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摘 要 在 14±2~C水温条件下，连续 5d对红鳍东方鲍口灌剂量为 lOOmg／kg的土霉素，采用高效 

液相 色谱法测定了停 药后血清、肌 肉、肝脏组织 中的药物含量 、消除速率常数和消除半衰期，提 出了该 

温度下的休药期 。研究表明，在停 药 2d后 红鳍 东方鲍血清和肌 肉中的药物浓度达到峰值 ，分别为 

1．092t~g／ml和 0．806／,g／g；停药 3d后肝脏 内土霉素浓度达到峰值 1．229／,g／g，土霉素在血清、肌肉和 

肝脏 中的消除半衰期分别为 23．8、22．4和 26．8d；土霉素在红鳍东方纯肌 肉组织中降到 o．1 g／g残 

留限量的时间为 58d，降到 0．05／~g／g残 留限量的时间为 81d。 
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ABSTRACT Residues and withdrawal periods of oxvtetracyc1ine(OTC)was evaluated by 

HPLC in globefish Fugu rubripes following multi—oral administration of 100 mg／kg weight body 

per day for 5 days at 1 4_4-2℃ ． The resuh showed that the highest concentrations of oTC in 

blood and muscle were found in 2 days after the last administration。which were 1．092／,g／ml 

and 0．806~g／g，respectively．While the highest level found in liver was 1．229~g／g，3 days 

post—administration．It was revealed that the elimination half—lives of OTC in blood．muscle and 

liver were 23．8，22．4 and 26．8 days respectively，indicating that the elimination rate of OTC in 

globefish was very low．OTC concentrations in the muscle of globefish fell below the 0．1~g／g 

and 0．05~g／g residue limits at day 58 and day 81 post—administration，respectively． 
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红鳍东方鲍 Fugu rubripes Temmincket schlegel隶属于硬骨鱼纲 、纯形 目、纯科 、东方鲍属 ，在北方又称腊 

头、红鳍东方纯和黑艇巴，南方称之为龟鱼 。该鱼 肉质细嫩、味道鲜美、蛋 白质含量高和营养丰富，素有“鱼类之 

王”的美称 ，分布于中国黄海、渤海及 日本海域，是纯科鱼类中可进行养殖的优 良品种之一 。全国年成品鱼产量 

达 4 500 t左右，每年出口日本约 2 500 t，出口韩国约 1 300 t。日本“肯定列表制度”于 2006年 5月 29日起已 

开始实施，新限量标准的实施必将给我 国出口水产 品带来严 峻考验 。目前韩 国对来 自中国的河纯鱼检验项 目 

主要有：铅、汞、孔雀石绿、结晶紫和呋喃4项，恩诺沙星、环丙沙星、土霉素、氯霉素、嗯喹酸和氟甲喹等。因此， 

研究水产常用抗菌药物在红鳍东方纯体 内的代谢和残留规律 ，做好应对贸易磨擦的准备具有重要意义 。 

土霉素(Oxytetracycline，OTC)具有免疫抑制作用 ，能导致肝损害，长期使用会使细菌的抵抗力增强(Ele— 

ma et a1． 1996)。本文研究了红鳍东方纯 口服 OTC后，药物在体内残 留和消除规律，目的最大限度地减少 

OTC残留对人的危害和在养殖过程中对环境的影响，为制定合理的停药期提供依据 。 

1 材料 与方法 

1．1 试验鱼 

健康红鳍东方鲍来自山东荣成市东滨水产有限公司养鱼厂，体重约 612-4-_145g，室内水泥池饲养，充氧，水 

温为 12．7～13℃，投喂小杂鱼。 

1．2 试验药品及试剂 

土霉素标准品为 SIGMA公 司生 产，纯度 ≥ 99．0 ；土霉 素药 片系潍 坊 医药集 团生 产 [批 号 ：(1995) 

