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化妆品中双香豆素和环香豆素的高效液
相色谱二极管阵列检测器测定
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摘 　要 : 建立了用高效液相色谱 (HPLC) /二极管阵列检测器 (DAD)测定化妆品中两种香豆素物质 ———双香豆

素和环香豆素的方法。样品用乙腈 -氢氧化钠溶液 (011 mol/L) (体积比 9 ∶1)的提取溶液超声提取 , 高效液

相色谱 DAD扫描检测 , 并在 306 nm波长进行分析。用保留时间结合二种香豆素的紫外光谱定性 , 外标法定

量 , 并且采用液质联用 (LC - MS/MS)确证。双香豆素的回收率为 96%～105% , 精密度 RSD 为 0151%～

2108% , 定量下限为 1 ng; 环香豆素的回收率为 88%～104% , 精密度 RSD为 0151%～3136% , 定量下限为 1 ng。
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Determ ination of D icumarol and Cyclocoumarol in Cosmetics by HPLC /DAD

CHENG Yan, WANG Chao, XUE Yi2mei, CHEN W ei, WANG Xing,

BA I Hua, CA I Tian2pei, HU Kong2xin
( Institute of Industrial Product Inspection, Chinese Academy of Inspection and Quarantine, Beijing　100025, China)

Ab s trac t: A method for simultaneous separation and determ ination of two coumarins, dicumarol and

cyclocoumarol, in cosmetics by HPLC - diode2array detector (DAD ) was developed. The cosmetics

were extracted by ultrasonic with acetonitrile - NaOH solution (011 mol/L) (9 ∶1, by volume) , The

filtrate was injected into RP - HPLC and detected atλ = 306 nm. Qualitative analysis of the couma2
rins was based on their retention times of the chromatogram and their ultraviolet spectra. Quantitative a2
nalysis used external standard methods. Furthermore, the results were affirmed by LC - MS/MS. The

recoveries, relative standard deviations and lim its of quantitation were 96% - 105% , 0151% - 2108% ,

1 ng for dicumarol and 88% - 104% , 0151% - 3136% , 1 ng for cyclocoumarol, respectively.

Key wo rd s: HPLC; DAD; LC - MS/MS; dicumarol; cyclocoumarol; cosmetics

香豆素是广泛存在于自然界中的内酯类化合物 , 尤其在芸香科和伞形科植物中存在最多 , 常用于

日用香精中。在对人体具有抗高血压、抗凝血等药理作用的同时 , 也具有一定的对生物体有害的生理

毒性 [ 1 - 2 ]。

双香豆素 ( dicumarol) 和环香豆素 ( cyclo2
coumarol) 属香豆素类物质 , 分子结构式分别

如右图所示。它们具有草香味 , 曾被广泛用作

香料。但双香豆素和环香豆素具有光毒性 , 易

与紫外线产生作用而变质 , 对肝脏有损害 , 同

时影响 MTT代谢 , 也影响生物体代谢 [ 3 ]。另

外 , 双香豆素还会影响生物体 NAD ( P) H醌氧

化还原酶 , 从而影响细胞间信息传递 [ 4 - 5 ]。故

近年来欧盟和我国都规定双香豆素和环香豆素为化妆品中禁用物质 , 所以 , 对双香豆素和环香豆素的

检测是保障化妆品质量安全的重要措施。
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国外的文献偏重于香豆素作为药物在生物体中的代谢机理和生理毒性研究 , 对其检测方法研究较

