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(PABA), 可与．PABA竞争性作用f于细菌体内l的 互氧叶酸合成酶 从而阻止 pABA 作为原料合成细菌所需的 

叶酸，减少细菌合成嘌呤、胸腺嘧啶核苷和脱氧核糖核酸(DNA)的必需物质 四氢计酸 j抑制细 菌的生长繁殖， 

在水产养殖方面 泛应用于-肠炎病、爱德华氐菌病等细菌挂疾病的跆疗 }姐{磺 胺甲基异唾唑可谴成人的肾脏 

损害，引起结晶尿 、血尿和蛋 白尿，重者可发生尿少 、尿闭甚至尿毒症(李 端等 2003)。我 国、。欧盟和 ,FAO／ 

WHO 规定 ，动物组织中 SMZ最高残留限量为 0．1 mg／kg。 

大菱鲆以其生长快、经济价值高等优点，在北方沿海尤其是山东半岛地区养殖十分广泛。但磺胺 单基异嗯 

唑在鲆鲽类体 内的代谢动力学研究鲜有报道 ，由于缺乏代谢动力学数据的指导 ，药物’滥用 现象时有发生 ，药物 

残留问题比较严重，给食品安全及消费者的健康带来威胁 本文首次探讨单次目灌给药后!SMZ在大菱鲆体内 

的代谢和消除规律，丰富了磺胺类药物的代谢研究资料，为SMZ在水产养殖中的合理用药及在 大菱鲆体内的 

残留监控提供理论依据 

．  j 、 ll_ ： - 

1 材料与方法 。。一 。 

1．1 试 剂 

-- ，磺胺甲基异嗯唑原粉 (含量≥ ：98％。 批号 2006071~ 由：国邦药业提供 磺胺甲基异：嗯唑标准 品 (纯度 

9 D ；德国，Lot：603e1)。 

0 醇 乙腈，色谱纯(韩国,SK试剂公司) ；正己炕 色谱纯 (天津科密欧化 试剂公，司。 无水硫酸钠、乙酸 

乙酯、 酸，分析纯( 天津市瑞金特化学品 有赧公可)lo I-{LB固相萃取桩(Na~rB，I6o g 8(；G)}d 

1．2 标准溶液iii!$0 

准确称取10mg磺胺甲基 异嗯唑标准品，用：乙腈溶解并定容至aoo mI 配成100 mg／L!储备液，再用流动相 

配制 1 mg／L标准工作液 

1．3 仪器和设备 

高效液相色谱仪配紫外检测器(美国沃特斯公司W t。 2695～2996)，色谱柱为Wat 囊 s ：fir：e~18 5 
m，150 mmx 4．6 ram)，超纯水仪(美 国，Milli—Q)，离心机(上海安亭科学仪器厂 ，TDL一40(2) 

1．4 实验动物 

实验用健康大菱鲆 150条，体重 150±20 g，由烟台泰华海珍品养殖有限公司提供，经抽检无 SMZ残留 

饲养于泰华海珍品养殖有限公司养殖场，试验期间水温 (11±1)℃ 。投喂颗粒饲料 (经抽检 无 SMZ)．j试 验前 1 

d停止投喂，给药后继续投喂，每 1i次。实验期间．大菱鲆无死亡 专 -、 ’ 

1．5 给药 

称取 10．0 g SMZ原粉于 1 O00 m1．烧杯中 加水溶解，加热并搅拌，搅拌过程中加入淀粉，至淀粉溶液呈均 

匀的糊状。待淀粉药物溶液冷却后定容至 1 000 lnli加入少量食用色素 使淀粉药物溶液呈红色。药物浓度 

10 mg／ml，给药剂量 100 mg／kg(按体重计算)，口灌给药。 j 

1．6 样品采集 

1．6．1 采样 时 间 

在给药前及给药后第 0．5 h、1 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h、12 h、16 h、24 h、48 h、72 h、5 d、6 d、10 d、16 d、18 

d和 24 d采集样品，每一时间点取 5尾鱼。 

1．6．2 血浆样品采集 

用网抄将鱼捞出 ，迅速用干布包住鱼体 ，拭干鱼尾上的水分 ，进行断尾采血 ，血浆样 品接入 5 ml刻度离心 
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管(离心管事先放入 0．1 ml 1 肝素钠)至 3 ml。混合均匀后离心 ，取上层血浆 ，置于一2O℃冰箱保存 。 

