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摘　要：在水温 （２５±２）℃条件下，以２０ｍｇ·ｋｇ
－１鱼体重的剂量给奥尼罗非鱼单次口灌诺氟沙星，高效液相色

谱法测定血浆和肌肉组织中的药物浓度，研究诺氟沙星在奥尼罗非鱼体内的代谢及消除规律。结果显示：血药

时间数据符合一级吸收二室开放模型，半衰期 （Ｔ１／２犓犪、Ｔ１／２α、Ｔ１／２β）分别为１．３０、１．９７、２６．３６ｈ，最大血药浓

度为０．５４６μｇ· ｍＬ
－１，达峰时间为２．７１５ｈ，药时曲线下面积 （ＡＵＣ）为１４．４９１μｇ·ｈ· ｍＬ

－１。选取肌肉组

织作为残留检测的靶组织，以１０μｇ·ｋｇ
－１为最高残留限量，在本试验条件下，建议休药期不低于５５ｄ。
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　　诺氟沙星 （ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＮＦＸ）是２０世纪７０

年代日本最先合成的第三代喹诺酮类药物，具有抗

菌谱广、抗菌力强、体内分布广、安全性高、价格

低廉、对革兰氏阳性菌和阴性菌在低浓度时即表现

杀菌作用的优势［１－２］，被广泛应用于动物和人类多

种感染性疾病的治疗［３－６］，在水产养殖中主要应用

于鱼类细菌性疾病的防治［７－１０］。由于该药存在肝

代谢干扰作用，破坏和减少体内红细胞、白细胞等

毒副效应［１１］，在食品动物中的残留将引起人类病

原菌对其产生耐药性［１２］等危害，因而在可食性动

物组织中的残留问题已经日益引起人们的关注。近

年来，有关ＮＦＸ在罗非鱼体内的药动学研究已有

报道，但其残留消除尚未见报道，且同一种药物在

不同温度、不同给药方式下其药动及残留特征也有

所差别［１２］，因此，本试验模拟实际养殖条件，研

究了ＮＦＸ在奥尼罗非鱼体内的药代动力学和残留

状况，分析不同地域下其药动学差别，提出临床休

药期建议，为规范ＮＦＸ在罗非鱼中临床合理应用

提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

健康 奥 尼 罗 非 鱼 （犗狉犲狅犮犺狉狅犿犻狊犪狌狉犲狌狊×

犗．狀犻犾狅狋犻犮狌狊）由福建省淡水水产研究所榕桥中试

基地提供，经抽查检测证实血浆和肌肉组织中均不

含ＮＦＸ，平均体重２５０±１０ｇ，试验前３ｄ停止投
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饵，水温控制在２５±２℃，ＮＦＸ 标准品 （含量

９９％，批号：６０７２８）购于美国Ｓｉｇｍａ公司；乙腈

为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

１．２　仪器色谱条件

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪；可变波长紫外

检测器；色谱柱为 Ｎｕｃｌｅｏｄｕｒ１００５Ｃ１８（４．６×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈∶磷酸盐缓冲液（ｐＨ