少。Maurer等 [ 6 ]采用 GC - MS方法 , 测定了尿液中的 42羟基香豆素及其代谢产物的含量 , 其中包括环

香豆素。而目前国内多数是植物 (绝大多数为中草药 )提取物中香豆素类物质的定性或定量分析研究。

中国药典 (95版 ) [ 7 ]采用 HPLC分离和检测 , 操作较复杂 , 且灵敏度不高。戴平 [ 8 ]采用紫外分光光度法

测定了双香豆素片中双香豆素的含量 , 操作简便 , 但准确度低。乌云等 [ 9 ]采用溶剂萃取 , 薄层色谱分

离 , 紫外吸收光谱定量 , 测定了草木樨种籽中双香豆素的含量 , 操作复杂 , 灵敏度也不高。目前国内

尚无同时分离和检测化妆品中双香豆素和环香豆素的报道。

本文建立了应用 HPLC /二极管阵列检测器 (DAD)进行化妆品中双香豆素和环香豆素检测的简便方

法 , 用保留时间结合紫外光谱图定性 , 外标法定量 , 并且采用液质联用 (LC - MS/MS)确证 , 避免了假

阳性结果的发生 , 方法准确、快速、简便 , 检出限、回收率和精密度均符合要求 , 可用于同时测定化

妆品中的双香豆素和环香豆素。

1　实验部分

111　仪器与试剂

Agilent 1100 Series高效液相色谱仪 , 配自动进样器和 DAD检测器 ; W aters 26952M icromass Quattro

m icroTM AP I液质联用仪 , 配自动进样器和工作站 ; KQ2 600B型超声波清洗仪 ; Beckman高速冷冻离心

机 ; 双香豆素 (Acros O rganics公司 ) , 纯度 99% ; 环香豆素 ( Sigma - A ldrich公司 ) , 纯度 99% ; 甲醇、