1．6．3 肌 肉和肝脏样品采集 

取鱼体双侧肌肉，去皮 、骨 ，切成肉糜，装入密封袋 ；肝脏取 出后整个放入研钵中，研碎后装入密封袋 。置于 

一 20℃冰箱保存。 

1．7 样 品处理 

1．7．1 血 浆和肌 肉样品 处理 

样品解冻后，用移液器取血浆 1 ml(肌肉样 品称取 2 g)于 50 m1具塞离心管中，加入 乙腈 1O ml，摇匀，超 

声提取 10 min；加入 5 g无水 Na SO ，震荡 1 min，4 000 r／min离心 10 min。上清液转移到 100 ml玻璃鸡心 

瓶中。残渣重复提取 1次 ，合并两次提取液 ，5O℃旋转蒸发至干。1 ml流动相复溶后 ，加入 2 ml正 己烷脱脂 

1～2次 ，弃正己烷层 ，过 0．45 m水性针孔滤膜 ，注入液相小瓶待测。对于浓度超 出标 准曲线线性 范围的样 

品，需稀释后重新进样。 

1．7．2 肝 脏样 品处理 

肝脏样品 2 g，用乙酸 乙酯提取 ，提取过程同血浆 、肌肉样品 ，将两次提取液转入另一 50 ml具塞离心管中， 

加 5 ml正己烷脱脂 1～2次后，加入 5 ml水将提取液稀释，过固相萃取柱。HLB固相萃取柱事先用 6 ml甲 

醇 、6 m1水活化 ，将稀释过的提取液分次转移到柱子里 ，控制流速 1～2 S 1滴，用 3 ml水和 3 ml 5 甲醇洗涤 

柱子 ，最后用 5 ml甲醇洗脱 ，用 10 ml刻度试管接收洗脱液 ，40℃水浴条件下 N 吹干。1 ml流动相复溶后 ， 

过 0．45 m水性针孔滤膜 ，注入液相小瓶待测 。对于浓度超出标准曲线线性范围的样品 ，需稀释后重新进样。 

1．8 药物残留分析 

采用 Waters 2695—2996高效液相色谱仪对经上述处理完成的样品进行检测。色谱条件为：Waters Sun 

fire—C18液相色谱柱(150 mmX 4．6 mm，5 tzm)；柱温：40℃；流动相 ：2 乙酸 ：乙腈 ===85：15(v／v)；流速 ： 

0．8 ml／min；紫外检测器检测波长 ：287 nm；进样量：2O l。 

1．9 检测方法测试 

1．9．1 标 准 曲线绘制 

取适量标准工作液添加到空白组织中，制成 0．01、0．025、0．05、0．1、0．25和 0．5 mg／kg 6个浓度的标准添 

加样品，每个浓度 5个平行，按照上述前处理方法和色谱条件进行检测 ，以各药物 的峰面积 y对药物浓度 X 

(mg／kg)进行线性回归分析。 

1．9．2 检 测限 的测定 

取 5份空白组织样品，按上述样品前处理方法进行处理 ，得到空白样品色谱图，将 3倍信噪比(S／N=3)作 

为检出限。 

1．9．3 准确度和精 密度的测定 

取空白血浆及组织样品，添加一定量的标准工作液，使血浆及组织中药物浓度为 0．025、0．1和 0．5 mg／ 

kg，涡动 1 min，静置 15 min。样品经处理后进行 HPLC检测，每个浓度进行 3个批次、每批 5个平行，计算回 

收率 、批内变异系数和批间变异系数 。 

1．9．4 数 据处理及 分析 

采用 3P97药动学软件进行药代动力学模型拟合及参数计算 。 

2 结果 

2．1 标准曲线、方法灵敏度、准确度和精密度 

在 0．01～0．5 mg／L浓度范围内，SMZ线性 良好 ，线性回归方程为 一1．393 lx一9．085 2×1O一，相关系 
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数(R )一0．999 9。 

