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　　氧氟沙星(Ofloxacin)是氟喹诺酮类药物之一 , 由日本第

一制药株式会社于 1982 年开发的 , 由于分子的基本结构中

引入了疏水性的氟原子及亲水性的哌嗪环 ,其抗菌活性得到

了增强 、细菌耐药性大大降低。其杀菌机理是通过与细菌复

制所必须的脱氧核糖核酸回旋酶(DNA-gyrase)的亚基 A 结

合 ,使此酶失活来抑制 DNA 的合成而达到杀菌目的[ 1—2] 。由

于该药具有吸收完全 、分布广 、半衰期长 、抗菌谱广及毒副作

用小等优点而引起国内外医药界的高度重视 ,已在人医临床

上得到了广泛应用[ 3—5] 。在防治家畜细菌感染症中也有应

用的报道[ 6—7] , 但有关该药在鱼体内的药物动力学和残留方

面的研究却未见报道。对该药进行药物动力学和残留研究

可为水产养殖上合理用药提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验用鱼　健康鲤 , 体重 500±93g , 饲养在 0.5m×0.5m

×0.8m水箱内 , 空气增氧机充氧 , 每天换水 3 次 , 水温 24±

2 ℃。试验前一周投不含抗生素的全价鱼饲料。

1.2　试剂及药品　氧氟沙星标准品(纯度 99.3%, 批号

20030101),郑州瑞康制药有限公司提供;甲醇 、二氯甲烷 、正

己烷等均为分析纯 ,武汉博康有限公司提供。

1.3　给药 、样品采集及处理　采用一端稍钝且有一定硬度

的细塑料管 ,缓慢插入鲤前肠 , 按 20.0mg/ kg剂量灌入 , 无回

吐者保留试验。药物动力学组(简称为药动组 , 下同)于给药

后不同时间(表 3)自尾静脉采血 , 分离血浆 ,于冰箱保存。 每

个时间点采样 5尾 , 每尾采血一次。药物残留组于给药后不

同时间(表 5)分别剖杀 , 取其肝胰脏 、肌肉和皮肤于-20℃冰

箱中保存至测定 , 每组各剖杀 5 尾。 样品进样前处理:取

0.6mL血浆 ,加入 0.6mL pH7.0 磷酸盐缓冲液 , 旋涡混匀 , 加

入 5.0mL二氯甲烷振荡 、离心 ,准确取出有机相 , 残渣重复萃

取 ,合并有机相 , 50℃水浴中氮气流吹干 , 流动相溶解后取

20μL进样。称取组织 2.0g ,以 12000r/min 匀浆 ,清洗工作头 ,

将清洗液转入匀浆液中 ,加入 2.0mL pH7.0 磷酸盐缓冲液混

匀 ,加入 10mL二氯甲烷 , 混旋 、超声萃取 、离心 , 以下操作同

血浆处理 ,流动相溶解(肝胰脏和皮肤组织分别用 1.0mL 正

己烷各去脂 2次),取 20μL进样。

1.4　色谱条件选择　流动相　甲醇:0.05mol/L磷酸二氢钾

缓冲液:0.5mol/ L 四丁基溴化铵(v/ v=10∶90∶4), 流速

1.0mL/min ,灵敏度 0.01AUFS ,检测波长 294nm ,柱温 25℃。

1.5　标准曲线制备　血浆标准曲线制备:分别加入 0.6mL

空白血浆于具塞离心管中 ,依次加入标准液制成含药浓度 0 ,

0.1 , 0.25 , 0.63 , 1.58 , 3.58 , 10 , 25μg/mL血样 , 按 1.3 方法处

理 , 0.6mL流动相溶解后进样 , 以测得的各峰面积为纵坐标 ,

质量浓度为横坐标作标准曲线 ,求出回归方程和相关系数。

组织标准曲线制备:分别称取 2g 空白组织于具塞离心

管中 ,依次加标准液制成含药浓度 0 , 0.1 , 0.25 , 0.63 , 1.58 ,

3.58 , 10μg/g的组织样品 , 按 1.3 方法处理 , 2mL流动相溶解

后进样分析。

1.6　回收率和变异系数　制得含药物 0.1 , 1.58 , 10μg/mL 的
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血浆和0.1 , 0.63 , 1.58μg/ g的组织 , 然后按1.3方法处理后作

HPLC 测定 ,每个浓度重复 5次 , 以样品药物峰面积和溶于流

动相药物峰面积之比 , 计算高 、中 、低 3 种浓度下的回收率。

比较以上样品日内 5次和日间 5次测定的峰面积变化幅度 ,

计算变异系数。

1.7　药动学和残留样品测定　将冷冻保存的血浆和组织自

然解冻 ,按 1.3方法处理后分别用 0.3mL 和 0.4mL流动相溶

解 ,进样测得血浆和组织样品峰面积 , 代入标准曲线方程计

算样品含量。

2　结果

2.1　检测限 、回收率及精密度　

在设定的色谱条件下 ,峰形较好 , 其保留时间为 7.5min ,

无干扰峰出现(图 1)。本方法的检测限为 0.05μg/mL , 回收

率和变异系数见表 1和表 2。

图 1　肌肉中氧氟沙星色谱图

Fig.1　Chromatogram of Ofloxacin in muscle

A.空白肌肉组织 Chromatogram of blank muscle;

B.加药(0.1μg/g)肌肉组织 Chromatogram of spiked muscle(0.1μg/ g);

C.给药后 5d肌肉组织峰 1为氧氟沙星(7.5min)Chromatogram of

muscle after 5 days.Peak 1.Ofloxacin

表 1　组织中的回收率(%)(n=5)

