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盐酸沙拉沙星在凡纳滨对虾体内的残留消除规律
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摘要 在水温为(29.0±1.0)℃、盐度为3.3%条件下,以30mg/kg的剂量单次药饵投喂凡纳滨对虾盐酸

沙拉沙星后,分别取凡纳滨对虾血淋巴、肝胰腺和肌肉样品,采用反相高效液相色谱法测定样品中的药物浓度。

结果表明:盐酸沙拉沙星在肝胰腺中的药物残留浓度远高于血淋巴和肌肉,后两者的药物残留浓度比较低而且

血淋巴中的残留浓度高于肌肉;给药后盐酸沙拉沙星在血淋巴、肝胰腺和肌肉中的消除速率快慢不一,在肌肉中

消除速度最快,肝胰腺中的消除速度快于血淋巴。
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  沙拉沙星(sarafloxacin)作为氟喹诺酮类第3代

动物专用药物产品,具有抗菌谱广、抗菌活性强、与
其他抗菌药无交叉耐药性等特点,对革兰氏阴性菌、
革兰氏阳性菌及霉形体均表现出良好的抗菌作用,
且杀菌力不受细菌生长期的影响,对生长期和静止

期细菌均有作用[1-3]。目前,沙拉沙星已广泛用于治

疗鱼虾细菌性疾病,如疖病、弧菌病和红口病等[4-5]。
研究[6]表明,沙拉沙星等氟喹诺酮类药物在动物中

的残留会引起人类病原菌对其产生耐药性,并且

其残留还会对人体产生毒副作用,因而其在可食

性动物组织中的残留问题已经引起人们的关注。
沙拉沙星在大西洋鲑(SalmosalarL.)[7]、幼

体河鲶(Ictaluruspunctatus)[8-9]、金头鲷(Sparus
aurataL.)[10]等水产动物体内的药物动力学及消

除规律研究表明,肝脏中的药物浓度都高于其他组

织。盐酸沙拉沙星在鲫[11](Carassiusauratu)、鳗
鲡[12](Anguillaanguilla)和 锦 鲤[13](Cyprinus
carpioi)中的残留研究表明,在3种动物肝胰腺和

肾脏的残留量较明显,药物残留浓度较其他组织高,
但对于盐酸沙拉沙星在对虾体内的消除规律的研究

在国内外尚鲜见报道。
本试验采用反相高效液相色谱法(RP-HPLC)

研究盐酸沙拉沙星单次药饵投喂后在凡纳滨对虾

(Litopenaeusvannamei)体内的消除规律,以期为

制定合理的休药期以及临床用药提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验药品和试剂

盐酸沙拉沙星(sarafloxacinhydrochloride)标
准品(纯度≥99.0%)购于Dr.Ehrenstorfer公司,盐
酸沙拉沙星原粉(纯度≥98.0%)购于潍坊三江医药

集团。甲醇、乙腈和二氯甲烷均为 HPLC级,购自

德国 Merck公司;四丁基溴化铵、磷酸、正己烷、磷
酸氢二钠、磷酸二氢钠和草酸铵等均为分析纯,购自

国药集团上海化学试剂公司。
1.2 仪器和设备

高效 液 相 色 谱 仪,美 国 沃 特 斯 公 司 Wa-
ters2695,色谱柱为ZorbaxSB-C18(5μm ,150×
4.6mm,I.D.),配有荧光检测器;超纯水仪(美国,

MilliporeMilli-Q);旋涡混合器(中国 江 苏,IKA
WH-861);高 速 冷 冻 离 心 机 (日 本,HITACHI
CF16RXⅡ);超声波清洗器(中国上海,JL-360DT),
以及0.22μm微孔滤膜等。
1.3 试验动物

健康凡纳滨对虾,购自海南省琼海市某对虾养

殖场,体质量9.5~12.8g,暂养于3.5m×4m×
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2m水泥池中,暂养和试验期间用水为自然海水(盐
度3.3%),水温为(29.0±1.0)℃,保持24h充气,
每天换水1/3。期间投喂不含药物对虾全价饲料,
暂养1周后挑选摄食旺盛、体表无损伤、活力强的凡

