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柱前衍生化反相高效液相色谱法
测定春雷霉素

张佳庆，杨闻翰 *，张 丹，侯德粉

（沈阳沈化院测试技术有限公司，沈阳 110021）

摘要：本文建立一种经过简单的衍生化处理，可利用常规的反向高效液相色谱（RP-HPLC）对春雷霉
素含量进行测定的方法。在碱性条件下，将春雷霉素与氯甲酸-9-芴甲酯（FMOC-Cl）反应后，采用反
向高效液相色谱法，以乙腈和水为流动相，使用XDB-C18色谱柱和紫外可变波长检测器，在265 nm
波长下对反应产生的衍生物进行测定；采用液质联用法，明确春雷霉素衍生物的结构信息。 结果表
明，在0.039 6～0.415 4 mg/L范围内，春雷霉素衍生物的质量浓度与其峰面积间呈良好的线性关系
(R2≥0.999)。该方法的平均回收率为98.8%；相对标准偏差（RSD）为0.4%。该方法衍生反应快，衍生产
物稳定，具有较高的精密度和准确度。 本次试验结果可为春雷霉素产品的分析方法提供新的思路。
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Determination of Kasugamycin by RP-HPLC with Precolumn Derivatization
ZHANG Jiaqing, YANGWenhan*, ZHANG Dan, HOU Defen

(Shenyang Research Institute of Chemical Industry Co., Ltd., Shenyang 110021, China)

Abstract: The method of routine reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) with simple deri-

vatization treatment was establish for the determination of kasugamycin. The derivative produced by reacting kasugamycin

with 9-fluorenylmethylchloroformate (FMOC-Cl) in alkaline condition was quantified by RP-HPLC at 265 nm using the

mixture of acetonitrile and water as mobile phase, and application of XDB-C18 column and ultraviolet detector. The

structure of kasugamycin derivative was identified and determined by LC-MS. The results showed that there was good

linear relationship (R2≥0.999) between the mass concentration of kasugamycin and its peak area in the range of 0.039 6-

0.415 4 mg/L. The average fortified recovery of kasugamycin was 98.8%, and relative standard deviations (RSD) was 0.4%.

The derivative was rapidly achieved and stable based on this method， and the method had the characteristics of higher

precision and accuracy. The finding could provide a novel idea for analytical method of kasugamycin.
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春雷霉素（Kasugamycin）是一种低毒、内吸性杀
菌剂，通过内吸治疗作用来发挥其药效。春雷霉素
的前身是一种由小金色放线菌产生的抗菌素[1]，最
早由中国科学院微生物研究所于1964年在江西土
良地区发现。自春雷霉素上市以来，在全世界范围
内被广泛应用于农业生产上[2]。它对稻瘟病、桃树流

胶病、穿孔病、西瓜细菌性角斑病等病害的防治具
有显著作用[3]。
春雷霉素属于碱性物质，其结构特点为极性大，

易溶于水，故在液相色谱行为上表现为色谱的保留
时间短[4-5]，对于结构相近的生产杂质，很难达到理
想的分离效果，从而给检测的准确度造成了影响。
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目前，对于春雷霉素含量测定的液相色谱分析方
法，一般选择较为复杂的流动相配制体系，通常采
用一定浓度的十二烷基磺酸钠水溶液作为基本的
流动相，再配合一定比例的有机相。然而，大浓度的
缓冲盐体系对色谱柱损耗严重，影响色谱柱的寿
命，提高了检测成本。本研究开发了柱前衍生方法，
对春雷霉素的结构进行了衍生化，通过增加衍生
基团，使春雷霉素具有良好的紫外吸收特性。通过
调整春雷霉素的极性，可实现在乙腈-水为流动相
体系下，对春雷霉素的原药含量进行分析。此法检
测灵敏度高，重现性好，经济实用，并且可以同时实
现对春雷霉素原药中一般杂质的有效分离，为春雷
霉素产品的分析提供了一种创新性的思路。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
Acquity-Micromass Quattro premier液质联用仪，

美国沃特世公司；Dionex U3000高效液相色谱仪，美
国赛默飞世尔公司；Agilent Eclipse XDB-C18色谱柱
（4.6 mm×150 mm，5 μm），安捷伦科技（中国）有限
公司；XS205DU电子天平，梅特勒托利多科技（中国）
有限公司；四硼酸钠、甲醇、乙腈，以上均为色谱纯，
美国SIGMA ALDRICH公司；醋酸（分析纯），国药集
团化学试剂有限公司；标准品春雷霉素（纯度98.0%），
国家农药质检中心（沈阳）；春雷霉素原药，河北安
米诺氨基酸科技股份有限公司；氯甲酸-9-芴甲酯
（FMOC-Cl），北京百灵威科技有限公司。
1.2 仪器条件
色谱条件。柱温：30℃；流速：1.0 mL/min；进样