取 5个空白样品噪声值的平均值，以信噪比为 3计，得到本方法的检出限为 0．O1 mg／kg；肌肉、血浆和肝 

脏中药物的平均回收率( )分别为 97．5±2．2 、75．4±0．7％和 83．6±2．6 ；批问、批 内变异系数分别小于 

12．9 和 8．7 9／6。 

2．2 口灌给药后 SMZ在大菱鲆体 内动力学特性 

大菱鲆口灌 SMZ后 ，血浆中、肌肉和肝脏中 SMZ药时 线见图 1所示 。 

血浆 ：在 给药后 0．5～4 h，血浆 中 g 

药物浓度上升非常迅速，药物浓度由 ，、垂 ： 

1．73 mg／L上升到42．65 mg／L，并于 誊§姜3 

给药后4．87 h达到最大值 44．07rag／ 暑； 
L，之后药物浓度开始下降，给药后 48 兰 

h，药物浓度降至0．57 mg／L，给药后72 蔫1耋毒i 
h，药物浓度为0．041 mg／L，10 d后未 交鲁童 

检出(<0．01 mg／L)。 一 

肌肉：给药后 0．5～6 h，肌肉中药 

物浓度迅速增长，6 h后增长速度变缓 ， 

于给药后 11．89 h达 到最 大值 21．52 

mg／kg，之后药物浓度开始下降，给药后 

72 h，药物浓度降至 2．1 mg／kg，5 d后 ， 

药物浓度 0．097 mg／kg，低于最大残 留 

图 1 大菱鲆口灌给药 100 mg／kg后 SMZ在血浆 

肝脏和肌 肉中药 时曲线 (1O～12℃) 

Fig．1 Sulfamethoxazole(SMZ)concentration and time 

of plasma，muscle and liver following a single ora 

administration at a dose of 100 mg／kg(1O～12℃ 

profile 

1 

) 

限量(0．1 mg／kg)，18 d后未检出(d0．01 mg／kg)。 

肝脏：给药后 10．53 h肝脏中浓度达到最大值(C⋯：5．35 mg／kg)，但数值明显低于肌肉中药物浓度，上 

升趋势也相对平缓。给药后 72 h，药物浓度降至 0．91 mg／kg，之后药物代谢非常缓慢，药物浓度低于最大残 

留限量(0．1 mg／kg)需要 6 d，24 d后未检出(dO．01 mg／kg)。 

2．3 SMZ口灌给药后大菱鲆在血浆及不 同组织中药物代谢动力学参数 

应用 3P97软件对所得的药物浓度一时间数据进 

行房室模型拟合，结果表明，大菱鲆 口灌给药后， 

SMZ在血浆、肌肉和肝脏中的代谢过程用一级吸收 

一 室模型描述最为合适，拟合方程如下：血浆中药时 

曲线方程为 ：y一110．4(P ·  ̈一e ·。 )(mg／kg)， 

拟合度 R。一0．999；肝脏 中药 时 曲线方 程为 ：y一 

8．86(e ·∞ 一 P “ )(mg／kg)，拟 合 度 R。一 

0．991；肌肉中药时曲线方程为：y一59．14( 一 

P  ̈)(mg／kg)，拟合度 R。一0．988。表 1为 3P97 

软件拟合 的药动学参数 。 

3 讨论 

3．1 SMZ在大菱鲆体 内的吸收和分布 

口灌给药后，药物经胃肠道吸收首先进入血浆， 

表 1 口灌给药后 SMZ在大菱鲆体内的药代 

动力学参数(1O～12℃) 

Table 1 Pharmacokinetic parameters for SMZ following oral 

administration of SMZ to Scophthatmus maximus(1O～ 12℃) 

．

药动学 数
． 

血浆 肌 肉 
Pharmac0kinetic 

parameter Plasma Muscle 

A (mg／kg) 

Ke(1／h) 

Ka(1／h) 

Log t(h) 

丁l／2 (h) 

T1／z~(h) 

T⋯ (h) 

C⋯ (mg／kg) 

AUC(mg／kg×h) 

CL／F(mg／kg×h) 

V／F 

4 8 5 9 4 9 2 3 M 瑚 的 M  ̈
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血浆中药物浓度在给药后 4．87 h达到最大值 C 44．07 mg／kg。通过血浆循环药物被运送到全身各组织 中， 