纳滨对虾用于试验。
1.4 给药、取样和样品处理

1)给药和取样。制备含0.5%盐酸沙拉沙星对

虾配合饲料,按0.6%对虾体质量投喂药饵,给药剂

量为每千克体质量30mg。投喂后15min药饵全

部吃完,分别在投喂后1、2、4、8、12、24、36、48、72、

96、120h采集对虾血淋巴、肌肉和肝胰腺样品,置
于-80℃保存备用。每个时间点采集对虾18尾,

3尾合并为1组,共6个平行。

2)血淋巴样品处理。血淋巴样品于室温下自然

溶解后,吸取血淋巴0.2mL加入等体积的甲醇,漩
涡快速混匀器上混合2min,于12000r/min转速

离心10min,吸取上清液经0.22μm微孔滤膜过滤

后,用于高效液相色谱分析。

3)肌肉、肝胰腺样品处理。样品室温下自然解

冻后,将所取组织样品置于研钵中研磨达到均质后,
准确称取1.00g(±0.01g)样品,放入10mL的离

心管中,加入0.01molPBS(pH7.5)1mL和4mL
的二氯甲烷,震荡2min,于8000r/min离心5min
后收集下清液,加入50mL的离心管中。残渣再加

入二氯甲烷4mL,震荡2min,于8000r/min离心

5min后收集下清液,再重复提取1次,合并至上述

50mL的离心管中。40℃水浴蒸干,加入1mL的

流动相和1mL的正己烷,置于20℃摇床中震荡至

残留物完全溶解。用移液器吸取管中的液体转移到

2mL离心管中,在3000r/min离心5min,移去上

层正己烷,下清液经0.22μm微孔滤膜过滤后,用于

高效液相色谱法分析。
1.5 流动相和色谱条件

流动相为乙腈∶四丁基溴化铵(25%磷酸调至

pH3.0)=10∶90(V/V),使用前用超声波脱气。
柱温:40℃,进样量:10μL,流速:1.1mL/min,荧
光检测器,Ex=280nm,Em=450nm。
1.6 标准曲线的制作

分别取一定量的盐酸沙拉沙星标准储备液用流

动相配制成质量浓度为10、5、1、0.5、0.1、0.05

μg/mL的标准液,用本文“1.5”色谱条件分析,以
药物的峰面积为纵坐标、药物质量浓度为横坐标

作标准曲线,并进行回归分析求出回归方程和相

关系数。标准曲线采用 MicrosoftExcel2003软件

绘制。
1.7 回收率和精密度

1)回收率。采用加标回收法,回收率=样品实

测浓度/样品理论浓度×100%。

2)精密度。精密度试验采用加入法,取一日试

验内的前、中、末3个时间点,分别将100μL质量浓

度为100μg/mL的盐酸沙拉沙星标准母液加入到

1.00g均质的空白组织样中,静置10min后按本文

“1.4”样品前处理,测定各组织中药物浓度,每个时

间点做3个平行。记录盐酸沙拉沙星的峰面积,计
算日内精密度。日间精密度为1周重复3次,计算

日间精密度。
1.8 数据分析

消除方程c=Me-kt采用指数回归法处理,式中

c表示药物浓度,M 表示最后消除阶段的初始浓度,

k表示消除速率常数。休药期(WDT)采用 WT1.4
软件进行计算[14]。

2 结果与分析

2.1 色谱行为

在本试验选定的色谱条件下,标准品和生物

样品的基线平稳,盐酸沙拉沙星与血淋巴、肝胰腺

和肌肉其他组分药物峰分离良好,药物峰形呈BB
峰,保留时间在6.0min左右,适合于大批量样品

测试(图1)。
2.2 标准曲线及其检测限

结果表明,组织中的盐酸沙拉沙星标准曲线在

质量浓度0.1~10μg/mL时线性关系良好,血淋

巴、肝胰腺和肌肉中标准曲线回归方程分别为y=
20894x-233.5(r2=0.999)、y=225.6x+134.3
(r2=0.992)和y=9161x-41.49(r2=0.994)。以

