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摘要：颜料在工业和日常生活中运用广泛，常应用于绘画、涂料等，根据颜料的特性，除了颜填料或染料

外，存在大量天然成分和水等溶剂，存在滋生微生物和霉菌的营养成分和条件，都不可避免使用防腐剂延

长使用期限。氯己定、氯二甲酚和己脒定二（羟基磺酸）盐是较为常见的防腐剂但其仍为有害物质。因此，

需要建立相应的防腐剂的检测方法控制防腐剂的限量。以甲醇作为提取溶剂，通过超声提取 2 次后，离心

并过滤，滤液通过高效液相色谱进行梯度分离，二级阵列检测器检测，用外标法定量。3 种防腐剂在 0.50 

~50.0 mg/L 范围内线性关系良好，相关系数均大于 0.995。检出限分别为氯己定 0.05 mg/kg、己脒定二（羟

基磺酸）盐 0.05 mg/kg 和氯二甲酚 0.1 mg/kg，平均加标回收率为 95%~110%，重复性 RSD 均小于 1%。该

方法简便、快速、准确、可靠，适用于颜料中氯己定、氯二甲酚和己脒定二（羟基磺酸）盐的含量测定。  
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Method for Determining the Content of Chlorhexidine, Chloroxylenol, and Hexamidine 
Diisethionate in Paints by High-Performance Liquid Chromatography SHAO Qiu-feng*, JIANG 

Ying, ZHANG Hui (Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 201114, China) 

Abstract：Pigments are widely used in industry and daily life, particularly in applications such as painting and 

coatings. Due to their composition, which includes pigments, fillers, dyes, natural components, and solvents (e.g., 

water), these materials provide an environment conducive to the growth of microorganisms and molds. Therefore, 

preservatives are inevitably used to extend their service life. Common preservatives such as chlorhexidine, 

chlorhexylphenol, and hexamidine diisethionate are effective but may pose potential health risks. Therefore, it is 

necessary to establish reliable detection methods for preservatives to monitor and control their limits. In this study, 

a new analytical method was developed for the determination of chlorhexidine, chloroxylenol, and hexamidine 

diisethionate in paints using high-performance liquid chromatography. Methanol was employed as the extraction 

solvent in combination with ultrasonic extraction, and quantification was performed using an external standard. 

A linear correlation was observed between peak area and analyte concentrations over the range of 0.50 mg/L to 50.0 

mg/L, with the correlation coefficients exceeding 0.995 for all compounds. The limits of determination (LOD) were 

0.05 mg/kg for chlorhexidine, 0.05 mg/kg for hexamidine diisethionate, and 0.1 mg/kg for chlorhexylphenol. The 

average spiked recoveries were 95%～110%, and the repeatability for all analytes was below 1% (RSD, n = 7). This 

method is simple, rapid, accurate, reliable, and suitable for the determination of chlorhexidine, chlorodicresol, and 

hexamidine diisethionate in pigments-based materials. 
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颜料在工业和生活上运用非常广泛，常

