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口灌氟苯尼考在黄鳝体内的药物代谢动力学及其残留
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华中农业大学水产学院,武汉430070

摘要 采用高效液相色谱法,研究25℃下黄鳝单次口灌氟苯尼考(20mg/kg)后其体内的药物代谢和连续

3d口灌(20mg/(kg·d))氟苯尼考后的药物残留消除规律。试验结果表明,氟苯尼考在黄鳝体内吸收迅速、组
织分布广泛。血浆、肝脏、肾脏和肌肉中氟苯尼考的达峰质量浓度(Cmax)和达峰时间(Tmax)分别为6.07μg/mL、

7.57、9.34、5.87μg/mg和3.67、4.45、2.01、9.28h。各个组织消除半衰期t1/2β)的大小顺序为肾脏(29.26h)>
肝脏(19.32h)>肌肉(17.22h)>血浆(10.84h)。氟苯尼考胺在黄鳝体内代谢缓慢,肾脏中的消除半衰期和代

谢率(MR)最高,分别为45.93h和49.21%。连续3次口灌后,标示残留物在黄鳝肾脏组织的残留量最高,其次

为肝脏和肌肉。给药10d后所有组织均检测不到残留。若按照日本规定0.1mg/kg的最大残留限量(MRL)计
算,得到的休药期为12d,与实测浓度判断法得出的休药期基本一致。
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  黄鳝(Monopterusalbus),隶属合腮目(Syn-
branchiformes)合腮科(Synbranchidae)黄鳝属。由

于其体内富含DHA、EPA和其他药用成分,是深受

国内外消费者喜爱的美味佳肴和滋补保健食品,在
国内外市场上十分畅销。近年来由于养殖密度相对

增大,养殖过程中操作不当以及水环境变化等诸多

因素,常使黄鳝遭受细菌病原体侵袭而感染疾病。
氟苯尼考是新一代氯霉素类动物专用广谱抗生

素,具有抗菌谱广、吸收好、体内分布广、安全高效

等特点,对敏感菌所致的水产动物细菌性疾病治疗

效果显著[1-4]。对氟苯尼考的相关研究已经在多种

水产动物中有所报道[5-8],笔者通过对口灌氟苯尼考

在黄鳝体内的药物代谢动力学及残留规律进行分

析,旨在为氟苯尼考在黄鳝养殖中的应用提供理论

依据和用药参考。

1 材料与方法

1.1 仪器与设备

Agilent1200高效液相色谱仪(自动进样器,紫
外可 见 检 测 器),美 国 Agilent公 司 产 品;Sigma

3K3D自动高速冷冻离心机,美国Sigma公司产品;

Diax900高速组织匀浆机,德国 HeidoLph公司产

品;SartoriusBS-2245型精密电子天平,北京赛多利

斯仪器系统有限公司产品;MTN-2800W 氮吹浓缩

装置,天津奥赛恩斯仪器有限公司产品;WH-2微型

漩涡混合仪,上海沪西仪器分析厂;PB-20标准型

pH计,北京赛多利斯仪器系统有限公司产品;Elga超

纯水仪,英国VWS公司产品;OasisMCX固相萃取柱

(60mg,3mL),美国 Waters公司产品。
1.2 试验动物

试验所用黄鳝购自武汉市壕沟养殖场,平均体

质量为(71±5)g,于试验池中暂养14d后用于正

式试验。试验时黄鳝养殖于50cm×45cm×35cm
的玻璃水族箱中。每箱放黄鳝6尾,不投饵。试验

用水为经过曝气的自来水,水深5~6cm,水温控制

在(25±1.4)℃,pH值为7.2±0.4。
1.3 药品与试剂

氟苯尼考标准品(纯度99%),美国Sigma公司

产品;氟苯尼考胺标准品(纯度98%),加拿大 To-
rontoResearchChemicalsInc.公司产品;氟苯尼考
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原粉(纯度99%),武汉九州神农药业有限公司产

品;色谱纯乙腈和甲醇,美国Tedia公司;丙酮、二氯

甲烷、磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O)、浓氨水、正
己烷、十二烷基硫酸钠(SDS)、三乙胺等试剂均为分

