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水产品中红霉素残留测定过程中 
衍生反应条件的优化研究 

惠芸华, 于  欢, 于慧娟* 
(中国水产科学研究院东海水产研究所, 农业部水产品质量监督检验测试中心, 上海  200090) 

摘  要: 目的  对水产品中红霉素残留量测定过程中衍生反应的条件进行探讨和研究。方法  为了使衍生反应

达到最佳化, 对影响反应的温度、时间、FMOC-CL的量、反应体系进行了研究。结果  红霉素的最佳衍生条

件是反应温度 45 ℃、反应时间 1 h、50 μg FMOC-CL、反应体系 V 乙腈:VKH2PO4
=2:1。结论  该衍生反应条件优

化得比较成功, 适用于所建立的实验方法。  
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Study on optimization of derivatization reaction conditions during 
determination of erythromycin residues 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the conditions of derivatization reaction during the process of 
erythromycin determination in aquatic products. Methods  The reaction temperature, reaction time, 
FMOC-CL quantity and reaction system were studied to optimize the derivatization reaction. Results  The 
results showed that the best derivatization reaction conditions of erythromycin were as follows: the 
derivatization reaction temperature was 45 , the reaction time was 1℃  h, and the amount of FMOC-CL was 50 
μg under the reaction system of Vacetonitrile:VKH2PO4=2:1. Conclusion  The derivatization reaction condition was 
suitable for the established experiment. 
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红霉素 (erythromycin)属于大环内酯类抗生素 , 

对革兰氏阳性菌尤其敏感[1-2], 在水产养殖方面主要
用于防治烂鳃病、白皮病、白头白嘴病等 , 鳙
(Aristichys nobilis)、鲢(Hypophthalmichthys molitrix)
出血病症等[3]。由于其在生物体内的代谢时间长, 很
容易产生残留, 从而对人体产生毒副作用[4-9]。因此, 

建立一种有效的检测方法势在必行, 通过一系列的
试验和探索, 最终建立了一种高压液相色谱法[10]测

定水产品中红霉素的残留量, 在建立该检测方法的
过程中, 因为需要采用荧光检测器对红霉素进行检
测, 红霉素本身不含荧光基团, 这就需要红霉素对红
霉素进行衍生化, 使其具有荧光性。衍生试剂 9-芴代
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甲氧苯酰氯(FMOC-CL)不仅用于氨基的衍生, 而且
还可用于羟基的衍生。 

据资料报道[11]FMOC-CL 同羟基反应生成荧光
酯, 因而具有荧光性。红霉素的衍生就是利用分子中
的羟基同 FMOC-CL 反应生成荧光衍生物的性质来
实现的, 衍生反应如图 1所示。 

 

图 1  红霉素的衍生反应 
Fig. 1  The derivation reaction of erythromycin 

 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

氮吹仪(organomation), 涡流混匀器(MSI IKA), 
Agilent1100 高压液相色谱配荧光检测器 , 烘箱
(101-2B, 上海市实验仪器总厂), TSQ Quantum 液质
联用仪; 甲醇(Fisher 公司, 色谱纯), 甲酸(分析纯), 
氨水(分析纯 ), 磷酸二氢钾(分析纯), 磷酸氢二钾
(分析纯), 红霉素标准品: 纯度≥99%(SIGMA 公司), 
罗红霉素标准品: 纯度≥99%(SIGMA公司), 9-芴代
甲氧基酰氯标准品(FMOL-CL): 纯度≥98%(SIGMA
公司)。 

1.2  溶液配制 

红霉素、罗红霉素储备液: 分别称取 0.0100 g红
霉素、罗红霉素标准品, 分别用乙腈溶解并定容到
100 mL, 配成浓度分别为 100 μg/mL的标准溶液, 临
用时用乙腈稀释成所需浓度, 其中罗红霉素用乙腈
稀释为 10 μg/mL的标准溶液。 

FMOL-CL 溶 液 的 配 制 : 准 确 称 取 适 量
FMOL-CL, 用乙腈溶解并定容到 100 mL。 

1.3  实验方法 

每个实验都是在 1个参数变化, 3个参数固定不
变的情况下进行的。每个实验每次做 3个平行样, 重
复做 3次。取相对峰高的平均值作为纵坐标, 待优化
的参数作为横坐标。反应结束后均用流动水迅速冷却

