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土霉素在牙鲆体内的药代动力学研究
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摘要 :采用高效液相色谱法为定性、定量手段 ,研究土霉素在牙鲆 ( Paralichthys oli vaceus)体内的药代动力学

过程 ,采用 DAS(Drug and Statistics)药代动力学程序对数据进行分析。结果表明 ,牙鲆单剂量口服土霉素后

(200 mg/ kg) ,血药经时过程符合二室模型 ,主要动力学参数如下 :吸收半衰期 ( T (1/ 2) a)为 10. 043 h ,单剂量给

药后牙鲆体内出现最高质量分数的时间 ( Tmax )为 4. 000 h ,单剂量给药后牙鲆体内最高血药质量分数 ( Cmax )

为 0. 54 mg/ L ,药时曲线下总面积 ( CAU0272 )为 17. 15 (mg ·h) / L ,吸收速率常数 ( Ka )为 0. 223 ,消除速率常数

( k)为 0. 476 h21 。牙鲆肌肉中土霉素的经时过程符合一级吸收一室模型 ,主要动力学参数 : T (1/ 2) a为 74. 893

h , Tmax为 4. 000 h , Cmax为 3. 58 mg/ L , CAU0272为 148. 56 (mg ·h) / L , Ka为 0. 731 , k 为 2. 991 h21 。牙鲆肝脏中

土霉素的经时过程符合一级吸收一室模型 ,主要动力学参数 : T (1/ 2) a为 31. 376 h , Tmax为 4. 000 h , Cmax为 13.

78 mg/ L , CAU0272为 494. 14 (mg ·h) / L , Ka为 0. 876 , k 为 4. 940 h21 。
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　　牙鲆 ( Paral icht hys ol i v aceus)肉质细嫩 ,味道鲜

美 ,且高蛋白、低脂肪、含有多种维生素 ,因而深受广

大消费者的欢迎。随着牙鲆养殖业的发展 ,牙鲆的

疾病时有发生 ,细菌性疾病是牙鲆常见的主要疾病

之一。土霉素 (oxytet racycline) 能够预防和治疗多

种细菌性鱼病 ,且对鱼类毒性低 ,作为抗菌素疗效较

为理想 ,价格也较便宜 ,养殖生产上很实用。但是土

霉素容易产生耐药菌株及在食物中残留[1 ] ,因此 ,许

多国家对其实施监控。

本研究采用高效液相色谱法 ( HPL C) ,对养殖生

产中常用的土霉素在牙鲆体内的药物代谢过程进行

研究 ,以期掌握其药代学规律。研究结果将为合理

用药提供科学依据 ,以利于指导生产用药 ,防止滥用

药物。

1 　材料与方法

1 . 1 　试验材料

健康牙鲆 ,平均体质量 25 g ±1. 5 g ,购入后经检

测表明牙鲆组织中无土霉素残留。试验前暂养于洁

净、充气的水池内 ,水温为 25 ℃±1 ℃。

土霉素原粉 ,纯度 ≥97 %。

1 . 2 　试验仪器

Agilent 1100 型高效液相色谱仪 ,包括真空脱气

机、四元梯度泵、自动进样器、二极管阵列检测器、

ChemStation L C 3D A. 09. 03 化学工作站、Hypersil

ODS 色谱柱 (4. 0 mm ×250 mm ,5μm) 、ODS2C18小

柱 (Agilent Technologies) 。

1 . 3 　给药与采样

给药 :试验前做好给药、解剖取样时间进程表。

首先将牙鲆随机分为 11 组 ,每组 10 尾 ,分别编号、

称质量记录。其中第 1 组为空白对照 ,第 2～11 组

用注射器按每千克鱼体质量口服 200 mg 的剂量灌

喂后 ,将牙鲆放回水中 ,记录给药时间 ,第 2～11 组

分别在给药后 0. 5 ,1 ,2 ,4 ,8 ,16 ,24 ,36 ,48 ,72 h 解剖

取样。

采样 :快速斩断牙鲆尾部放血 ,用注射器收集血

样于 5 mL 离心管中 ,同时取肌肉和肝脏样品 ,作冷

冻处理。血样静置 ,分离出血清后置 4 ℃冰箱备用。

1 . 4 　样品的处理

将样品解冻 ,准确称取肌肉 5. 00 g或肝脏 2. 00 g ,
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匀质 ,置于 100 mL 具塞三角瓶中 ,加入 5 %的高氯