析纯,购于国药化学试剂有限公司。
1.4 试验方法

1)给药与取样。用少量的N,N-二甲基甲酰胺

预溶氟苯尼考原粉,再用聚乙二醇300定容配制成

80mg/mL口灌药液,并加入少量食用色素使溶液

呈红色(以便观察回吐情况)。正式给药前1d禁食

并采集空白血浆及组织样品作为对照。将黄鳝按采

样时间分组。给药时准确称取试验鱼体质量,将连

接注射器的透明塑料软管从口腔插入鱼胃,用50

μL微量注射器将配制好的氟苯尼考原料药经透明

软管缓慢推入鱼胃,给药后将鱼放入一独立水族箱

中观察,15min内无回吐者用于试验。单次口灌的

剂量为20mg/kg。残留研究是按20mg/kg的剂

量连续口灌给药3d,时间为每天09:00。单次口灌

组的采样时间点为灌药后0.25、0.5、1、2、3、5、7、9、

11、13、15、18、24、36、48、60、72和128h。多次口灌

组的采样时间点为最后1次灌药后1、4、8、12、24、

48、72、120、168、240和360h。每个时间点采样

6尾。用1mL注射器自尾静脉采血,置于肝素抗凝

管中,4000r/min离心10min,取血浆,保存在

-20℃冰箱中备用。采血后,取肌肉、肝脏、肾脏样

品,保存在-20℃冰箱中备用。

2)样品处理。将样品从低温冰箱取出,室温解

冻。取1.0mL的血浆或1.0g的组织匀浆放入10
mL的具塞离心管中,依次加入1mL的1mol/L
pH7.0的磷酸盐缓冲液和4mL的丙酮,涡旋振荡

2min,10000r/min离心6min后将上清液转入15
mL的离心管中。用4mL丙酮重提2次,合并3次

上清液。向上清液加入300μL25%的浓氨水和

3mL二氯甲烷后涡旋振荡2min,5000r/min离心

6min,将上层液体转入10mL的离心管,用3mL
的二氯甲烷再提取1次,合并2次提取液,置于氮吹

仪上45℃吹干。吹干后残渣加入1mL10%的乙

腈溶解,再分别用3mL的正己烷脱脂2次。血浆、
肝脏和肾脏样品直接经0.22μm微孔滤膜过滤,肌
肉样品 移 除 正 己 烷 层 后 加 入2 mL5%的 乙 酸

(V/V,使液体呈酸性),最后按照Zhang等[9]报道的

方法用OasisMCX固相萃取柱净化。45℃吹干后

组织残渣用1mL10% 的乙腈溶解,涡旋振荡1min

后直接经0.22μm 微孔滤膜过滤。50μL进样检

测。

3)色谱条件。色谱柱:AgilentEcLipseXDB-
C18(250mm×4.6mm,5μm),流动相:A液(乙
腈)∶B液(0.04moL/L磷酸二氢钠,0.004moL/L
SDS和0.10%的三乙胺)为30∶70(V/V),用磷酸