Tab.1　The recoveries of several tissues

组织

Tissue

高浓度

High concentration

中浓度

Middle concentration

低浓度

Low concentration

血浆Plasma 97.59±1.96 90.22±1.75 88.81±6.72

肝胰脏Hepato-pancreas 94.72±8.54 94.56±2.85 92.93±7.72

肌肉Muscle 95.06±5.42 90.35±8.46 86.46±3.35

皮肤 Skin 97.48±2.66 90.45±4.93 88.65±7.48

表 2　组织中的变异系数(%)(n=5)

Tab.2　The coeffi cients of variation in several tissues

组织

Tissue

高浓度

High concent ration

日内

Within-day

日间

Between-day

中浓度

Middle concentration

日内

Within-day

日间

Between-day

低浓度

Low concentration

日内

Within-day

日间

Between-day

血浆 Plasma 1.88 3.76 1.81 6.52 1.95 8.49

肝胰脏Hepato-pancreas 3.01 7.69 2.56 8.94 3.17 9.39

肌肉Muscle 3.82 4.63 4.15 6.86 4.85 9.75

皮肤 Skin 3.20 5.53 3.80 2.83 3.01 6.06

2.2　药物动力学研究　

将分析所得血浆样品峰面积代入曲线方程求出血药浓

度 ,采用残数剥离法对药动学模型及参数进行分析[ 8] , 该模

型为有吸收二室模型 , 药物动力学方程为:C=2.834e-0.0286t

+50.234e-2.314t-53.258e-2.901t ,血药浓度和药物动力学参数

分别见表 3和表 4。
表 3　鲤单次口灌(20mg/ kg)后血浆中的氧氟沙星浓度(n=5)

Tab.3　The plasma of loxacin concentrations after a single oral administration of 20mg/ kg(n=5)

采样时间(h)

Sampling time

平均血药浓度(μg/mL)

Average concentration

in plasma

采样时间(h)

Sampling time

平均血药浓度(μg/mL)

Average concentration

in plasma

0.083 0.361±0.039 6.0 2.776±0.163

0.17 0.582±0.088 12.0 1.783±0.315

0.5 3.402±0.643 24.0 1.106±0.234

0.75 12.676±0.443 48.0 0.415±0.085

1.0 6.952±0.135 96.0 0.283±0.055

1.5 4.363±0.345 120.0 0.088±0.009

3.0 3.834±0.336
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表 4　单次口灌给药后氧氟沙星的药动学参数

Tab.4　The pharmacokinetic parameters of ofioxacin af ter a single

oral administration of 20mg/kg

参数

Parameter

名称

name

单位

Unit

数值

Value

Ka 吸收速率常数 h-1 2.90

α 分布速率常数 h-1 2.31

β 消除速率常数 h-1 0.028

AUC 曲线下面积 μg·h/mL 120.85

t1/2ka 吸收半衰期 h 0.24

t1/2α 分布半衰期 h 0.30

t1/2β 消除半衰期 h 24.27

Vd/F 表观分布容积 L/ kg 5.79

2.3　鲤组织中氧氟沙星的残留量(表 5)　

表 5　鲤单次口灌(20mg/ kg)后组织中的氧氟沙星残留量(n=5)

Tab.5　The tissue residue of of loxacin after a single oral

administrat ion of 20mg/ kg(n=5)

采样时间(d)

Sampling t ime

肌肉(μg/ g)

Muscle

皮肤(μg/g)

Skin

肝胰脏(μg/ g)

Hepato-pancreas

1 1.767±0.102 1.080±0.115 2.579±0.719

3 0.590±0.368 0.703±0.384 1.416±0.399

5 0.145±0.039 0.529±0.071 0.826±0.228

7 0.054±0.002 0.078±0.011 0.156±0.102

9 0.035±0.004 0.033±0.002 0.041±0.003

3　讨论

氧氟沙星具有两性基团 ,而采用十八烷基键合相硅胶为

填充剂的色谱柱分离该化合物 ,必须考虑到填充剂中未硅烷

化羟基对碱性基团的吸附 ,同时又必须考虑到羟基对分离的

影响 ,因此在流动相中加入四丁基溴化铵可显著改善色谱行

为。药物动力学研究结果显示 ,氧氟沙星在鲤体内口服吸收

半衰期(t1/2ka)为 0.24h ,分布半衰期(t1/ 2α)为 0.30h , 表观分布

容积(Vd/ F)为 5.79L/Kg , 消除半衰期(t1/2β)为 24.27h。与氧

氟沙星在鸡 、兔体内研究结果相比[ 6] , 其消除半衰期明显延

长 ,表观分布容积明显增大 , 表明氧氟沙星在鲤体内分布广

泛 、消除较缓慢 , 在药物动力学参数方面存在较大的种属差

异性 ,提示人们不可将其他种属的给药方案直接移植到水产

养殖上。与诺氟沙星和喹乙醇在鲤体内研究结果相比 ,氧氟

沙星在鲤体内吸收较快 、消除半衰期明显延长。本研究结果

表明氧氟沙星适合鱼类疾病的防治 , 在水产养殖中具有极大

的开发应用前景。

通过残留研究可见 ,该分析方法在鲤组织中回收率均大

于 80%, 日内和日间变异系数分别小于 5%和 10%, 检测限

为0.05μg/g , 保留时间稳定 , 表明该方法适合氧氟沙星在鲤

鱼体内的残留检测。氧氟沙星用药后在鲤鱼体内的组织残

留量由高至低依次为肝胰脏 、肌肉和皮肤 , 于给药 9 日后 , 肝

胰脏 、肌肉和皮肤中残留药物浓度分别为 41μg/kg 、35μg/ kg

和 33μg/ kg ,结果表明氧氟沙星在鲤肝胰脏中的残留大于其

他两种组织中的残留 ,这就将为人们在研究残留靶器官时提

供理论参考。
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