酸溶液 20 mL ,在旋涡混合器上混合 1 min ,于超声

波振荡机上振摇 20 min , 以 3 000 r/ min 离心

10 min ,取上清液于储液瓶中 ,再用 5 %的高氯酸溶

液 10 mL 重复提取一次 ,提取液一并加入到贮液瓶

中[2 ] 。

浓缩净化 :用移液枪取贮液瓶中样液或 1. 5 mL

血清 ,慢慢滴入 C18 小柱的储液管中 ,将其用试管架

起 ,等待样液缓慢通过 C18小柱 ,待样液全部过滤后 ,

用 3 mL 双蒸水洗柱 ,弃去全部流出液。再用 3 mL

甲醇洗脱 ,收集洗脱液于注射瓶中。将收集于注射

瓶中的洗脱液用氮气吹干 ,加 0. 01 mol/ L 的盐酸

1 mL于注射瓶中 ,用0. 45μm的滤膜过滤到高效液

相色谱仪的样品瓶中 ,进行液相色谱测定[3 ] ,用外标

法2峰面积定量分析。

1 . 5 　样品的测定

样品中的土霉素采用高效液相色谱法测定。

色谱条件 :流动相 :乙腈20. 01 mol/ L 磷酸二氢

钠 (p H2. 6) (体积比为 26 ∶74) ;流速 :0. 8 mL/ min ;

柱温 :37 ℃;进样量 : 30μL ;检测波长 355 nm ,带宽

10 nm ;参考波长 ,360 nm ,带宽 100 nm。

定量方法 :采用外标法 ,化学工作站自动计算峰

面积 ,并求出样品中土霉素的浓度。

定性方法 :用保留时间对样品中的土霉素定性。

1 . 6 　精密度与回收率

配制不同浓度水平的土霉素标准溶液 ,用于测

定精密度[ 4 ] 。做不同次数差异测定 :于 1 d 内分别进

行 4 次重复进样测定 ;测出各浓度对保留时间和峰

面积的相对标准偏差来测定方法的精密度。

1 . 7 　数据处理和计算方法

采用 DAS 药代动力学程序 ,将试验结果在计算

机上进行处理和统计分析 ,确定药物代谢动力学参

数。

2 　试验结果

2 . 1 　土霉素的色谱行为

按照不同的比例配制流动相 ,比较标准溶液的

测定结果。结果表明 ,乙腈与 0. 01 mol/ L 磷酸二氢

钠 (p H2. 6)体积比为 26 ∶74 时 ,土霉素能与杂质峰

完全分开 ,基线较平稳 ,峰型较对称 (图 1) 。而 0. 1

mol/ L 和 0. 01 mol/ L 的磷酸二氢钠比较 ,面积响应

值相差不多 ,但前者与溶剂峰距离较接近 ,易产生信

号干扰 ,故本研究选择后者。在检测过程中 ,比较其

他波长 :210 ,260 ,285 ,370 nm 等。355 nm 时其它物

质吸收干扰小 ,基线较平直 ,在所选色谱条件下 ,

355 nm为最佳。

图 1 　样品中土霉素的色谱图

Fig. 1 　HPLC chromatograms for oxytet racycline in pre2t reated sample

2 . 2 　精密度和回收率

由土霉素标准溶液的保留时间和峰面积的变异

系数可以看出 :在选择的色谱条件下 ,标准溶液的保

留时间和峰面积具有良好的重复性 ,见表 1 和表 2 ,

尤其是保留时间变化差异相当小 ,如图 2。

在空白样品中分别加入质量浓度为 200 mg/ L

的土霉素标准液 100μL 和 50μL ,在加标准液 50μL

的样品中加 50μL 0. 01 mol/ L 的盐酸 ,减少杂质峰
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影响 ,样品按上述方法处理 ,测定浓度 ,与所加标准

液 100 %回收浓度相比 ,测得回收率分别为 65. 1 % ,

60. 3 %。

表 1 　不同浓度的土霉素标准溶液保留时间的相对标准偏差

Tab. 1 　Relative standard deviation of retention time for oxy2

tetracycline at different dosages

质量浓度

(mg/ L)