２．５）（ｖ／ｖ）＝２０∶８０；流速１．０ｍＬ· ｍｉｎ－１；检测波

长为２７８ｎｍ；进样体积５０μＬ；室温。

１．３　标准贮备液的配制

准确称取ＮＦＸ标准品１０．０ｍｇ于１００ｍＬ容

量瓶中，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸１ｍＬ溶解，加水定

容至刻度，制成１００μｇ· ｍＬ
－１的标准贮备液，４

℃保存备用。

１．４　给药方法及采样

试验用奥尼罗非鱼１５０ 尾，称重后，按２０

ｍｇ·ｋｇ
－１鱼体重单次混饲口灌给药，无回吐者保

留试验。口灌后随机分组，每组５尾，于给药后

０．２５、０．５、１、１．５、２、４、７、１０、１６、２４、４８、

７２、１２０、２４０、７２０和１４４０ｈ心脏采血，５０００

ｒ· ｍｉｎ－１离心，分离血浆；割取背部肌肉组织，

做好标记；试验前取空白样品作对照，样品于－２０

℃保存。

１．５　样品处理

１．５．１　血浆样品处理　取１．０ｍＬ血浆，加１ｍＬ

磷酸盐缓冲溶液 （ｐＨ２．５）和５ｍＬ乙腈旋涡混

合５ｍｉｎ，５０００ｒ· ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清液

于另一离心管中。残液再加 ５ ｍＬ 乙腈，重复

提取１次，合并上清液。于４０℃氮气流下吹干后

加１．０ｍＬ流动相溶解，过０．４５μｍ滤膜，ＨＰＬＣ

检测。

１．５．２　肌肉样品处理　取２．０ｇ匀浆肌肉组织，

加１ｍＬ磷酸盐缓冲溶液 （ｐＨ２．５）和１０ｍＬ乙腈

旋涡混合５ｍｉｎ，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上

清液，残渣再加１０ｍＬ乙腈，重复提取１次，合并

上清液。于４０℃氮气流下吹干后加２．０ｍＬ流动相

溶解，加６ｍＬ 饱和正己烷，旋涡混合２ｍｉｎ，

５０００ｒ· ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ，弃上层液，下层液过

０．４５μｍ滤膜，ＨＰＬＣ检测。

１．６　建立标准曲线　

将ＮＦＸ标准贮备液配制成定容浓度分别为

０．０００、０．０１０、０．０２５、０．０５０、０．１００、０．２５０、

０．５００和１．０００μｇ· ｍＬ
－１的 ＮＦＸ标准品溶液系

列，以ＨＰＬＣ法测定其峰面积，并以其为纵坐标，

质量浓度为横坐标，作标准曲线，求出回归方程和

相关系数；同时在１．０ｍＬ空白血浆和２．０ｇ空白

匀浆肌肉样品中加入不同体积 ＮＦＸ标准贮备液，

制 成 含 ＮＦＸ ０．０００、０．０１０、０．０２５０、０．０５０、

０．１００、０．２５０、０．５００和１．０００μｇ· ｍＬ
－１标准品

的溶液系列，按１．５的方法对样品处理后测定其峰

面积，求出血浆和肌肉的标准工作曲线回归方程和

相关系数。

１．７　回收率和精密度测定　

取血浆和匀浆肌肉组织，加入 ＮＦＸ标准贮备

液适量，制成０．０１、０．１０和１．００μｇ· ｍＬ
－１３个浓

度。按１．５的方法处理，取５０μＬ进行 ＨＰＬＣ测

定，每个浓度重复测定５次，记录峰面积，计算其回

收率。将上述样品每个浓度日内测定５次，日间测

５次，计算样品中药物浓度的日内、日间精密度。

１．８　数据处理　

采用ＰＫＳ药动软件
［１３］进行模型拟合和参数计

算；消除方程、休药期计算采用ＳＰＳＳ统计软件计

算。

１．９　休药期计算　

根据试验结果，ＮＦＸ是按一级动力学过程从

体内消除的，即在消除后期服从指数消除：犆＝犆０

犲－犽犲狋，根据消除后期测定的组织药物浓度及规定的

最高残留限量 （犕犚犔），计算各组织药物浓度降至

规定水平所需的时间 （犠犇犜）
［１４］：

犠犇犜＝
ｌｎ （犆０／犕犚犔）

犓犲

２　结果与分析

２．１　标准曲线

在本试验色谱条件下，色谱图中基线走动平

稳，保留时间为５．８ｍｉｎ左右，分离度好，峰形对

称 （图１）。在０．０１～１．０μｇ· ｍＬ
－１线性范围内，

测定ＮＦＸ 空白标准曲线为狔＝２７５．６７狓－２．０６１

（犚２＝０．９９４），相同浓度范围其在血浆和肌肉中添

加标准曲线分别为狔＝２８３．７８狓－２．８４５（犚
２ ＝

０．９９９）和狔＝１９５．４７狓－１．１４９（犚
２＝０．９９９３）。

２．２　回收率和精密度

以引起三倍基线噪音的药量为最低检测限，得

出本方法的最低检测限为５ｎｇ· ｍＬ
－１。由表１可

见，血浆平均回收率达９７％以上，平均变异系数

低于７．１４％；肌肉平均回收率达７２％以上，平均

变异系数低于８．１８％。说明该方法回收率高、重

复性好。

２．３　药代动力学

奥尼罗非鱼以２０ｍｇ·ｋｇ
－１的剂量单次口灌
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ＮＦＸ后，药物在血浆中的主要动力学参数如表２