应用于绘画、涂料、油墨、塑料、陶瓷、服

饰等各种领域[1]。根据颜料的涂布特点，生

产过程中除使用颜填料或染料外，主要由粘

合剂及各种天然成分或合成的高分子化合

物在水等溶剂中混合分散而成，无可避免的

存在滋生微生物、霉菌的营养物和条件，因

此，添加适量的防腐剂以延长保质期是非常

必要一环[2]。氯己定（Chlorhexidinec，CHX）、

氯二甲酚（Chloroxylenol，PCMX）和己脒定

二（羟基磺酸）盐（Hexamidine diisethionate，
HD） 为较为常见的 3 种防腐剂。己脒定及



其盐类作为光谱抗菌和杀菌性能，与日化用

品原料配伍性强等性能且对皮肤刺激较低，

广泛运用于化妆品行业[3-5]。氯己定化学名

为双氯苯双胍己烷，又名洗必泰[6]。常作为

皮肤消毒剂，因防腐蚀性低、杀菌效果好等

优点，被广泛运用于漱口水、皮肤消毒剂等

医用及化妆品中。氯二甲酚及己脒定同时也

作为杀菌剂被广泛使用，高效、光谱，其化

学性质稳定，在消毒产品、洗涤用品、化妆

品中大量被使用[7]。 
这 3 种防腐杀菌剂虽然常用，但其仍为

会刺激到眼部和呼吸道的有害物质，且容易

引发接触性皮炎等过敏反应，也有过敏性休

克致死的报告[8]。但氯己定、氯二甲酚和己

脒定二（羟基磺酸）盐任然是现行指画颜料

标准 ISO 8124-7:2015《玩具安全 第 7 部分: 
指画颜料的要求和测定方法》[9]和国标国家

标准 GB 6675.14-2016《玩具安全 第 14 部

分：指画颜料要求和测试方法》[10]中允许添

加的 3 种防腐剂。 
查玉立等[11]使用了高效液相色谱法测

定了化妆品中的 7 种防腐剂。孙成宏等[12]和

望秀丽等[13]均使用了紫外分光光度法测定

防腐剂。朱俐等[14]、王友升等[15]、庄晓梅等
[16]总结了目前对化妆品中防腐剂多采用高

效液相色谱法，超高效液相色谱法，气相色

谱非和气相色谱质谱法，薄层层析法，进行

定性测定，并指出液相色谱法操作简便，效

果更好。漆爱明等[17]使用高效液相色谱法测

定了 15 种化品中防腐剂。除文献报道外，

包括化妆品安全技术规范 2015 版[18]、GB/T 
41436-2022《指画颜料中三氯生和三氯卡班

含量的测定 高效液相色谱法》[19]和 GB/T 
41437-2022《指画颜料中苦味剂柚皮苷和苯

甲酸地那铵含量的测定 高效液相色谱法》
[20]等一些现行有效标准中也多采用液相色

谱法测定化妆品和颜料中防腐剂。 
本次采用高效液相色谱法测定颜料中

氯己定、氯二甲酚和己脒定二（羟基磺酸）

盐 3 种防腐剂。通过采用超声萃取，HPLC
外标法定量的方法。该方法简单、准确，灵

敏度高，可用于颜料中防腐剂的测定。 
 

1  实验部分 

1.1  主要仪器与试剂 
Agilent 1260 型高效液相色谱仪（配二

极管阵列检测器DAD，美国 Agilent 公司）；

Milli-Q 型超纯水仪（美国 Millipore 公司）；

6-16 型离心机（德国 SIGMA 公司）；

SK8210HP 型超声波清洗仪（上海科导超声

仪器有限公司）；BSA224S-CW 型电子天平

（德国 Sartorius 集团）。 
甲醇（色谱纯）、甲酸（分析纯）、乙

醇（分析纯）、L-组氨酸盐酸盐（分析纯）、

氯化钠（分析纯）、二水合磷酸二氢钠（分

析纯）、氢氧化钠（分析纯）、盐酸（分析

纯）（国药集团化学试剂有限公司）。 
氯己定（99.165%）、氯二甲酚（99.725%，

上海麦克林生物科技有限公司）；己脒定二

（羟基磺酸）盐（99.7%，上海源叶生物科技

有限公司）。 
1.2  色谱条件 

色谱柱（4.6mm×250mm，5 μm）：

ZORBAX-C18 柱；流动相：流动相 A：0.1%
甲酸甲醇溶液，流动相 B：0.1%甲酸水溶液，

按表 1 梯度洗脱条件；流速：1.0 mL/min；
柱温：30 ℃；检测波长：280 nm；进样体积

20 μL。 
表 1  流动相梯度 

Tab.1  Eluent gradient 

t/min A/% B/% 