　　　　4 数进样的保留时间

　　　　(min)

　　　　　　　　　　相对标

　　　　　　　　　准偏差

　　　　　　　　 　( %)

0. 5 6. 353 6. 376 6. 20 6. 20 1. 52

1. 0 6. 364 6. 350 6. 236 6. 236 1. 11

2. 0 6. 354 6. 357 6. 218 6. 218 1. 26

3. 0 6. 351 6. 359 6. 218 6. 218 1. 26

4. 0 6. 359 6. 353 6. 225 6. 225 1. 20

5. 0 6. 355 6. 352 6. 227 6. 227 1. 16

10. 0 6. 339 6. 340 6. 218 6. 218 1. 11

20. 0 6. 320 6. 321 6. 202 6. 202 1. 09

30. 0 6. 312 6. 311 6. 196 6. 196 1. 06

40. 0 6. 301 6. 302 6. 188 6. 188 1. 05

表 2 　不同浓度的土霉素标准溶液峰面积的相对标准偏差

Tab. 2 　Relative standard deviation of area under the curve for

oxytetracycline at different dosages

质量浓度

(mg/ L)

　　　　4 数进样的峰面积值

　　　　(mA ·s)

　　　　　　　 　相对标

　 　 　 　 　　　准偏差

　　　　　　　 　( %)

0. 5 1. 5 1. 6 1. 6 1. 7 5. 10

1. 0 3. 1 3. 5 3. 9 3. 7 9. 62

2. 0 7. 5 7. 4 7. 2 8. 0 4. 52

3. 0 11. 6 11. 7 11. 8 11. 6 0. 82

4. 0 13. 3 13. 0 14. 7 15. 4 8. 08

5. 0 18. 8 19. 0 19. 8 19. 2 2. 25

10. 0 38. 5 38. 3 40. 2 38. 5 2. 28

20. 0 89. 6 89. 4 86. 9 91. 5 2. 11

30. 0 118. 2 116. 9 125. 1 125. 4 3. 69

40. 0 153. 7 152. 9 165. 0 165. 8 4. 39

2 . 3 　线性关系及检测限

土霉素的质量浓度在 0. 5 ～40. 0 mg/ L ,具有良

好的线性关系 ,相关系数为 0. 999 83 ,标准曲线回归

方程为 A = 3. 676 322 2 C - 0. 369 089 7 , A 为峰面

积 , C 为质量浓度。该方法 的 最 低 检 出 限 为

0. 5 mg/ L 。

图 2 　不同质量浓度土霉素保留时间色谱对比

Fig. 2 　HPLC chromatograms for oxytet racycline at different dosages

2 . 4 　土霉素在牙鲆体内的药动学

数据经 DAS 药代动力学程序处理 ,血液、肌肉、

肝脏中药物的实测值见表 3 ;药代动力学各参数见

表 4。

在样品预处理过程中 ,发现血液和肌肉的 0. 5 ,

36 h 样品及肝脏 24 h 样品发生变质 ,处理后样液颜

色仍与其它样液有较大差别 ,为避免损伤高效液相

色谱仪 ,该时点样品未进行测定。
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表 3 　牙鲆口服土霉素后不同时间血液、肌肉、肝脏中土霉素

的质量浓度

Tab. 3 　Concentrations of oxytetracycline in the blood, muscle and

liver of Paralichthys olivaceus after oral administration

时间 (h)
质量浓度 (mg/ L)

血 　液 肌 　肉 肝 　脏

0. 5 2 2 10. 52

1. 0 0. 48 1. 79 11. 91

2. 0 0. 50 1. 81 11. 77

4. 0 0. 54 3. 58 13. 78

8. 0 0. 51 2. 85 10. 52

16. 0 0. 45 2. 30 10. 19

24. 0 0. 31 2. 28 2

36. 0 2 2 6. 63

48. 0 0. 20 1. 98 4. 56

72. 0 0. 19 2. 77 2. 03

表 4 　土霉素在牙鲆体内的药代动力学参数

Tab. 4 　Pharmacokinetics parameters of oxytetracycline in

Pa ralicht hys olivaceus

实验

部位

T (1/ 2) a

(h)