调pH为3.8;流速:1.0mL/min;柱温:40℃;紫外

检测波长225nm。

4)标准溶液的配制。准确称取0.01g的氟苯

尼考及氟苯尼考胺标准品,分别用少量的乙腈溶解

后用超纯水定容至100mL,配制成100μg/mL的

2种标准储备液,然后再用超纯水分别稀释成质量

浓度为0.5、1.0、2.5、10、50和100μg/mL的系列

标准 稀 释 液。用 标 准 稀 释 液 配 制 成 0.05~25

μg/mL共9个质量浓度梯度的标准溶液。

5)标准曲线的制备。在黄鳝1mL空白血浆或

1g空白组织匀浆(肝脏、肾脏和肌肉)中加入已知

浓度的标准溶液,制成氟苯尼考和氟苯尼考胺质量

浓度为0.05、0.1、0.25、0.5、1.0、2.5、5、10、25

μg/mL的血浆样品和质量分数为0.05、0.1、0.25、

0.5、1.0、2.5、5、10、25μg/mg的组织样品。按照前

述方法处理样品后,进行 HPLC分析,求出标准曲

线回归方程和相关系数。

6)回收率、精密度和检测限测定。取空白血浆、
肌肉、肝脏和肾脏样品,加入适量标准稀释液,配制

成氟苯尼考及氟苯尼考胺质量浓度分别为0.1、

1.0、5.0mg/L的血浆样品和质量分数分别为0.1、

1.0、5.0mg/kg的组织样品,按照前述方法处理样

品,每个质量浓度5次重复,连续5d测定,计算回

收率和精密度。以引起3倍基线噪音(S/N=3)的
药物浓度为检出限。
1.5 数据处理

药代动力学参数采用3p97药代动力学软件进

行计算,根据 WSS和AIC值来判断最适合的药代

动力学模型。氟苯尼考的代谢率(MR)采用公式

MR=AUCFFA/AUCFF计算。多次口灌浓度-时间数

据采用Origin8.5软件以一级消除动力学方程Ci=
C0e-kt进行拟合分析,获得消除曲线的纵截距C0及
消除速率常数k,消除半衰期t1/2β)通过公式t1/2β=
0.693/k计算,休药期(WDT)通过公式 WDT=
ln(C0/MRL)/k计算,此处氟苯尼考的 MRL(最大

残留 限 量)分 别 以 0.1 mg/kg (WDT1)和 1.0
mg/kg(WDT2)计算。
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2 结果与分析

2.1 标准曲线和检测限

分别以氟苯尼考和氟苯尼考胺峰面积为横坐标

(X),氟苯尼考和氟苯尼考胺的质量分数为纵坐标

(Y,mg/kg)绘制标准曲线(略),得到氟苯尼考和氟

苯尼考胺的回归方程和相关系数(表1)。
表1 氟苯尼考和氟苯尼考胺在

黄鳝血浆和组织中的药物定量

Table1 Calibrationcurvesforflorfenicolandflorfenicolaminein

plasmaandtissuesofricefieldeel(Monopterusalbus)

样品

Sample
分析物

Analyte
回归方程

Regressionequation

相关系数

Correlation
coefficient

血浆

Plasma
FF1) Y=103.670X+11.732 R2=0.9991
FFA2) Y=93.624X+9.544 R2=0.9993

肝脏

Liver
FF Y=100.800X+8.217 R2=0.9993
FFA Y=92.147X+9.723 R2=0.9992

肾脏

Kidney
FF Y=102.060X+7.395 R2=0.9991
FFA Y=92.619X+9.715 R2=0.9994

肌肉

Muscle
FF Y=100.210X+3.708 R2=0.9997
FFA Y=89.385X+12.018 R2=0.9994

 1)FF:氟苯尼考Florfenicol;2)FFA:氟苯尼考胺Florfenicolamine.

  由 表 1 可 见 在 线 性 范 围0.05~25μg/mL
(n=6)内,所得标准曲线相关系数R2>0.999,氟苯

尼考和氟苯尼考胺的色谱峰面积与质量分数线性相

关性良好,可以满足定量分析的需要。检出限的范

围为0.01~0.03mg/kg,均低于欧盟(1.0mg/kg)
和日本(0.1mg/kg)规定的最高残留限量,符合残

留分析的要求。
2.2 回收率和精密度

氟苯 尼 考 和 氟 苯 尼 考 胺 的 回 收 率 分 别 为

86.11%~92.08%和85.80%~91.23%,均能达到

检测要求。日内和日间精密度分别为1.21%~
3.95%、2.05%~4.99%,均小于10%,符合精密度

的测定要求。
2.3 单次口灌给药后的药代动力学特征

在25℃水温条件下,对黄鳝以20mg/kg的剂

量单次口灌氟苯尼考后,有关药物动力学参数详见

表2。氟苯尼考药时数据在血浆、肌肉和肝脏组织

符合一级吸收一室开放模型,在肾脏组织中符合一

级吸收二室开放模型。代谢物氟苯尼考胺药时数据

均符合一级吸收二室开放模型。

表2 单次口灌氟苯尼考后药物在黄鳝体内的药代动力学参数1)