肝脏和肌肉中药物浓度分别在 10．53和 11．89 h相继达到最大，C 分别为 5．35和 21．52 mg／kg。与 已有报 

道相比，大菱鲆血浆中 T⋯ 4．87 h高于草鱼，草鱼在 18℃水温条件下口灌给予 100 mg／kg剂量 SMZ后 

为 3．09 h，且 C 44．07 mg／kg明显小于草鱼 C 152．67 mg／kg；肌 肉中大菱鲆 T 11．89 h大于草鱼 

4．01 h，且 C 21．52 mg／kg小于草鱼 C 57．22 mg／kg。可见 ，大菱鲆对 SMZ的吸收与草鱼相比慢且药物浓 

度低。 

肝脏中 Cm 5．35 mg／kg，仅为肌 肉最大浓度的 1／4和血浆 中最大浓度 的 1／8，在鲈鱼(王 群等 2001)、 

草鱼(艾晓辉等 2005)和中华绒螯蟹(唐 俊等 2006)的研究中有相似的发现，国内学者方星星等 (2003)，王 

群等(2001)，国外 Samuelsen(1997)，Uno等(1993)认为磺胺类药物在一些水产动物体内尤其是在肝脏中易与 

乙酰辅酶 A结合而被转化为没有活性的 N 一乙酰化产物，即乙酰化过程 ，导致肝脏中药物浓度较其他组织中浓 

度低。乙酰化是否是导致大菱鲆组织尤其是肝脏中SMZ浓度低的原因，有待于进一步研究。 

3。2 SMZ在大菱鲆体 内的消除 

根据血浆中药物消除相半衰期 丁 8的大小，可将磺胺类药物分为短效磺胺(T1／28约 6 h)，中效磺胺(Tl，2p 

接近 12 h)和长效磺胺(T 8超过 24 h)。草鱼单次 口灌给予 100 mg／kg SMZ后 ，血浆中 T B为 8．19～13．31 

h(18～28℃)，(16±1)℃水温条件下 ，单次 口灌给予鲈鱼 200 mg／kg SMZ后 ，血浆中 Tl伽为 38．299 h，(20± 

2)℃水温条件下，连续 5 d投喂含新诺明(有效成分为 SMZ)3．12 的饲料 ，中国对虾血浆 中 T 。为 45．1 h，而 

大菱鲆血浆中 T 。为 6．32 h，相对于以上水生动物，SMZ在大菱鲆体内消除较快，属短效磺胺。 

3。3 SMZ在大菱鲆体 内的应用评价和休药期 

以 i00 mg／kg剂量对大菱鲆 口灌给药 ，大菱鲆血浆 、肌肉和肝脏 中 C⋯ 明显大于 SMZ对常见致病菌的最 

小抑菌浓度(MIC 0．4～1。6 rag／L)(王 群等 2001)，可以起到杀菌和抑菌作用 ，但对于磺胺类药物，FDA、 

欧盟和 Et本等相关国家或组织将其列为必须严格监控的药物 ，其 中 FDA和欧盟规定动物源食品中磺胺药的 

最大残留限量为 0．1 mg／kg；日本为不得检出。目前国内对动物源食品中磺胺类药物总量最高残留量规定为 

0．1 mg／kg(NY5070—2002)。由于大菱鲆血浆、肌肉和肝脏中药物 T1／2的差异，3种组织中休药期分别为 72h、 

5d和 6d。尽管肝脏未被明确为鱼类的可食组织 ，但根据我国的烹饪和饮食习惯 ，肝脏中药物会影响到整体食 

用安全 ，因此建议把肝脏作为残留监控的靶组织。《中华人民共和国水产行业标准 ·磺胺类药物水产养殖使用 

规范》推荐的 SMZ使用剂量是每 日150~200 mg／kg，连用 5～7d，首次用量加倍。连续给药时，药物在体内蓄 

积，首先达到一个稳态，然后消除。另外，年龄、健康状况、水温和水质等条件均可影响药物的消除速率，因此， 

在现实生产中要根据药物使用情况和实际养殖条件灵活把握休药期。 
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