0.0 30 70 

2.0 30 70 

10.0 50 50 

20.0 80 20 

22.0 80 20 

23.0 30 70 

25.0 30 70 

1.3  测定步骤 
1.3.1  标准工作曲线的绘制 

分别准确称取氯己定、氯二甲酚和己脒

定二（羟基磺酸）盐标准品，用甲醇配制成

1000 mg/L 的储备液；准确移取氯己定、氯

二甲酚和己脒定二（羟基磺酸）盐标准储备

液各 1 mL，置于 10 mL 棕色容量瓶中，用

甲醇稀释并定容，配制成 100 mg/L 的中间

液。用甲醇逐级稀释混合标准中间液，得到

质量浓度为 0.50、1.00、2.00、5.00、10.0、



50.0 mg/L 系列混合标准工作溶液，过滤后

经高效液相色谱仪测定。 
1.3.2  样品前处理 

称取 0.2 g（精确至 0.0001 g）样品置于

50 mL 离心管中，加入 10mL 甲醇，振荡 1 
min 使试样充分浸润，在超声波清洗器中室

温下超声提取10 min，使用离心机离心5 min，
取出清液，清液用滤膜过滤后，重复上述步

骤，合并两次滤液，经高效液相色谱仪测定。 
 

2  结果与讨论 
2.1  样品前处理的优化 

根据颜料的特性，并结合使用中的实际

情况，选取甲醇、乙醇、水、模拟汗液（每

升含有 0.5g L-组氨酸盐酸盐、5.0 g 氯化钠、

2.2 g 二水合磷酸二氢钠，用氢氧化钠溶液调

至 pH 5.5±0.2）、模拟胃酸（0.07 mol/L 盐

酸溶液）作为溶剂进行分析。选取一个不含

待测物的指画颜料作为空白，加入一定量的

标准溶液混匀，作为阳性样品。分别对萃取

1、2 和 3 次的提取效率进行数据比对分析。 
具体实验步骤为：称取 0.2 g 样品于具

塞锥形瓶中，加入 10 mL 提取溶液，振荡 1 
min 使其充分浸润，超声提取 10 min，冷却

至室温，离心 5 min，取出上清液，用 0.22 
μm的滤膜过滤，所的滤液为1次提取溶液。

重复上述萃取步骤，重复上述萃取步骤，滤

液为 2 次提取溶液，合并 1 次提取溶液和 2
次提取溶液，为提取 2 次溶液。再重复一次

步骤，将 3 次提取滤液和提取 2 次滤液合并

为提取 3 次溶液。按照提取 1 次，提取 2 次

和提取 3 次的溶液分别进行仪器分析检测，

根据检测结果计算提取率，详见图 1。 

 

图 1  不同溶剂的提取效率 

 Fig 1  Extraction efficiency of solvents 

因超声提取时间对提取效率也存在一

定的影响，按照提取 2 次提取测定上述加标

样品，根据萃取时间的不同，测定样品的提

取率。分别测试了单次萃取时间为 10、15、

20、25、30 min。结果如图 2 所示。根据结

果显示，提取时间无明显差异，考虑提取效

率和成本，故选用最少的时间 10 min 为单

次萃取时间。 

 

图 2  提取时间对提取率的影响 
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Fig.2  Influence of extraction time on theextraction rate 

同时对使用 20 mL 提取溶液 1 次提取

20 min和使用 10 mL提取溶液分别提取 2次
10 min 的结果进行了提取效率的对比。3 种

防腐剂使用 2次提取的提取效率都较 1次提

取有所提高，故选择 2 次提取。 
2.2  优化色谱条件 

根据 3 种物质特性，分别用液相进行测

定时，均可在甲醇-水的流动相中完全分离，

但响应值较低，加入部分甲酸后，可相对提

高仪器对 3 种物质的响应值。由于 3 种物质

的极性分离效果差异，等度洗脱会导致无法

完全分离的状态，故使用梯度洗脱。调节流

动相的比例和流速，综合分析时间及分离效

率等因素调节流动相，选择流速为 1.0 
mL/min，表 1 的洗脱程序为流动相。分离效

果如图 3 所示。 

 

1.己脒定二（羟基磺酸）盐(HD)；2.氯己定(CHX)；3.