Table2 Pharmacokineticparametersofflorfenicolandflorfenicolamineinricefieldeel(Monopterusalbus)

afterasingle20mg/kgoraladministrationat25℃

药代动力学参数

Pharmacokineticparameters

氟苯尼考FF
血浆

Plasma
肝脏

Liver
肾脏

Kidney
肌肉

Muscle

氟苯尼考胺FFA
血浆

Plasma
肝脏

Liver
肾脏

Kidney
肌肉

Muscle

t1/2α/h 0.94 0.98 1.21 3.06 4.60 0.18 2.84 1.55

t1/2β/h 10.84 19.32 29.26 17.22 16.39 29.58 45.93 20.99

Tmax/h 3.67 4.45 2.01 9.28 7.21 11.27 4.20 15.50

Cmax/(mg/L) 6.07 7.57 9.34 5.87 1.89 1.58 2.57 1.85

AUC/((mg·h)/L) 119.60 247.51 309.04 211.67 51.59 91.79 152.08 89.80

CL/((L·kg)/h) 0.33 0.08 0.06 0.09 0.39 0.22 0.13 0.22

Vd/(L/kg) 5.23 2.25 1.34 2.35 6.29 1.07 5.57 5.96

MR/% - - - - 43.14 37.09 49.21 42.42

 1)t1/2α、t1/2β分别为分布半衰期和消除半衰期;Tmax为给药后出现最大药物质量浓度的时间;Cmax为给药后的最大药物质量浓度;

AUC为药时曲线下总面积;CL为总体清除率;Vd为表观分布容积;MR氟苯尼考胺的代谢率。t1/2α,t1/2β:Theabsorptionhalf-
lifeandtheeliminationhalf-life;Tmax:Thetimetoreachpeakormaximumdrugconcentration;Cmax:Thepeakdrugconcentra-
tion;AUC:Theareaundertheconcentration-timecurve;CL:Thetotalbodyclearance;Vd:Theapparentvolumeofdistribution;

MR:Metabolicratio.

2.4 连续 3次口灌给药后氟苯尼考的残留消除规律

  将氟苯尼考和氟苯尼考胺浓度之和作为动物性

食品中氟苯尼考残留的标示残留物[10]。25℃条件

下连续3d以20mg/(kg·d)的剂量口灌氟苯尼考

后,标示残留物在黄鳝各组织内的质量分数见图1;
肝脏和肌肉样品中的药物在最后一次给药后第10

天已检测不到,肾脏样品在最后一次给药后第15天

检测不到标示残留物。氟苯尼考和氟苯尼考胺的消

除动力学参数计算结果(表3)表明,氟苯尼考和氟

苯尼考胺在黄鳝体内消除较慢,半衰期较长,其在黄

鳝肌肉、肝脏和肾脏中标示残留物的半衰期分别为

35.02、31.63和38.82h。
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表3 3次口灌氟苯尼考后黄鳝组织中药物的消除动力学参数和休药期

Table3 Theparametersofeliminationequationandwithdrawaltimeofresiduesinricefieldeel
(Monopterusalbus)aftermultipleoraladministrations

样品

Sample
分析物

Analyte
参数Parameters

k/h Co/(mg/kg) R2 t1/2β/h WDT1/d WDT2/d

肝脏Liver
FF 0.026 13.94 0.99 27.10 7.91 4.22
FFA 0.017 3.01 0.96 41.42 8.34 2.70

FF+FFA 0.022 16.07 0.99 31.63 9.62 5.26

肾脏 Kidney
FF 0.021 13.78 0.98 33.69 9.77 5.20
FFA 0.013 3.06 0.96 53.23 10.96 3.58

FF+FFA 0.018 16.13 0.99 38.82 11.77 6.44

肌肉 Muscle
FF 0.023 15.10 0.99 29.54 9.09 4.92
FFA 0.015 3.44 0.99 47.69 9.83 3.43