所示，经房室模型分析，其血药浓度时间数据符合

一级吸收二室开放模型，其药动学方程为：犆＝－

２．１５８犲－０．５３５狋＋１．８１３犲－０．３５１狋＋０．３４５犲－０．０２６狋。

图１　诺氟沙星在奥尼罗非鱼血浆和肌肉中的色谱图

犉犻犵．１　犎犘犔犆犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犖犉犡犻狀狆犾犪狊犿犪犪狀犱犿狌狊犮犾犲狅犳犺狔犫狉犻犱狋犻犾犪狆犻犪

Ａ．空白血浆；Ｂ．添加标准品后的血浆；Ｃ．空白肌肉；Ｄ．添加标准品后的肌肉

表１　奥尼罗非鱼血浆和肌肉中诺氟沙星的回收率和精密度

犜犪犫犾犲１　犚犲犮狅狏犲狉狔犪狀犱狆狉犲犮犻狊犻狅狀狅犳犖犉犡犻狀狆犾犪狊犿犪犪狀犱犿狌狊犮犾犲狅犳犺狔犫狉犻犱狋犻犾犪狆犻犪（狀＝５）

样 品
浓度

（μｇ· ｍＬ
－１）

回收率

（％）

日内精密度

（％）

日间精密度

（％）
样 品

浓度

（μｇ· ｍＬ
－１）

回收率

（％）

日内精密度

（％）

日间精密度

（％）

血浆 ０．０１ １０４．３ ５．９５ ７．１４ 肌肉 ０．０１ ７３．９ ５．８８ ８．１８

０．１０ ９７．４ １．５６ １．９６ ０．１０ ７３．２ １．３２ ３．１７

１．００ １０３．３ ０．７０ １．１６ １．００ ７２．０ ０．６４ １．１１

表２　诺氟沙星在奥尼罗非鱼血浆中的主要药动学参数

犜犪犫犾犲２　犘犺犪狉犿犪犮狅犽犻狀犲狋犻犮狊狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犖犉犡犻狀狆犾犪狊犿犪狅犳犺狔犫狉犻犱狋犻犾犪狆犻犪

参数 参数值 参数 参数值

犜１／２α（ｈ） １．９７ 犜１／２β（ｈ） ２６．３６

犜１／２犽犪（ｈ） １．３０ 犆犔／犉（Ｌ·ｈ－１） １．３８０

犞犱／犉（Ｌ·ｋｇ－１） ５２．４９０ 犃犝犆（μｇ·ｈ· ｍＬ
－１） １４．４９１

犜ｍａｘ（ｈ） ２．７１５ 犆ｍａｘ（μｇ· ｍＬ
－１） ０．５４６

犓１２（ｈ－１） ０．１７３ 犓２１（ｈ－１） ０．１３８

犓１０（ｈ－１） ０．０６７ 犕犚犜（ｈ） ２９４．７７

注：犜１／２α为分布相半衰期；犜１／２β为消除相半衰期；犜１／２犽犪为吸收相半衰期；犆犔／犉为清除率；犞犱／犉为表观分布容积；犃犝犆为血药浓度—时间曲线

下面积；犜ｍａｘ为达峰时间；犆ｍａｘ为峰浓度；犓１２为药物由中央室到周边室内的一级运转速率常数；犓２１为药物自周边室到中央室的一级运转速

率；犓１０为药物由中央室到周边室的一级运转速率常数；犕犚犜为药物平均滞留时间。
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２．４　药物消除规律