氯二甲酚(PCMX) 

图 3  色谱图 

Fig.3  Chromatogram figures 

2.3  方法线性范围和检出限 
根据 1.3.1 配制的标准溶液，经液相色

谱测定，以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标

作图，绘制标准工作曲线。见表 2。 
表 2  线性范围 

Tab.2  Linearity range 

Compound Line R2 

HD y = 42.976x + 4.201 0.9998 

CHX y = 29.163x + 9.2746 0.9996 

PCMX y = 11.043x - 1.1738 0.9998 

线性相关系数 R2≥0.995 时，可认为线性

良好，3 种物质的线性相关系数均大于 0.999，
因此，由上表可知，3 种防腐剂在 0.50～50.0 
mg/L 范围内线性良好。 

根据定量检出限定义为信噪比的 3 倍。

配制标样的浓度为：c=0.5 mg/L，标样在相

同条件下进样 10 次，按检出限的定义分析

数据如表 3 所示。

表 3  检出限 

Tab.3  Limit of detection 
HD  n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

SNR 25 43.9 40.4 47.4 26.2 49.1 53.5 22.3 34.1 43.6 

Average value 38.55 

LOD（ D ）/(mg·L-1) 0.038 

CHX n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

SNR 40.3 69.1 64.8 76.7 42.4 78.6 87.4 36 55.6 63 

Average value 61.39 

LOD（ D ）/(mg·L-1) 0.024 

PCMX n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

SNR 14.2 24.6 22.8 27.4 15 28.4 31.3 12.7 13.4 13.3 

Average value 20.31 

LOD（ D ）/(mg·L-1) 0.073 



 

在同样条件下，根据称样量为 0.2 g，提

取液为 20 mL，可以得检出限为分别为己脒

定二（羟基磺酸）盐、氯己定和氯二甲酚分

别为 0.038、0.024、0.073 mg/kg。根据实际

操作中存在的误差，方法检出限分别为己脒

定二（羟基磺酸）盐、氯己定和氯二甲酚分

别为 0.05、0.05、0.1 mg/kg。 
2.4  重复性试验 

由于样品均未检出，所以在未检出样

品中添加了 5.0 mg/L 标准溶液，用该样品

进行测定，重复测定 7 次，结果见表 4。根

据表 5 结果可知，重复性结果的相对标准

偏差均小于 1%，说明此方法的重复性良

好。 
表 4  重复性 

Tab.4  Repeatability 

Compou

nd 

Results/(mg·L-1) Average 

value/(m

g·L-1) 

RSD/

% 

HD  4.78,4.80,4.78,4.82,4.83,4

.83,4.81 

4.81 0.44 

CHX 4.81,4.82,4.82,4.78,4.83,4

.83,4.90 

4.82 0.75 

PCMX 5.33,5.34,5.29,5.34,5.35,5

.35,5.23 

5.32 0.83 

2.5  回收试验 
在未检出样品中加入一定已知浓度的

标准样品（低、中、高 3 个浓度），混合均

匀后，按照相同的检验方法进行测量，比较

加入标准样品后的含量和理论含量，两者的

比值即为标样回收率，测得样品的回收率见

表 5。 
表 5  回收率 

Tab.5  Recoveries  

Compou

nd 

Adding standard 

concentration/(mg

·kg-1) 

Results/(mg·

kg-1) 

Recoveri

es /% 

HD 0.01 0.00963 96.3 

0.05 0.0479 95.7 

0.10 0.0985 98.5 

CHX 0.01 0.0102 102.7 

0.05 0.0517 103.4 

0.10 0.0989 98.9 

PCMX 0.01 0.0108 108.7 

0.05 0.0517 103.4 

0.10 0.0971 97.2 

结果表明在添加浓度的对应平均回收

率范围均在 95%~110%之间，说明此方法

的回收率良好，能够满足定量分析要求。 
 

3  结论 
建立高效液相色谱法测定指画颜料中

的氯己定、氯二甲酚和己脒定二（羟基磺酸）

盐的方法，方法检出限较低，重复性、回收

率均效果良好、准确，可满足分析检测要求。

该方法可用于指画颜料中防腐剂的有效测

定。 
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