乙腈 ( Fisher公司 ) , 色谱纯 ; 二氯甲烷、氢氧化钠、乙酸、乙酸铵 (北京化学试剂公司 ) , 优级纯 ; 实

验用水为 M illi2Q Ⅰ级超纯水。

112　液相色谱条件

HPLC /DAD条件 : 伊利特 Kromasil C18色谱柱 (250 mm ×416 mm i1d. , 5μm) ; 流动相 : 甲醇 - 乙

腈 - 0105 mol/L乙酸铵水溶液 (含 0125%体积分数乙酸 ) ; 梯度条件 : 0～2 m in时甲醇 - 乙腈 - 0105

mol/L乙酸铵水溶液体积比为 5 ∶50 ∶45, 2～3 m in线性变为 5 ∶75 ∶20, 3～10 m in保持 5 ∶75 ∶20,

10～12 m in线性变为 5 ∶50 ∶45, 12～15 m in保持 5 ∶50 ∶45; 流速 110 mL /m in; 选择保存波长 190～

400 nm紫外光谱图。

113　液相色谱 -质谱条件

LC条件 : A tlantis C18色谱柱 (150 mm ×211 mm i1d. , 5μm) ; 流动相 : 水 -甲醇 ; 梯度条件 : 0～

3 m in保持水与甲醇体积比为 2 ∶8, 3～8 m in线性变化到 0 ∶100, 8～15 m in保持 0 ∶100; 流速 012

mL /m in; 柱温 : 室温 ; 进样量 : 10μL。

双香豆素 MS条件 : 离子化方式 ESI( - ) ; 毛细管电压 315 kV; 锥孔电压 1310 V; Extractor电压 2

V; RF Lens电压 110 V; 离子源温度 100 ℃; 脱溶剂气温度 300 ℃; 数据采集方式 : 二级离子监测

(MRM ) ; 监测子离子及其碰撞能量 : 33512 > 11617 (43 eV) , 33512 > 16019 (13 eV)。

环香豆素 MS条件 : 离子化方式 ESI( + ) ; 毛细管电压 310 kV; 锥孔电压 2510 V; Extractor电压 5

V; RF Lens电压 110 V; 离子源温度 100 ℃; 脱溶剂气温度 300 ℃; 数据采集方式 : 二级离子监测

(MRM ) ; 监测子离子及其碰撞能量 : 32312 > 25111 (20 eV) , 32312 > 17219 (25 eV)。

114　标准溶液的配制

准确称取双香豆素和环香豆素各 01010 0 g置于 100 mL棕色容量瓶中 , 加入 5 mL二氯甲烷 , 待全

部溶解后 , 再加入少许乙腈 , 超声溶解 , 再加乙腈定容至 100 mL, 振荡均匀 , 即得双香豆素和环香豆

素质量浓度各为 100 mg/L的混合标准储备液 , 再逐级用乙腈溶液稀释至所需要的浓度。

115　样品前处理

称取化妆品试样 01500 g, 精确到 1 mg, 加入体积比为 9 ∶1的乙腈 -氢氧化钠溶液 (011 mol/L)提

取 , 超声振荡 20 m in, 并用 110 mol/L乙酸调节溶液 pH值至中性 , 定容至 25 mL, 混匀。取部分溶液

放入离心管中 , 在离心机上于 12 000 r/m in离心 10 m in, 离心后的上清液经 0145μm滤膜过滤 , 滤液

待测定用。
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2　结果与讨论

图 1　双香豆素和环香豆素标准物
液相色谱分离图

Fig11　L iquid chromatogram of

dicumarol and cyclocoumarol

211　流动相的选择

选用甲醇 - 水作为流动相 , 不出峰 ; 选用水 - 乙腈或者水 - 乙

腈 -四氢呋喃作为流动相 , 双香豆素色谱峰较宽 , 不对称 , 且拖

尾 ; 选用甲醇 - 水 - 四氢呋喃 , 或者水 - 四氢呋喃作为流动相时 ,

随着四氢呋喃比例增大峰形逐渐对称 , 但双香豆素出峰时间逐渐靠

前 , 易与溶剂峰相混 , 不能同时满足出峰时间与峰形的要求。

在上述各流动相中分别加入 0102、0104、0105 mol/L的乙酸

铵 , 环香豆素和双香豆素的色谱峰形都较好 , 加入少量乙酸调节

pH值 , 能使峰形更加对称 , 但双香豆素和环香豆素两峰相隔太远。

因此考虑采用梯度条件 , 同时为了减缓梯度条件下基线变化 , 加入

少量甲醇 , 最终适宜的液相条件如“112”中所述 , 分离图谱见图 1。

212　检测波长的选择

采用 DAD宽波段范围扫描 , 可在获取色谱分离图的同时在线监测物质的紫外光谱图。在较低紫外

波段 , 背景对检测物质干扰严重 ; 在 282 nm处二者吸收值都较大 , 但色谱图不稳定 , 有时出现负峰 ;

而在 306 nm处检测峰形对称性较好 , 双香豆素与环香豆素响应值相近 , 无其它干扰 , 基线平稳。选定

306 nm作为两种香豆素物质的检测波长。

213　样品提取溶剂的选择

由于环香豆素溶于有机溶剂 , 双香豆素溶于碱性水溶液 , 故考虑采用水 - 油复合提取溶剂。对比

几种溶剂的提取效率 , 包括甲醇 - 0101 mol/L氢氧化钠溶液 (体积比 1 ∶1和 2 ∶1)、乙腈、四氢呋喃、

二氯甲烷、乙腈 -二氯甲烷混合溶剂 (体积比 10 ∶1, 10 ∶2, 10 ∶3和 1 ∶1) , 最终确定样品提取溶

剂为乙腈 - 氢氧化钠溶液 (011 mol/L ) (体积比 9 ∶1) , 提取后用 110 mol/L乙酸调节溶液 pH值至中

性 , 提取结果符合要求。

214　定量标准曲线的绘制

以色谱峰的峰面积 (A )为纵坐标 , 与其对应的质量浓度 (ρ, mg /L )为横坐标作图 , 绘制标准工作曲

线 , 并按信噪比为 10求得定量下限。两种组分的线性范围、线性方程、相关系数及定量下限列于表 1。

表 1　双香豆素与环香豆素的校准曲线的线性范围、回归方程和定量下限
Table 1　L inear range, regression equation of the calibration curves and quantitation lim it of dicumarol and cyclocoumarol

Analyte L inear rangeρ/ (mg·L - 1 ) Regression equation Correlation coefficient r Quantitation lim it m / ng

D icumarol(双香豆素 ) 0105～50 A = 31142ρ- 2135 01999 9 1

Cyclocoumarol(环香豆素 ) 0105～50 A = 18108ρ+ 3146 01999 9 1

215　精密度与回收率

选择经测定不含有这 2种香豆素的不同剂型和用途的彩妆类样品 (固体粉状 )、护肤类样品 (膏

状 )、洁肤类样品 (乳液状 )、香水类样品 (液体状 ) 4种空白样品 , 以样品中含量分别为 510、5010、

1 000 mg/kg 3个添加浓度 , 按上述方法检测并进行 8次平行实验 , 考察方法的回收率和精密度 , 结果

见表 2。从表 2中可看出 , 双香豆素的回收率为 96%～105% , 相对标准偏差在 0151%～2108%之间 ;