3倍 基 线 噪 音 的 药 物 质 量 浓 度 为 最 低 检 测 限

(LOD),测得凡纳滨对虾血淋巴中盐酸沙拉沙星的

LOD为0.01μg/mL,肌肉和肝脏组织中的LOD为

0.01μg/g,以上LOD能达到 MRL的要求。
2.3 回收率和精密度

沙拉沙星在凡纳滨对虾血淋巴、肌肉和肝脏组

织中 的 平 均 回 收 率 分 别 为 90.98% ±1.73%、

87.94%±2.77%和84.32%±0.88%(表1)。日内

和日 间 精 密 度 相 对 标 准 偏 差 分 别 为 3.94%、

4.22%、3.97%和4.17%、4.32%、4.30%(表2)。
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 A:标准溶液(10μg/mL)色谱行为 TheRP-HPLCchromatogramofstandardsolutionofsarafloxacinhydrochloride(10μg/mL);

B:给药后1h血淋巴组织中色谱行为 TheRP-HPLCchromatogramofsarafloxacinhydrochlorideinhemolymphat1h;C:给药后1h
肝胰腺组织中色谱行为TheRP-HPLCchromatogramofsarafloxacinhydrochlorideinhepatopancreasat1h;D:给药后1h肌肉组织中

色谱行为 TheRP-HPLCchromatogramofsarafloxacinhydrochlorideinmuscleat1h.

图1 盐酸沙拉沙星在凡纳滨对虾血淋巴、肝胰腺和肌肉中的色谱行为图

Fig.1 RP-HPLCchromatogramsofsarafloxacinhydrochlorideinhemolymph,

hepatopancreasandmusclefromLitopenaeusvannamei

表1 凡纳滨对虾各组织中沙拉沙星回收率(n=6)

Table1 Recoveryofsarafloxacinhydrochloridein

maintissuesofLitopenaeusvannamei(n=6)

组织

Tissues

添加量

Added
concentration

实测值

Tetermined
concentration

回收率/%
Recovery

平均回收率/%
Mean
recovery

血淋巴

Hemolymph

10.0μg/mL9.1250μg/mL 91.25
90.98±1.731.0μg/mL0.8913μg/mL 89.13

0.5μg/mL0.4548μg/mL 92.56

肌肉

Muscle

10.0μg/g 8.5320μg/g 85.32
87.94±2.771.0μg/g 0.8765μg/g 87.65

0.5μg/g 0.4542μg/g 90.84

肝胰腺

Hepatopancreas

10.0μg/g 8.3920μg/g 83.92
84.32±0.881.0μg/g 0.8533μg/g 85.33

0.5μg/g 0.4185μg/g 83.70

表2 凡纳滨对虾各组织中沙拉沙星日内、
日间精密度(n=6)

Table2 Theintra-dayandinter-dayprecisionfor
sarafloxacinhydrochlorideofLitopenaeusvannamei(n=6)

组织

Tissues

日内精密度

Intra-dayprecision

平均浓度±
标准差

Mean±SD

相对标
准差/%
RSD

日间精密度

Inter-dayprecision

平均浓度±
标准差

Mean±SD

相对标
准差/%
RSD

血淋巴

Hemolymph
8.021±0.316 3.94 8.152±0.340 4.17

肌肉 Muscle 8.128±0.343 4.22 8.005±0.346 4.32

肝胰腺

Hepatopancreas
8.003±0.318 3.97 8.182±0.352 4.30

2.4 盐酸沙拉沙星在血淋巴和组织中的消除曲线

及消除方程

  凡 纳滨对虾单剂量药饵投喂盐酸沙拉沙星(30
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图2 基于10个子区间的PLS模型RMSECV分布

Fig.2 RMSECVofPLSmodelsbasedon10intervals

mg/kg)后,用反相高效液相色谱法测定血淋巴、肝

胰腺和肌肉组织中的残留浓度,消除曲线见图2。
药物在肝胰腺中的残留浓度远高于血淋巴和肌肉,
并且消除速度快于血淋巴,肌肉组织中的药物残留

浓度最低。
数据经回归处理得出盐酸沙拉沙星在血淋巴、

肝胰腺和肌肉中的药物浓度(c)与时间(t)关系的消

除曲线方程、相关指数(r2)及消除半衰期(t1/2)参数

(表3)。其中,血淋巴和肝胰腺中的消除方程分为

前期快速消除阶段(1~24h)和后期慢速消除阶段

(36~120h)进行拟合,肌肉中的消除也分为前期快

速消除阶段(1~12h)和后期慢速消除阶段(12~
48h)进行拟合。

表3 凡纳滨对虾单剂量药饵投喂盐酸沙拉沙星后血淋巴和肝胰腺及肌肉中的消除曲线方程及参数

Table3 Theequationofeliminationcurveandparametersofsarafloxacinhydrochlorideinhemolymph,