至室温并在室温下放置 15 min, 进行色谱分析。 
1.3.1  不同反应温度对红霉素衍生化程度的影响 
 

在其他三个参数固定不变的情况下, 将红霉素
分别置于 30、35、40、45、50、55、60 ℃的环境中
进行衍生化反应。 
1.3.2  不同反应时间对红霉素衍生化程度的影响 

在其他三个参数固定不变的情况下, 将红霉素
分别衍生反应 30、60、90、120 min。 
1.3.3  不同量的衍生试剂对红霉素衍生化程度的影响 

在其他三个参数固定不变的情况下, 分别添加
12.5、25、37.5、50、62.5、75 μg FMOC-CL, 进行衍
生化反应。 
1.3.4  不同反应体系对红霉素衍生化程度的影响 

在其他三个参数固定不变的情况下, 红霉素分
别置于 V 乙 腈 :VKH2PO4

=1:1, V 乙 腈 :VKH2PO4
=2:1, V 乙

腈:VKH2PO4
=3:1, V 乙腈:VKH2PO4

=4:1, V 乙腈:VKH2PO4
=5:1的反应

体系中进行衍生化反应。 
1.3.5  高压液相色谱分析条件 

色谱条件: 色谱柱: CAPCELL PAK MGⅡ-C18柱

(4.6 mm×150 mm)。流动相: A: 乙腈; B: 0.03 mol/L
磷酸盐缓冲溶液(pH 6.3)。梯度洗脱程序见表 1。柱
温: 40 ℃。流速: 2 mL/min。进样量: 50 μL。荧光检
测器: 激发波长 255 nm; 发射波长: 315 nm。 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  The gradient elution procedure 

时间(min) 流动相 

 A(%) B(%) 

0.00 63 37 

12.0 63 37 

13.0 75 25 

19.0 75 25 

19.1 63 37 

25.0 63 37 
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2  结果与讨论 

2.1  反应温度对红霉素衍生化程度的影响 

通过图 2可以看出, 随着温度的升高, 衍生化效
率也随之提高, 在 40~50 ℃时衍生化效率达到最佳, 
超过 50 ℃后衍生化效率开始下降。 

2.2  反应时间对红霉素衍生化程度的影响 

由图 3可以看出, 反应时间在 60~90 min时, 衍
生化效率达到顶峰, 之后衍生效率开始缓慢下降。 

2.3  不同量的反应试剂对红霉素衍生化程度的

影响 

由图 4 可以看出, 随着反应试剂的量逐渐增加, 
衍生化效率也随之缓慢提高, 当加入量在 50 μg时达
到顶峰, 继续增加衍生试剂的量对提高衍生效率没
有效果, 衍生化效率反而开始缓慢下降。 

 

图 2  反应温度对红霉素衍生反应的影响(n=3) 
Fig. 2  The effect of reaction temperature on erythromycin 

derivatization (n=3) 

 

图 3  反应时间对红霉素衍生反应的影响(n=3) 
Fig. 3  The effect of reaction time on erythromycin 

derivatization (n=3) 

 

图 4  FMOC-CL的量对红霉素衍生反应的影响(n=3) 
Fig. 4  The effect of amount of FMOC-CL on erythromycin 

derivatization (n=3) 

 
2.4  不同反应体系对红霉素衍生化程度的影响 

由图 5 可以看出 , V 乙腈 :VKH2PO4
=2:1 时 , 衍生化

效率最高 , 增加乙腈的体积衍生化效率基本没有
变化。  

 

图 5  反应体系对红霉素衍生反应的影响(n=3) 
Fig. 5  The effect of ratio of acetonitrile to KH2PO4 on 

derivatization (n=3) 

 
由上述试验结果可以看出: 反应温度: 40~50 , ℃

反应时间: 1 h, 反应试剂的量: 50 μg, 反应体系 V 乙

腈:VKH2PO4
=2:1 时, 红霉素的衍生化效果最好。在该衍

生化条件下, 红霉素的标样图谱如图 6所示。红霉素
的保留时间为 11.610 min, 红霉素的内标物罗红霉素
的保留时间为 17.221 min。 
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图 6  红霉素和罗红霉素标准品液相色谱图 
Fig. 6  HPLC chromatogram of erythromycin and roxithromycin standard 
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