Tmax

(h)

Cmax

(mg/ L)

CAU0272

(mg ·h) / L
Ka

k

(h21 )

血液 10. 043 4. 000 0. 54 17. 145 0. 223 0. 476

肌肉 74. 893 4. 000 3. 58 148. 562 0. 731 2. 991

肝脏 31. 376 4. 000 13. 78 494. 136 0. 876 4. 940

3 　讨论

3 . 1 　牙鲆单剂量口服土霉素的药代动力学

特征

本实验数据经 DAS 药代动力学程序分析 ,表明

牙鲆口服土霉素后 ,血药经时过程符合二室模型。

土霉素在牙鲆体内的吸收较慢 ,给药后 1 h 血药质量

浓度达到 0. 48 mg/ L ,4 h 血药质量浓度达到高峰值

0. 54 mg/ L , 而直到 16 h 时 , 测得质量浓度为

0. 45 mg/ L ,吸收半衰期为 10. 043 h ,说明血液中药

物浓度较高时维持时间长。这一点与四环素类药物

的特性相吻合。

3 . 2 　不同给药方式对药动学的影响

水产上常用的给药方式有口服、注射、药浴等 ,

口服给药的方法最常用。但是 ,由于年龄、健康状况

等方面的个体差异 ,以及环境的影响 ,水产动物对药

饵的采食量无法进行准确定量 ,因而无法精密的确

定给药剂量。本实验用注射器 (无针头) 直接将药物

灌入胃中 ,鱼无回吐现象 ,保证了鱼摄入准确的药

量 ,避免了因采食差异对药动学研究造成的影响。

不同的给药方式 ,药物在鱼体内的药代动力学

规律有很大的差异。张雅斌[5 ] 等研究了不同给药方

式下鲤鱼对诺氟沙星的药代动力学 ,结果表明 :口服

药物吸收程度最好 ,生物利用度较大 ;混饲灌服的生

物利用度最小。因而土霉素以不同给药方式在牙鲆

体内的药物代谢动力学规律有待于进一步的研究。
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Abstract : The paper discusses t he influence of at mosp heric factors on Babin model . U sing the simulating
test , evaporation duct height is calculated using Babin model and compared with P2J model’s result s. The
former is smaller t han t he lat ter normally. Babin model is also used to calculate the duct height s f rom stand2
ard meteorological data of t he South China Sea and t he averaged result is consistent wit h ot her statistical re2
sult s , which lays t he foundation of st udy of climate change of evaporation duct s utilizing Babin model .
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Abstract : The p harmacokinetic of oxytet racycline in healt hy Paral icht hys ol i v aceus was st udied by using
t he high performance liquid chromatograp hy. Data were analyzed wit h t he p harmacokinetic comp uter p ro2
gram DAS. The result s showed t hat t he plasma concent ration time course of oxytet racycline can be de2
scribed by a one2compartment open model with the first order absorption after oral administration (200 mg/ kg) .
The main p harmacokinetic parameters were as follows : dist ribution half2life ( T (1/ 2) a) was 10. 043 h , time to
peak ( Tmax ) was 4. 000 h , peak concent ration ( Cmax ) was 0. 54 mg/ L , area under t he concent ration2time
curve f rom 0 to 72h ( CAU0272 ) was 17. 15 (mg h/ L) , rate constant for dist ribution ( Ka ) was 0. 223 , and rate
constant for elimination ( k) was 0. 476 h21 . The kinetics p rocess of oxytet racycline in muscle can be de2
scribed by a one2compartment model with t he first order absorption. It s t heoretical equations were as fol2
lows : T (1/ 2) a was 74. 893 h , Tmax was 4. 000 h , Cmax was 3. 58 mg/ L , CAU0272 was 148. 56 (mg h/ L) , Ka was
0. 731 , k was 2. 991 h21 . The kinetics p rocess of oxytet racycline in liver was found to be a one2compart ment
with the first order absorption. It s theoretical equations were as follows : T (1/ 2) a was 31. 376 h , Tmax was
4. 000 h , Cmax was 13. 78 mg/ L , CAU0272 was 494. 136 (mg h/ L) , Ka was 0. 876 , and k was 4. 940 h21 .
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