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Key Benefits
•	 The Thermo Scientific iCE 3000 Series Atomic
Absorption Spectrometers provide a rapid and accurate
method for the analysis of selenium in shampoo.

•	Wizard-driven software provides simple spectrometer
optimization and method development.

•	 Deuterium background correction, provided as
standard on all Thermo Scientific iCE 3000 Series AA
spectrometers, ensures compliance with current
legislation.

Summary
The formal European Union analytical method to measure
and regulate the concentration of selenium disulphide is
by the determination of selenium via flame atomic
absorption spectrometry. The Thermo Scientific iCE 3000
Series Atomic Absorption Spectrometers offer a simple,
quick and accurate solution and meets the requirements
of current EU legislation on cosmetic products.

Introduction
Pityriasis capitis, more commonly known as dandruff, and
seborrheic dermatitis, an inflammatory disease of the skin,
are both treated with selenium disulphide. The active
ingredient is typically delivered to the affected area
through lotions and shampoos. Selenium disulphide is also
used as a constituent of some fungicides. In the case of
anti-dandruff shampoo, prescription and non-prescription
strength medications contain 2.5 % and 1 % selenium
disulphide respectively.

One of the primary routes of human exposure to selenium
disulphide is through the use of medicinal shampoos and
lotions via dermal contact and inhalation. Residues may
remain on the scalp after rinsing although there is no
substantial absorption through intact skin. Broken or
damaged skin can offer a route of entry to the body.

Selenium disulphide is considered to be a potential
carcinogen when inside the body but there is no
conclusive evidence of any adverse effects when it is
administered topically. Nevertheless limits have been set
for the selenium disulphide content in shampoo and
lotions, and total selenium content is strictly monitored
in drinking water.

In the early 1970’s member states of the European Union
started to harmonize their national cosmetic regulations
with an aim to enable free distribution of cosmetic
products throughout the region. The 1st directive was
adopted on 27th July 1976 (76/768/EEC) and since then
there have been many more directives issued for a variety
of cosmetic products.
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引言 

香豆素类化合物，是一类具有芳香气味的物质，广泛分

布于植物。为增强香气，通常添加一定量的香豆素类香

料于化妆品中 1。因此 , 香料的安全性将直接影响化妆品

的安全性。有毒理实验发现 , 香豆素是大鼠的可疑致肿

瘤物；此外，对人体肝脏有损伤 2-3。由于香豆素类化合

物具有相同的母体（其母体是由苯环和氧杂环组成的双

环化合物，结构式见图 1），因此危害性也较为相似。

香豆素类化合物在化妆品、食品、塑料等行业常被用作

香料使用。鉴于香豆素类对人体健康的危害性，美国食

品药品管理局（Food Drug Administration，FDA）早在 1954

年就禁止将香豆素用作食品添加剂 4。欧盟早在 2000 年

就提议在化妆品中禁用二氢香豆素、7- 甲氧基香豆素、6-

甲基香豆素和 7- 甲基香豆素，并于 2009 年在化妆品法规

Regulation(EC) No 1223/2009 中将双香豆素、环香豆素、醋

硝香豆素、二氢香豆素、7- 甲氧基香豆素、7- 甲基香豆素、

4- 甲基 -7- 乙氧基香豆素纳入禁用物质列表；我国最早是

在 GB7916-1987《化妆品卫生标准》中规定 6- 甲基香豆素
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的最大允许浓度为 0.003%，而《化妆品卫生规范》（2007

版）中明确规定二氢香豆素、双香豆素、7- 甲基香豆素、7-

甲氧基香豆素、醋硝香豆素和 7- 乙氧基 -4- 甲基香豆素

为禁用物质 5-8。

测定香豆素类化合物的方法有气相色谱法、高效液相色

谱法、高效液相色谱法（HPLC）、液相色谱－串联质谱

法（LC-MS/MS）和气相色谱－质谱联用法（GC-MS）；其中 ,

高效液相色谱法是较为简便的方法 9-15。国内于 2008 年在

标准 SN/T 2104/2008《进出口化妆品中双香豆素和环香豆

素的测定  液相色谱法》中采用高效液相色谱 / 紫外检测

法对化妆品中的双香豆素和环香豆素进行了测定 15。但

是该标准只测定双香豆素和环香豆素，且流动相较为复

杂。基于多种香豆素已被列入禁用或限用物质，本文拟

通过高效液相色谱法建立一种同时测定化妆品中多种香

豆素类化合物的简便方法。图 1. 香豆素类化合物的母体
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1223/2009中将双香豆素、环香豆素、醋硝香豆素、二氢香豆素、7‐甲氧基香豆素、7‐甲基