量：5 μL；检测器波长：265 nm。采用梯度洗脱，洗脱
程序见表1。

质谱条件。离子源模式：ESI＋；电离电压：3.5 kV；
锥孔电压40 V；气帘气流速：50 L/h；裂解气流速：
600 L/h；裂解气温度：400℃；离子源温度：120℃；分
子量采集范围设置：100～600（m/z）。

1.3 溶液配制
1.3.1 标准溶液的配制
称取春雷霉素标准品0.05 g（精确至0.000 1 g）

置于烧杯中，用水溶解，稀释并定容于50 mL容量瓶
中作为标样母液。取1.0 mL母液置于烧杯中，再加入
1 mL 125 mmol/L四硼酸钠溶液来调节酸碱度，之后
加入1.5 mL 4 g/L FMOC-Cl乙腈溶液作为衍生化试
剂。将溶液放置在30℃水浴中反应20 min，待衍生完
全后，将溶液冷却至室温，再用甲醇-水（1∶2，V/V）
稀释并定容于10 mL容量瓶中，用0.45 μm滤膜过
滤，备用。
1.3.2 试样溶液的配制
称取春雷霉素样品0.05 g（精确至0.000 1 g）置

于烧杯中，用水溶解，稀释并定容于50 mL容量瓶
中作为样品母液。其余操作步骤与标准溶液的配制
相同。
1.4 测定
待仪器状态稳定后，对标样溶液和试样溶液进

行测定，取样品和标样2针的平均峰面积进行公式
的计算。
1.5 数据分析

根据标样溶液和试样溶液的峰面积，按式（1）
计算样品中春雷霉素的质量分数w。

w/%= A2×m1×P
A1×m2

×100 （1）

式中：A1、A2分别为标样溶液和试样溶液中春雷
霉素衍生物峰面积的平均值，mAU·min；m1、m2分别
为标样和试样质量，g；P为标样中春雷霉素的质量
分数，%。

2 结果与分析

2.1 检测波长的选择
对春雷霉素标样及其衍生物进行紫外光谱扫

描（图1）。春雷霉素未衍生化之前的最大紫外吸收
峰在207 nm附近，且无其他波长的特征吸收峰，所
以在对未衍生化的春雷霉素进行色谱分析时，只能
选择较低的紫外波长，此段波长的干扰较大，而经
过衍生化的春雷霉素在265 nm附近出现了特征的
紫外吸收峰。在该波长处，样品的灵敏度较高，无低
波数的溶剂干扰，能够满足液相色谱紫外检测器的
分析要求，因此选择的检测波长为265 nm。
2.2 春雷霉素衍生物的色谱分析结果
经过衍生反应（图2），向春雷霉素引入衍生化

试剂氯甲酸-9-芴甲酯（FMOC-Cl）中的荧光团，从

时间/min 乙腈/% 水/%

0 25 75

8.0 25 75

8.1 75 25

15.0 75 25

15.1 25 75

20.0 25 75

表 1 流动相梯度比例
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图 4 春雷霉素衍生物质谱图

而实现高效液相色谱分离及测定。同时，过量的
FMOC-Cl会完全水解成衍生副产物FMOC-OH，其
与春雷霉素衍生物的结构相似，因此具有相同的荧

光激发和检测波长。在以上色谱条件下，春雷霉素
衍生物的保留时间为6.8 min；其水解衍生副产物
FMOC-OH的保留时间为12.1 min（图3）。

图 1 春雷霉素及其衍生物的紫外吸收对比图

图 3 春雷霉素衍生后的液相色谱图

图 2 春雷霉素柱前衍生化反应示意图

2.3 春雷霉素衍生物的质谱分析结果
将春雷霉素标样溶液在质谱条件下进行试验，

通过质谱的断裂机理确定衍生化试剂（FMOC-Cl）
对春雷霉素的衍生位置，以及春雷霉素衍生物的结
构。春雷霉素衍生物的质谱图，见图4。

2.4 线性范围
按照系列稀释方法配制6个质量浓度的春雷霉
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图 5 春雷霉素衍生物标准曲线

编号 称样量/g 质量分数/% 平均值/% RSD/%
1 0.075 32 66.35

66.31 0.4

2 0.076 37 66.12
3 0.076 26 66.17
4 0.076 03 66.23
5 0.075 43 66.81
6 0.076 14 66.19

