RB 荧光有效猝灭，但

即使在性激素（孕酮）诱导 RB 从 β-CD 腔中释放的
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情况下，由于体系中仍存在多余的 β-CD@AuNPs，可

以重新猝灭 RB 的荧光，所以仅观察到非常有限的荧

光恢复[18]。根据 β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率与

β-CD@AuNPs 浓度的关系，后续检测选用 β-CD@ 

AuNPs 的浓度为 0.298 nmol/L。 
2.4  β-CD@AuNPs-RB 荧光探针对性激素的灵敏

度考察 

在 pH 7.6、β-CD@AuNPs 浓度 0.298 nmol/L、

RB 浓度 40 nmol/L 的条件下，将 β-CD@AuNPs-RB

荧光探针用于性激素的检测，所选性激素分别为孕

激素孕酮、雌激素雌二醇、雄激素睾酮，结果见图

6。如图 6a 所示，在 0~7.5 μg/g 的孕酮含量范围内，

随着孕酮含量的增大，β-CD@AuNPs-RB 在 580 nm 

处荧光逐渐增强。以孕酮含量和 β-CD@AuNPs-RB

的荧光恢复率作图，如图 6b 所示。孕酮含量和

β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率呈良好的线性关

系 ， 线 性 回 归 方 程 为 y=10.629x+0.099 （ y 为

β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率；x 为孕酮含量；

R2=0.992），检测限（LOD）为 0.047 μg/g。如图 6c、

d 所示，在 0~15 μg/g 的雌二醇含量范围内，随着雌

二醇含量的增加，β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率

逐渐增大，线性回归方程为 y=3.494x+0.005（y 为

β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率；x 为雌二醇含量；

R2=0.991），LOD=0.15 μg/g。如图 6e、f 所示，在 0~ 

15 μg/g 的睾酮含量范围内，随着睾酮含量的增加，

β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复率逐渐增大，线性回

归方程为 y=1.387x+0.0035（y 为 β-CD@AuNPs-RB

的荧光恢复率；x 为睾酮含量；R2=0.992），LOD=  

0.37 μg/g。说明 β-CD@AuNPs-RB 体系对于性激素

的检测具有普遍适用性。 

 

 
 

a—添加不同含量孕酮后 β-CD@AuNPs-RB 的荧光光谱图；b—β-CD@AuNPs-RB 荧光恢复率与孕酮含量的线性关系；c—添加不同含

量雌二醇后 β-CD@AuNPs-RB 的荧光光谱图；d—β-CD@AuNPs-RB 荧光恢复率与雌二醇含量的线性关系；e—添加不同含量睾酮后

β-CD@AuNPs-RB 的荧光光谱图；f—β-CD@AuNPs-RB 荧光恢复率与睾酮含量的线性关系 

图 6  β-CD@AuNPs-RB 荧光探针对性激素的检测 
Fig. 6  Detection of sex hormones with β-CD@AuNPs-RB fluorescent probe 

 

2.5  β-CD@AuNPs-RB 荧光探针对性激素的选择

性考察 

在 pH 7.6、β-CD@AuNPs 浓度 0.298 nmol/L、

RB 浓度 40 nmol/L 的条件下，选取化妆品中常见

的保湿剂和防腐剂，如 1,2-戊二醇、甘油、1,2-己

二醇、辛甘醇、乙基己基甘油、对羟基苯乙酮、苯

氧乙醇以及各种可能存在的表面活性剂和金属离

子，验证 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针的选择性，各

物质对 β-CD@AuNPs-RB 的荧光恢复效果如图 7

所示，β-CD@AuNPs-RB 体系中各检测物质含量均

为 6 μg/g。如图 7 所示，性激素（孕酮、雌二醇、

睾酮）对 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针具有明显的荧

光恢复效果，荧光恢复率分别为 54%（孕酮）、23%

（雌二醇）、7%（睾酮），而其他物质对 β-CD@ 

AuNPs-RB 荧光探针的荧光影响较小。所以，

β-CD@AuNPs-RB 荧光探针对性激素的检测具有

较高的选择性。 

2.6  爽肤水中性激素含量的测定 

采用 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针检测爽肤水中

的性激素，评估其在实际样品中检测性激素的可行

性。3 种性激素（孕酮、雌二醇、睾酮）在 3 个添

加水平下的加标回收实验结果如表 1 所示。由表 1

可知，性激素的回收率为 95.00%~104.67%，相对标

准偏差（RSD）≤4.7%。结果表明，β-CD@AuNPs-RB
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荧光探针用于爽肤水中性激素含量的测定具有较好

的准确度。 
 

 
 

图 7  不同物质对 β-CD@AuNPs-RB 荧光探针的荧光恢

复率影响 
Fig. 7  Effect of different substances on fluorescence 

intensity of β-CD@AuNPs-RB fluorescent probe 
 

表 1  爽肤水中性激素的测定 
Table 1  Determination of sex hormones in toners 

样品 
添加量/ 
(μg/g) 

测定值/
(μg/g) 

回收率/% RSD(n=3)/%

1.2 1.14 95.00 4.2 

2.4 2.42 100.80 1.8 孕酮 

3.6 3.67 101.94 2.7 

3.0 2.89 96.33 3.7 

6.0 6.14 102.33 1.2 雌二醇 

9.0 8.77 97.44 1.8 

3.0 3.14 104.67 2.6 

6.0 5.89 98.17 1.5 睾酮 

9.0 9.17 101.89 4.7 

注：RSD 为相对标准偏差。 
 

3  结论 

采用一步水热法制备了 β-CD@AuNPs，并将其

与 RB 结合用于检测性激素（孕酮、雌二醇、睾酮）

含量。基于性激素含量与 β-CD@AuNPs-RB 荧光恢

复率之间的线性关系，构建了 β-CD@AuNPs-RB 荧

光探 针 ，用 于快 速 定量 分析 性 激素 含量 。将

β-CD@AuNPs-RB 荧光探针用于检测爽肤水中的性

激素含量，性激素的回收率为 95.00%~104.67%，相

对标准偏差（RSD）≤4.7%，证明此法用于实际样

品中性激素的测定是可靠的。此法有望在众多化妆

品样品中快速筛选出可能存在违法添加性激素的违

禁化妆品，为化妆品中性激素的快速检测提供了一

种新方法。 
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