香豆素、4‐甲基‐7‐乙氧基香豆素纳入禁用物质列表；我国最早是在GB7916‐1987《化妆品卫

生标准》中规定6‐甲基香豆素的最大允许浓度为0.003％，而《化妆品卫生规范》（2007版）

中明确规定二氢香豆素、双香豆素、7‐甲基香豆素、7‐甲氧基香豆素、醋硝香豆素和7‐乙氧

基‐4‐甲基香豆素为禁用物质5‐8。

 

图 1. 香豆素类化合物的母体

测定香豆素类化合物的方法有气相色谱法、高效液相色谱法、高效液相色谱法（HPLC）、

液相色谱－串联质谱法（LC‐MS/MS）和气相色谱－质谱联用法（GC‐MS）；其中,高效液相色
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仪器

Thermo ScientificTM DionexTM UltiMateTM 3000RS四元系统 ,包括：

– LPG-3400RS 四元分析泵（具备溶剂脱气功能）

– WPS-3000RS 自动进样器（配置 100 μL 定量环）

– TCC-3000RS 柱温箱（具备控温功能）

– DAD-3000RS（检测池体积 SST 2.5 μL）

Thermo Scientific Chromeleon 色谱系统控制软件 , 版本 6.80 或

以上

试剂与标准品

去离子水，18.2 MΩ–cm (Thermo Scientific GenPure Pro UV-TOC，

P/N 50131948)

乙腈 (CH3CN)，HPLC 级 (Fisher Chemical，P/N AC610010040)

标准品

双香豆素（CAS No.: 66-76-2）、环香豆素（CAS No.: 518-20-

7）、醋硝豆素（CAS No.: 152-72-7）、香豆素（CAS No.: 91-

64-5）、7- 甲氧基豆素（CAS No.: 531-59-5）、6- 甲氧基豆

素和 7- 乙氧基 -4- 甲基香豆素（CAS No.: 87-05-8）购买于

上海安谱科学仪器有限公司。

标准溶液的制备

标准储备液 1

分别准确称取 0.01 g 环香豆素、双香豆素、 醋硝豆素、7-

甲氧基香豆素、6- 甲基香豆素、甲基 -7- 乙氧基豆素 七

种香豆素标准品 , 用二氯甲烷 : 乙腈（v:v 5：95）混合溶

液定容至 10 mL, 得到浓度均为 1000 mg/L 的香豆素类化合

物单标。各取 1 mL 上述浓度为 1000 mg/L 的单标于 10 mL

离心管，用乙腈定容至 10 mL，得到浓度为 100 mg/L 的标

准储备液 1。

标准工作溶液

将标准储备液 1用乙腈进行逐级稀释，得到浓度为 0.1 mg/L，

0.2 mg/L，0.5 mg/L，1 mg/L，2 mg/L，5 mg/L，10 mg/L，20 mg/L，

50 mg/L 的标准溶液。

样品前处理

样品

分别称取两种不同的化妆品试样 0.1 g 至聚四氟乙烯容器

中，加入 3 mL 乙腈 /0.1 M 氢氧化钠混合溶液 (9:1,v/v)，在

超声波清洗器中超声振荡 20 min 后，加入 0.03 mL 浓度为 1.0 M

的乙酸溶液，并用乙腈 /0.1 M 氢氧化钠混合溶液 (9:1,v/v)

定容至 5 mL，混匀。取部分溶液放入离心管中，在离心

机上于 6000 r/min 离心 20 min，离心后的上清液经 0.45 μm

有机滤膜过滤，滤液待测定用。

样品加标

称取其中的一种化妆品试样 0.1 g 至聚四氟乙烯容器中，

加入 0.5 mL 浓度为 10 mg/L 的混标，按照样品前处理步骤

与样品同步处理。

色谱条件

色谱柱：Acclaim 120, C18, 3 µm (3.0×150 mm) (P/N 063691)  

流动相：乙腈 / 水 

进样体积：1 µL

流速：0.425 mL/min

柱温：30 ℃

检测：紫外吸收波长，λ 306 nm

 