hepatopancreasandmusclefromLitopenaeusvannameiaftersinglefeedadministration

组织

Tissues

前期快速消除阶段 Theinitialrapidphase

消除方程

Equation

相关系数r2

Correlation
coefficient

消除半衰期(t1/2)/h
Elimination
half-life

后期慢速消除阶段 Theslowerfinaleliminationphase

消除方程

Equation

相关系数r2

Correlation
coefficient

消除半衰期(t1/2)/h
Elimination
half-life

血淋巴 Hemolymph c=3.6437e-0.101t 0.99 6.86 c=0.1142e-0.007t 0.93 99.00
肝胰腺 Hepatopancreasc=51.3650e-0.175t 0.96 3.96 c=0.3624e-0.014t 0.96 49.50
肌肉 Muscle c=1.1498e-0.218t 0.98 3.18 c=0.1905e-0.069t 0.98 10.00

2.5 休药期

将试验所测得组织药物浓度—时间数据(后期

慢速消除阶段)用 WT1.4软件进行处理(图3和

图4)。参照国内外动物食品沙拉沙星最高残留限量

规定,以0.01mg为 对 虾 组 织 中 最 高 残 留 限 量

(MRLs),确保有95%的可信限使99%的残留低于

MRLs,得出肝胰腺和肌肉的休药期(WDT)分别为

393.4h和62.6h。

图3 肝胰腺中盐酸沙拉沙星对数浓度-时间曲线

Fig.3 Logarithmconcentration-timecurveofsarafloxacin
hydrochloridefromhepatopancreasofLitopenaeusvannamei

图4 肌肉中盐酸沙拉沙星对数浓度-时间曲线

Fig.4 Logarithmconcentration-timeofsarafloxacin
hydrochloridefrommuscleofLitopenaeusvannamei

3 讨 论

在本研究中,盐酸沙拉沙星以30mg/kg剂量

经药饵投喂凡纳滨对虾后,药物在肝胰腺中的残留

浓度远高于血淋巴和肌肉,且肌肉中的药物残留低

于血淋巴,这种现象与其他氟喹诺酮类药物在虾蟹

体内的结果相似。如米诺沙星[15]药饵投喂中国对

虾(Fenneropenaeuschinensis)、恩诺沙星[16]肌肉注
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射中国对虾、诺氟沙星[17]药饵投喂凡纳滨对虾,以
及盐酸环丙沙星[18]药液口灌中华绒螯蟹(Eriocheir
sinensi)等。关于药物在对虾体内肝胰腺中的残留