环香豆素的回收率为 88%～104% , 相对标准偏差在 0151%～3136%之间。

表 2　双香豆素和环香豆素的添加回收率测定结果 ( n = 8)

Table 2　The recovery tests for dicumarol and cyclocoumarol( n = 8)

Samp le
Added

wA / (mg·kg - 1 )

D icumarol(双香豆素 ) Cyclocoumarol(环香豆素 )
Found

w F / (mg·kg - 1 )

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Found

w F / (mg·kg - 1 )

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Make2up (powder) 5100 5105 101 1150 5114 103 1125

彩妆样品 (固体粉状 ) 5010 5015 101 0191 5017 101 0151

1 000 1 002 100 2108 1 018 102 1182
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(续表 2 )

Samp le
Added

wA / (mg·kg - 1 )

D icumarol(双香豆素 ) Cyclocoumarol(环香豆素 )
Found

w F / (mg·kg - 1 )

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Found

w F / (mg·kg - 1 )

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Skin care ( cream) 5100 5116 103 1132 4196 99 2100
护肤样品 (膏状 ) 5010 4819 98 1109 4916 99 0152

1 000 97814 98 0185 99716 100 0199
Skin clean ( lotion) 5100 5120 104 0151 4157 91 3136
洁肤样品 (乳液状 ) 5010 5011 100 0193 5012 100 1126

1 000 1 023 102 0179 1 021 102 0176
Perfume ( liquid) 5100 5118 104 1171 4196 99 2173
香水样品 (液体状 ) 5010 4912 98 1111 4513 91 2126

1 000 97814 98 0185 98119 98 1108

216　LC - MS/M S确证

选择 LC - MS/MS进一步确认样品中的双香豆素和环香豆素。双香豆素和环香豆素标准总离子流

和二级子离子质谱图见图 3。双香豆素的母离子 C19 H11 O
-

6 (m / z 33512 ) 主要被打碎成 2个子离子

C9 H5 O
-

3 (m / z 16019)、C8 H4 O
- (m / z 11617) ; 环香豆素的母离子 C20 H19O

+
4 (m / z 32312)主要被打碎成 2

个子离子 C16 H11O +
3 (m / z 25111)、C10 H5O +

3 (m / z 17219)。通过保留时间以及各子离子之间的丰度比值

可以定性确定双香豆素和环香豆素是否存在 , 排除假阳性结果的产生。同时 , LC - MS/MS方法对于双

香豆素和环香豆素的定量下限均能达到 1 ng。

图 3　双香豆素 (A)和环香豆素 (B)标准物质的 LC - MS/MS总离子流图及二级子离子图
Fig13　L iquid chromatography - tandem mass spectrometric (LC - MS/MS) total ion and daughter ions

chromatogram s of dicumarol(A) and cyclocoumarol(B) standards

217　化妆品的测定

应用所建立的方法 , 分别对不同品牌、不同产地、不同剂型 (粉末状、块状、膏状、霜状、乳液

状、液体状 )、不同用途的进出口化妆品中的双香豆素或环香豆素含量进行抽查检测 , 其中彩妆样品 5

种 , 护肤样品 4种 , 洁肤样品 2种 , 发用产品 2种 , 香水产品 7种 , 共 20种不同产品。按照建立的测

试方法进行检测 , 测试结果经标准样品比对、DAD验证和 LC - MS确证 , 表明抽查的 20种进出口化妆

品产品中没有检测到双香豆素或环香豆素。
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发现随着 Cu
2 +浓度的增高 , LDH荧光强度逐渐降低 , 并且符合荧光猝灭的 Stern - Volmer公式。推测

荧光猝灭的原因是由于金属离子与酶结合而生成了不发荧光的基态络合物 , 即以热的形式放出多余能

量而产生无辐射跃迁。图 5为 Cu
2 +对 LDH荧光光谱的影响 , I

0
F / IF = 01944 85 + 43 001·cCu2 + , r =

01999 1, 据此可利用荧光光谱进行金属离子的定量分析。
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