图2.    7种香豆素类化合物在同种规格C18和Phenyl  柱的分离对比图 

重现性、检出线和线性 

        为验证方法的重现性，本文通过连续八次进样浓度为10mg/L的混标，得到各个香豆

素类化合物的保留时间和峰面积的相对标准偏差（RSD），保留时间和峰面积的RSD  分别

小于0.1%和2%，说明该方法具有良好的重现性；香豆素、环香豆素等七种香豆素在

0.1mg/L至50mg/L范围内具有良好的线性，所有线性方程R2都大于0.999；另外，按照三

倍信噪比可得到各个化合物的检出限,具体结果见图3和表1。 
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图 2.  7 种香豆素类化合物在同种规格 C18 和 Phenyl 柱的分离对比图
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图 3. 香豆素混合标准品的重叠色谱图 (10 mg/L, n=8)

图 4. 空白、标样 (1 mg/L)、样品、样品加标（加标浓度：1 mg/L）的色谱图

图 5. 空白、标样、样品的色谱图
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图4.  空白、标样(1mg/L)、样品、样品加标（加标浓度：1mg/L）的色谱图 
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图5.  空白、标样、样品的色谱图 

 

表1      七种豆素的线性方程、重现性及检出线 

化合物名称  线性方程（R2）  相对标准偏差 

（保留时间） 

相对标准偏差 

（峰面积） 

检出限 

（3倍  S/N）

环香豆素  y = 0.0001x + 0.0007

（R2=1） 

0.07 %  1.28 %  26ppb 

双香豆素  Y=0.0001c‐0.014

（R2=1） 

0.08%  1.16%  27ppb 

香豆素  y = 9E‐05c + 0.0051

（R2=1） 

0.09%  1.13 %  17ppb 

7‐甲氧基香豆素  y = 12401c ‐ 133.9 

（R2=0.9998） 

0.09 %  1.30 %  37ppb 

6‐甲基香豆素  y = 0.0001x ‐ 0.0045

（R2=0.9999） 

0.08%  1.02 %  27ppb 

4‐甲基‐7‐乙氧基豆素 Y=0.0001c‐0.0173

（R2=1） 

0.06 %  1.19 %  28ppb 
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表 1 . 七种豆素的线性方程、重现性及检出限

化合物名称 线性方程（R2）
相对标准偏差
（保留时间）

相对标准偏差
（峰面积）

检出限
（3 倍 S/N）

环香豆素 y = 0.0001x + 0.0007（R2=1） 0.07 % 1.28 % 26 μg/L

双香豆素 Y=0.0001c-0.014（R2=1） 0.08% 1.16% 27 μg/L

香豆素 y = 9E-05c + 0.0051（R2=1） 0.09% 1.13 % 17 μg/L

7- 甲氧基香豆素 y = 12401c - 133.9（R2=0.9998） 0.09 % 1.30 % 37 μg/L

6- 甲基香豆素 y = 0.0001x - 0.0045（R2=0.9999） 0.08% 1.02 % 27 μg/L

4- 甲基 -7- 乙氧基豆素 Y=0.0001c-0.0173（R2=1） 0.06 % 1.19 % 28 μg/L

结果与讨论

色谱柱的选择

基于香豆素类化合物的化学性质，本文在相同实验条件

下比较了双香豆素、环香豆素在同种规格的 Phenyl 和 C18

分析柱的分离情况。由图 2 可知，在该条件下，香豆素

类化合物在 C18 色谱柱的分离效果更好。

重现性、检出限和线性

为验证方法的重现性，本文通过连续八次进样浓度为 10 mg/L

的混标，得到各个香豆素类化合物的保留时间和峰面积

的相对标准偏差（RSD），保留时间和峰面积的 RSD 分别

小于 0.1% 和 2%，说明该方法具有良好的重现性；香豆素、

环香豆素等七种香豆素在 0.1 mg/L 至 50 mg/L 范围内具有

良好的线性，所有线性方程 R2 都大于 0.999；另外，按照

三倍信噪比可得到各个化合物的检出限 , 具体结果见图 3

和表 1。

样品和样品加标的分析

为考察方法的可靠性，本文对实际样品进行理论标样浓

度为 1 mg/L 的加标，环香豆素、双香豆素、香豆素、7-

甲氧基香豆素、6- 甲基香豆素、4- 甲基 -7- 乙氧基豆素

和醋硝豆素的回收率依次为：80%、90%、89%、94%、

84%、92% 和 89%，说明该方法具有良好的可靠性，见图

4。另外，由图 5 可以看出，七种香豆素类化合物在两种

化妆品中均未检出，符合《化妆品卫生规范》标准。

结论

在优化的实验条件下，双香豆素、环香豆素等七种香豆

素类化合物在 10 min 内可完成分析。实验结果表明，该

方法具有良好的线性、重现性和回收率，为准确测定化

妆品中的香豆素类化合物提供了技术支持。
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