FF+FFA 0.020 16.48 1.00 35.02 10.63 5.84

图1 连续3次口灌后黄鳝组织中标示残留物的质量分数

Fig.1 Thesummassfractionofflorfenicolandflorfenicol
amineinricefieldeel(Monopterusalbus)after

multipleoraladministrations

3 讨 论

3.1 氟苯尼考在黄鳝体内的代谢动力学特征

在25℃条件下以20mg/kg的剂量对黄鳝单

次口灌后5h内血浆、肝脏和肾脏组织中氟苯尼考

浓度达到峰值,最大血药质量浓度(Cmax)为6.07
mg/L,说明氟苯尼考在黄鳝体内吸收迅速。由于还

未见到氟苯尼考在合鳃目鱼体内的代谢报道,因此

将本试验数据与同种药物在其他鱼体内的吸收作比

较。在相同剂量和给药方式下,Lim 等[11]报道了

(18.5±1.7)℃条件下氟苯尼考在牙鲆(Parali-
chthysolivaceus)体 内 最 大 的 血 药 质 量 浓 度 为

(12.81±3.21)mg/L,达峰时间为4.00h;而Park
等[12]报道(23.5±1.7)℃条件下氟苯尼考在韩国

鲇(Silurusasotus)体内的最大血药质量浓度为

9.59mg/L,口灌后达峰时间为8h。与前人的试验

结果相比,氟苯尼考在黄鳝体内的最大血药浓度均

较小,但在给药24h后,氟苯尼考在黄鳝体内的血

药质量浓度仍能达到1.65mg/L,大于氟苯尼考对

大多数水产致病菌的 MIC(0.5~2.0mg/L)[13],满
足药效学要求。黄鳝对氟苯尼考的吸收快于韩国鲇

而慢于牙鲆,这可能与不同物种种属间的差异程度、
鱼体的生理状态以及养殖环境的温度、碱度等条件

因素有关。
消除半衰期(t1/2β)和总体清除率(CL)是反应药

物在体内消除的主要参数。氟苯尼考在黄鳝体内消

除较快。口灌给药后,氟苯尼考在黄鳝血浆的t1/2β
和CL分别为10.84h和0.33(L·kg)/h,与Feng
等[14]报 道 的 罗 非 鱼 (Oreochromisniloticus ×
O.caureus)的10.03h、Martinsen等[15]报道大西洋鲑

(Salmosalar)中的10.3h以及张收元等[16]报道的异

育银鲫(Allogynogeneticcruciancarp)的9.7h和

0.18(L·kg)/h比较接近。而Samuelsen等[17]报

道8℃条件下鳕(Gadusmorhua)中t1/2β和CL分别

为43h和0.0151(L·kg)/h;Lim等[11]报道18℃条

件下静脉注射氟苯尼考(5mg/kg)后牙鲆(Paralich-
thysolivaceus)中为38.06h和0.0121(L·kg)/h。上
述研究结果表明,氟苯尼考在不同种属动物之间代谢

差异显著,相互间不具参考价值。
氟苯尼考在各个组织的代谢规律不同。单次口

灌后,肾脏和肝脏的达峰时间(Tmax)分别为2.01h
和4.45h,表明药物在肝脏和肾脏内迅速蓄积,与余

培建等[18]报道的氟苯尼考在欧洲鳗鲡(Anguillaan-
guilla)体内的组织分布规律相似。t1/2β在各个组织的

大小顺序为肾脏(29.26h)>肝脏(19.32h)>肌肉

(17.22h),不同于Sun等[19]在白鲫(Carassiusau-

001
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ratuscuvieri)中报道的t1/2β值肾脏≈肌肉>肝脏的