浓度较高的原因,房文红等[17]提出对虾口服给药

后,大量药物进入肝胰腺后停留在肝胰腺,只有少量

的药物进入血液循环和其他组织;李兰生等[19]指出

在对虾体内被吸收的药物大部分积蓄在肝胰腺,而
后缓慢释放到血淋巴并分布到肌肉组织等部位。

关于药物在水产动物体内消除的研究报道较

多,如 诺 氟 沙 星 和 氯 霉 素 分 别 多 次 口 服 给 药 牙

鲆[20-21](Paralichthysolivaceus)、诺氟沙星多次口

服给药大菱鲆[22](Scophthalmusmaximus)、氟苯

尼考[23]在中国对虾体内等消除规律,这些研究多是

将药物的消除按一相消除处理。在本研究中,我们

从半对数浓度-时间图像可知,药物在肝胰腺、血淋

巴和肌肉的消除曲线呈现出2条不同斜率的直线,
且回归相关系数较高,由此可见药物在体内过程采

用两相消除更为合适。Gingerich等[8]运用14C元素

标记方法研究了盐酸沙拉沙星在幼体河鲶中的分布

和消除,将盐酸沙拉沙星在河鲶的鱼片组织中的消

除分为前期快速消除阶段(12~72h)和后期慢速消

除阶段(72~240h)2个阶段来处理。本文曾比较了

在给药后36h,肝胰腺和血淋巴中的药物浓度与给

药后8h相比,分别下降了39.6倍和16.1倍;给药

后0~24h,药物在肝胰腺和血淋巴中的消除速率

常数分别是36~120h的12.5倍和14.4倍;因此,
本试验中把盐酸沙拉沙星在肝胰腺和血淋巴中的消

除曲线方程分为前期快速消除阶段(1~24h)和后

期慢速消除阶段(36~120h)2个阶段进行拟合,肌
肉中分为1~12h和12~48h2个阶段进行拟合。

盐酸沙拉沙星在血淋巴、肝胰腺和肌肉中的消

除快慢不一。肝胰腺组织中的药物消除快于血淋

巴,肝胰腺在2个阶段的消除半衰期(3.89h和

53.30h)大于血淋巴(6.86h和115.50h)。盐酸沙

拉沙 星 在 肌 肉 中 消 除 最 快,消 除 半 衰 期 分 别 为

2.83h和9.90h,到给药后24h时,检测出的药物

含量为(0.030±0.009)μg/g,已经在最高残留限量

的范围之内。米诺沙星在中国对虾血淋巴和肌肉组

织中的消除半衰期比较接近,分别为11.680h和

12.255h,在肝胰腺中的消除时间比较长,消除半衰

期为111.262h[15]。与本研究结果有差异,说明不

同的喹诺酮类药物在对虾体内的消除行为是不一样

的。盐酸沙拉沙星在鲫[11]肌肉中的消除半衰期为

30.13h,在锦鲤[13]肌肉的消除半衰期为55.40h,

都远远大于在凡纳滨对虾肌肉中的消除半衰期,表
明盐酸沙拉沙星在凡纳滨对虾肌肉中的消除速度比

鲫和锦鲤快得多,也说明同种药物在不同物种中的

消除速度是不同的。
氟喹诺酮类药物在动物体内消除缓慢,过量使

用或使用不当不仅会造成动物产品中药物残留,人
体摄入后会对中枢神经系统造成损伤,也可能导致

细菌耐药性问题[24]。因此,氟喹诺酮类药物的残留

问题越来越引起人们的重视。我国规定沙拉沙星在

动物源性食品鸡、火鸡以及鱼中最高残留限量为

0.01~0.08mg/kg,欧盟规定沙拉沙星在鲑科鱼类

的残留限量为0.03mg/kg。本试验参照上述文献,
以0.01mg/kg为对虾组织中的最高残留限量,通
过 WT1.4软件计算出盐酸沙拉沙星在凡纳滨对虾

肝胰腺和肌肉组织中的休药期分别为393.4h和

62.6h。根据 WDT的定义,需要根据水产动物可

食用组织(主要是指肌肉)中残留药物浓度来确定休

药期,因此,在本试验条件下,凡纳滨对虾投喂盐酸

沙拉沙星后的休药期应在62.6h以上。为了充分

保证食用者的安全,可将 WDT延长至3d。
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Residueandeliminationregularityofsarafloxacin
hydrochlorideinLitopenaeusvannamei

LIGuo-lie1,2 HULin-lin1 HU Wei-guo3 FANGWen-hong1

SUNBei-bei1 HUANGWei3 ZHOUShuai1
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3.FengxianAreaAquaticProductTechnologyPromotion
DepartmentofShanghai,Shanghai201400,China

Abstract Theshrimpwerekeptintankswithrecirculatedseawateratasalinityof3.3%.Thewa-
tertemperaturewasmaintainedat(29.0±1.0)℃.Hemolymph,hepatopancreasandmuscleweresam-
pledafteradministrationofsarafloxacinhydrochlorideatsingledoseof30mg/kgandtheresiduecon-
centrationofsarafloxacinhydrochlorideanalyseswasperformedbyRP-HPLC.Theresultsshowedthat,
theresidueconcentrationofsarafloxacinhydrochlorideinhepatopancreaswashigherthanhemolymph
andmuscle.Theresidueconcentrationofhemolymphandmusclewereverylowandtheformerishigher
thanthelatter.Theeliminationratewasmarkedlydifferentinhemolymph,hepatopancreasandmuscle.
Theeliminationhalf-lifeofsarafloxacinhydrochloridewastheshortestinmuscleamongthethreetissues
andthelongestinhemolymph.

Keywords sarafloxacinhydrochloride;Litopenaeusvannamei;drugsresidue;eliminationregulari-
ty;withdrawaltime
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