表 2 春雷霉素精密度试验结果

编号 实测加标量/g 理论加标量/g 回收率/% 平均回收率/%
1 0.025 54 0.025 87 98.74

98.8

2 0.042 12 0.042 53 99.03
3 0.062 35 0.063 15 98.74
4 0.082 69 0.083 26 99.31
5 0.100 99 0.102 47 98.56
6 0.124 09 0.125 74 98.69

表 3 春雷霉素回收率试验结果

图 6 春雷霉素衍生物质谱断裂机理示意图

素标准品溶液，在1.2所述色谱条件下进行测定。以
质量浓度和峰面积为横、纵坐标绘制标准曲线，来验
证方法的线性关系。线性方程为y=4 887.3x-29.319，
相关系数（R2）为0.999 5（图4），R2＞0.999，则春雷霉
素衍生物的色谱峰面积与其质量浓度在0.039 6～
0.415 4 mg/L范围内线性关系良好，

2.5 精密度与回收率的测定
按试样溶液的制备方法配制6个春雷霉素溶

液。根据以上操作条件测定这6个样品溶液中春雷
霉素的含量，结果见表2。在此春雷霉素样品中选取
6个标样的添加水平，按本方法测定其中的春雷霉
素含量，并计算添加回收率，结果见表3。从表2中可

以看出，所配制的6个春雷霉素样品中相对标准偏
差（RSD）为0.4%；从表3中可以看出，计算得到的回
收率为98.56%～99.31%。

2.6 春雷霉素衍生物结构的确证
根据春雷霉素衍生物的质谱图（图4），m/z 602、

422、351和378为主要的质谱峰，通过质谱的一般断
裂机理来确证春雷霉素衍生物的具体结构（图6），以
此验证春雷霉素衍生物的分子量和各官能团信息。

3 结 论

本文创新性地建立了柱前衍生方法对春雷霉
素进行液相色谱分析，使用乙腈-水的流动相体系，

解决了在传统的春雷霉素分析方法中需要使用缓
冲盐溶液作为流动相而导致的体系平衡缓慢、灵敏
度低、对色谱柱损耗大以及杂质分离不理想等问题，
提高了对春雷霉素产品分析的简便性及可靠性。此

y=4 887.3x-29.319
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化氢，得到中间体Ⅱ盐酸盐。在叠氮磷酸二苯酯
（DPPA）的催化下，中间体Ⅰ与中间体Ⅱ盐酸盐反
应得到目的产物氟雷拉纳。该路线原料易得，价格
便宜，产率较高，达86.7%，适用于工业化合成氟雷
拉纳。
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外，本文也通过液质联用方法对春雷霉素衍生物进
行了结构分析，阐明了春雷霉素柱前衍生化反应原
理，并通过春雷霉素衍生化前后紫外全波长扫描图
的对比，进一步证明了方法的科学性。本方法具有
较高的精密度与准确度，可快速分离及测定春雷霉
素有效成分的含量，线性相关性好，可为春雷霉素
产品的分析提供新的思路，适用于各企业及相关检
测机构对春雷霉素产品质量的监督与把控。
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美国环境保护署(EPA)为抗菌产品推出一个新型的环境设计(DfE)标志

6月11日，美国环境保护署（EPA）推出一个新型现代的环境设计（DfE）标志，该标志将在明年应用在消毒剂和杀菌剂等抗
菌产品上。EPA的DfE标志可帮助消费者和商业购买者识别符合《联邦杀虫剂、杀菌剂和灭鼠剂法案》（FIFRA）要求在农药登
记时的健康和安全标准以及其他严格标准的抗菌产品。要获得DfE标志的资格，产品中的每种成分都必须符合一套严格的化
学和毒理学标准。在过去的几年中，消费者、学校和其他组织的参与度激增，他们想更多地了解其使用的产品如何影响他们的
健康和环境。发布的更新标志让购买者更容易找到获得DfE认证的产品，这反过来将激励更多公司通过该认证。

DfE产品符合以下要求：评估人类健康和环境影响、产品性能、包装和成分。通过排除可能对幼儿产生负面影响、导致癌
症或具有其他负面影响的成分，最大限度地减少对人类健康产生的任何可能风险；进一步保护鱼类和其他水生生物；尽量减
少对空气或水道的污染，防止有害化学物质污染土壤；确保产品没有合规性、执行性或功效问题。DfE产品类似于“EPA注册”
农药，因为其符合注册标准，DfE标志表明该产品已经过审查并符合FIFRA注册标准以及DfE认证的标准。

（金兰译）
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