结果。Horsberg等[20]报道在大西洋鲑中氟苯尼考

主要通过肾脏和胆汁排泄,本试验中肾脏的t1/2β最
大,说明肾脏排泄是黄鳝体内氟苯尼考的重要消除

途径。
氟苯尼考胺是氟苯尼考的主要代谢物,对于休

药期的制定具有重要意义,所以笔者也对其代谢动

力学进行了研究。在整个试验中,血液中氟苯尼考

胺的质量浓度始终小于氟苯尼考的质量浓度,该结

果与Park等[12]报道的一致。氟苯尼考胺在黄鳝体

内消除较慢,血液中的t1/2β为16.39h,小于韩国鲇

的(21.72±5.77)h[12]。肾脏中氟苯尼考胺的Cmax

和t1/2β最大,这可能是由于氟苯尼考胺可以和黑色

素结 合 而 在 富 含 黑 色 素 的 组 织 中 大 量 积 累 所

致[21]。
3.2 残留特征及休药期探讨

经过连续3次口灌后,氟苯尼考和氟苯尼考胺

在黄鳝组织中的分布规律相似。残留浓度最高的组

织为肾脏,其次为肌肉和肝脏。从表3可以看出,标
示 残 留 物 在 肝 脏 的 消 除 最 快,消 除 半 衰 期 为

31.63h,而 在 肾 脏 的 消 除 最 慢,消 除 半 衰 期 为

38.82h。鉴于肾脏为药物富集量最高而消除速率最

慢的组织,可将肾脏作为黄鳝中氟苯尼考残留分析的

靶组织。在本研究中,肾脏中标示残留物的含量在最

后一次给药后240h(第10天)时 检 测 值 为0.34
mg/kg,至360h(第15天)就 无 法 检 出(低 于 检

测限)。
休药期(WDT)指从停止给药到作为食品上市

出售的时间间隔,即停止给药到保证所有食用组织

中总残 留 浓 度 降 至 安 全 浓 度 以 下 所 需 时 间[22]。

WDT一般是参考药物的 MRL及药物在食用组织

中消除速度来确定[23],而对于 WDT的规定不同国

家和地区并不一样。中国[24]和欧盟[10]规定鱼带皮

肌肉的 MRL为1mg/kg。美国规定斑点叉尾鮰和

鲑 的 带 皮 肌 肉 中 氟 苯 尼 考 胺 的 MRL 为

1mg/kg[25]。日本对甲壳类的 MRL规定为0.1
mg/kg,在鳗鲡目鱼类中的 MRL为0.2mg/kg[26]。
本试验选择0.1mg/kg和1mg/kg为标准计算可

知,25℃饲 养 条 件 下 黄 鳝 肌 肉、肝 脏 和 肾 脏 的

WDT1和 WDT2分别为10.63、9.62、11.77d 和

5.84、5.26、6.44d。尽管黄鳝主要以肌肉为食用部

分(而氟苯尼考在黄鳝肾脏中残留浓度最高,根据

MRL计算的休药期也最长),但为了确保食品安全

系数更高一些,故而建议在25℃养殖条件下黄鳝连

续3d口服20mg/kg氟苯尼考后,休药期为12d。
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Pharmacokineticsandeliminationregularityof
florfenicolandflorfenicolamine,inricefieldeel(Monopterusalbus)

XIELing-ling WUZhi-xin YUANJuan LIUJia-jia
PENGXiao-yun ZHUXu CHENXiao-xuan

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Theaimofthisstudywastoevaluatethepharmacokineticsofflorfenicol(FF)andits
metabolite,florfenicolamine(FFA),afteroral(p.o.)administrationandinvestigatetheirdepletionaf-
termultipleoraladministrationsfor3consecutivedaysinricefieldeel(Monopterusalbus)at25℃.Af-
terp.o.administrationof20mg/kg,thepeakconcentrationofFF(Cmax)andtimetoreachFFpeakcon-
centration(Tmax)inplasma,liver,kidneyandmusclewere6.07mg/L,7.57mg/kg,9.34mg/kg,5.87

μg/mgand3.67h,4.45h,2.01h,9.28h,respectively.Theorderoft1/2βwaskidney(29.26h)>liver
(19.32h)>muscle(17.22h)>plasma(10.84h).FFAwasalsofoundinalltissueswithalowercon-
centrationthanFFafterp.o.administrationsthroughoutthestudy.Thelongestt1/2βof45.93handthe
largestmetabolicrate (MR)of49.21% wereobservedinkidney.Aftermultipleoraldoses (20
mg/(kg·d)for3d),thehighestresidueswasobservedinkidney,nextinliverandtheninmuscle.The
residueswasundetectableinalltissuesafter10dwhichwassimilartotheformer12dwithdrawaltime
toensurethattheresiduesofflorfenicolarelessthanthemaximalresiduelimitoftoleranceestablished
byJapan.

Keywords pharmacokinetics;ricefieldeel;florfenicol;florfenicolamine;residue
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