奥尼罗非鱼经口灌ＮＦＸ２ｈ后，数据经ＳＰＳＳ

统计处理得到血浆和肌肉组织中药物浓度 （犆）与

时间 （狋）关系的消除曲线方程、相关指数 （犚２）

及消除半衰期 （犜１／２）见表３，可知药物在血浆和

肌肉中消除缓慢。

表３　诺氟沙星在奥尼罗非鱼血浆和肌肉组织中的消除曲

线方程及参数

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犲狇狌犪狋犻狅狀狅犳犲犾犻犿犻狀犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲犪狀犱狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳

犖犉犡犻狀狆犾犪狊犿犪犪狀犱犿狌狊犮犾犲狋犻狊狊狌犲犻狀犺狔犫狉犻犱狋犻犾犪狆犻犪

组织 方程
相关指数

犚２
消除半衰期犜１／２

（ｈ）

血浆 犆＝０．１８９犲－０．００４狋 ０．７８２ ３６．９５

肌肉 犆＝０．４４４犲－０．００３狋 ０．９４７ ２３９．１６

２．５　休药期

日本肯定列表中未对 ＮＦＸ的 ＭＲＬ做具体的

规定，因此本试验中ＮＦＸ在罗非鱼组织中的ＭＲＬ

以统一限值１０μｇ·ｋｇ
－１为标准。通过休药期公式

计算，可知肌肉组织的理论休药期为５４．５０ｄ。因

此在本试验条件下，建议ＮＦＸ在奥尼罗非鱼体内

的休药期为５５ｄ以上。

３　讨　论

国内外有关 ＮＦＸ样品的前处理方法相对成

熟，杨先乐等［１５］采用甲醇和６％高氯酸提取法从大

黄鱼血浆和肌肉中提取 ＮＦＸ。Ａｎａｄｏｎ等
［１６－１７］采

用二氯甲烷萃取法从鸡和猪组织中提取 ＮＦＸ，张

雅斌等［１８］用乙腈对鲤血浆进行抽提，刘秀红等［１９］

用ｐＨ７．４磷酸盐缓冲液和乙腈对牙鲆血浆和组织

进行提取。本试验比较了甲醇、乙腈、磷酸盐缓冲

液与乙腈、高氯酸和二氯甲烷对罗非鱼血浆和肌肉

中ＮＦＸ的提取效果，发现在本试验条件下，用甲

醇、高氯酸和二氯甲烷提取的相对回收率均低于

５０％，单独只用乙腈提取的相对回收率也只有

６５％左右，而用磷酸盐缓冲液先溶解样品后再加入

乙腈来提取，其样品回收率明显高于乙腈提取，可

能是磷酸盐缓冲液的加入促进了ＮＦＸ的溶解，从

而提高了样品的回收率。

从本试验条件下得出的药动学参数可知药物在

血浆中吸收迅速、分布快、消除相对较缓慢。这一

趋势与鲤鱼、草鱼口灌 ＮＦＸ的研究结论相对一

致［１８，２０］。ＮＦＸ在奥尼罗非鱼体内吸收迅速，血药

浓度在２ｈ左右达到峰值；药物在血浆和肌肉中分

布较广泛，但在同一采样时间点，大部分肌肉组织

中的药物浓度显著高于血浆，说明该药在体内广泛

分布。与朱泽尧等［２１］研究相比，发现该药在本试

验中的犜ｍａｘ和犜１／２β与其研究结果相当，说明不同

地域、相同的给药方式对药动学参数的差异影响较

小，而犆犿犪狓和犃犝犆与其研究结果差别较大，这

可能是由给药剂量不同造成的，在养殖场中通常是

采用多次给药的方式进行给药，但在试验条件下多

次给药容易造成鱼体损伤易死亡，因此，采用单

次、加大剂量的给药方式。给药后肌肉中的药物浓

度在２ｈ达到最高浓度后开始下降，到４８ｈ药物

又达到一个峰值，说明奥尼罗非鱼对ＮＦＸ的吸收

存在着再吸收，使药物能继续发挥药效。药物在鱼

体内的残留量，一般随着药物给药剂量的增高而增

加，而消除速度随水温的降低而减慢［２２］，因此在

临床给药上须根据养殖种属、水温、给药方式、养

殖模式等慎重分析，制定出合理的给药方案。
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