043025]。使用的试剂有：磷酸氢二钠(A．R)、三氟乙酸(A．R)、乙二胺四乙酸钠(EDTANa：)(A．R)、柠檬酸钠 

(A．R)、乙酸铵(A．R)、草酸(A．R)、甲醇(HPLC)和乙腈(HPLC)。C18小柱(3ml，500mg)由 Supelco生产。 

1．3 实验仪器和设备 

Agilent 1100型高效液相色谱仪，包括四元泵、真空脱气机 、紫外吸收检测器 、ODS柱 (Agilent，5／11TI；150 

mm×4．6 mm I．D．)、电子天平 、冷冻离心机 、漩涡振荡器、冰箱、氮气瓶 、恒温水浴锅和匀浆机等。 

1．4 标准溶液的配制、标准曲线方程和线性范围的确定 

准确称取 25．Omg OTC标准品溶于流动相 中，定容到 250ml，配成 lO0／xg／ml的母液 ，再把母液用流动相 

依次稀释成 5．0、2．0、1．0、0．5、0．2、0．1、0．05、0．02和 0．01>g／ml的标准溶液 ，于冰箱中 4℃保存。 

以上述几个水平的浓度 C 为因变量 ，以各水平浓度的平均峰面积 A为 自变量 ，作线性回归，根据相关系数 

估计紫外检测对 OTC的线性范围。 

1．5 样品的处理及色谱条件 

1．5．1 样 品 的 处 理 

准确吸取 l ml血清 或称 取 5．0 g组织 (肌 肉和肝 脏)于 5O ml离 心管 中，每个 样 品 中加 入 20ml的 

Mcllvaine溶液(Mcllvaine缓冲液、0．1 mol／L EDTA)。均质 15～30s。用 4ml Mcllvaine溶液冲洗转头 ，将冲 

洗液加入离心管中。盖上离心管，涡旋混和器上振荡10 min。在15℃下，5 000 r／min的离心 10 min。将上清 

液倒入另一个离心管中，尽量不要移人任何组织。2～8℃冷藏保存。 

加 20 ml Mcllvaine溶液于第一个离心管中，盖紧盖，激烈振荡，重悬残留物。漩涡混合器上剧烈振荡 1o 

min，再离心，取上清 ，合并提取液。加入 5ml 0．34 mol／L的硫酸和 5ml的 7 的钨酸钠，盖上盖，激烈振荡 30 

S。15℃，5 000 r／rain离心 20 min。用滤纸过滤 ，收集 滤液 。先用 10 ml的甲醇，再用 20 ml的水以 1．5～ 

2．5ml／min的流速冲洗 SPE小柱。柱子最后保留部分水，不要吹干。丢弃冲洗液。将提取液加入 SPE小柱 

内，施加一定的压力使液体以 1．5--2．5 ml／min的流速通过小柱。待提取液完全流过小柱时，用 20 ml的蒸馏 
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水冲洗柱子 。之后 ，充人空气将柱子吹干。用 15 m1的刻度离心管作为收集容器，用 5 ml的洗脱溶液(甲醇草 

酸溶液 ，0．01 mol／L)将土霉素从柱子 中洗脱下来 ，洗脱液流尽 后 ，将柱子吹干以收集柱子 中残 留的溶液。血 

清样品用氮气吹干，再用 lml甲醇溶解残留物。 

柱子 ：C 。ODS柱 ；柱温 ：25~C；流速 1．0ml／min；进样量 ：10 l；紫外检测 ：波长为 360nm；流动相 ：乙酸胺溶 

液(pH3．0，0．01mol／L)：乙腈 一77：23。 

1．6 给药方式及取样 

将试验用红鳍东方纯随机分组 ，每组 6尾 ，连续 5d 1：3灌剂量为 100 mg／kg的 OTC。口服药物后 ，按 1、2、 

3、5、7、1O、14、18、22、26、30、35、45、58和 70d的时间间隔采取血液、肌 肉和肝脏组织 ，每一时间点取 1组鱼 。 

1．7 分析方法评价 

1．7．1 回 收 翠 

空白组织中加入浓度为0．05、0．1、1．0、2．0和 5．0 Fg／ml的OTC标准液，放置 2 h，使药物充分渗入组织， 

按样品处理方法处理后测定，所得峰面积平均值与将上述标准液直接进样测得的峰面积平均值之比值，即为药 

物提取 回收率。 

1．7．2 精 密度 

将上述 OTC的5个浓度样品在 1 d内分别重复进样 5次和分 5 d测定，计算 5个浓度水平响应值峰面积 

的变异系数(C．V． )和总平均变异系数(∑C．V． )，以此评价定量方法的精密度。 

1．7．3 检 测 限 (Limit of detection，LOD) 

取空白样品，按样 品处理程序处理后测定 ，另将空 白组织制成低浓度药物含量的含药组织 ，预处理后测定， 

对 比二者 ，将引起 2--3倍基线噪音的药物浓度定义为最低检测限。 

1．7．4 标 准 曲线与 线性 范 围(Linear range) 

取空白组织 ，加入标准溶液配制项下的梯度标准液，静置一段时间后 ，按样品处理方法处理后进样 ，每个浓 

度水平重复 3次，以浓度为纵坐标，以平均峰面积为横坐标做标准曲线，并求出回归方程和相关系数。 

1．8 数据处理与计算 

将高效液相色谱测得的峰面积代入标准曲线所绘制的回归方程，就可以求出药物在各组织中的浓度值。 

药物浓度数据用平均值±标准差表示 ，据药物浓度一时间数据可用微机 自动模拟出药物的消除曲线方程和消除 

速率常数 ，消除半衰期 t 一0．693／／9表示 ，根据消除曲线方程计算出组织药物浓度在各水平所对应的时间。 

2 结果 

2．1 标准曲线与最低检测限 

OTC标准溶液浓度为(5．0、2．0、1．0、0．5、0．2、0．1、0．05、0．02和 0．01~g／m1)时，标准 曲线为 C一0．066A 

+0．004，相关系数 R 一0．999 8，相关性 良好 。 

根据标准曲线 ，以引起两倍基线噪音 的药量为最低检测 限，本方法的检测限为 0．01Fg／ml。 

2．2 回收率与精密度 

表 1为 OTC在血液 、肌肉和肝脏 3种组织中 5个浓度水平的 回收率 ，回收率均达到 9O 以上 ，表 明样品 

的前处理方法较好 。 

本实验中 OTC的 日内变异系数和 日间变异系数的平均值见表 2，各浓度组的 日间和 日内精密度均可控制 

在 2 ～4 之问 ，表明本方法的精密度较高。 
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表 1 OTC在红鳍东方纯3种组织中的回收率 

Table 1 Reeoveries of OTC in 3 tissues 

of Fugu rubripes 

2．3 OTC在组织中的残留和消除规律 

表 3列出了红鳍东方鲍 口服 OTC后，肌肉、血清和 

肝脏 中的药物浓度的实测值。 

图 1～图 3为 OTC在红鳍东方纯组织 中的拟合消 

除曲线 ，肌 肉中的消除速率最快 ，其次 为血清 ，肝脏最 

慢。 

将药物浓度一时间数据进行非线性最小二乘 法回归 

处理后 ，各组织药物消除曲线方程可用数学表达式描述 ， 

消除速率常数和消除半衰期见表 4。 

表4 OTC在红鳍东方纯组织中的消除方程及消除参数 

Table 4 Elimination equation and parameters of OTC 

in Fugu rubripes tissues 

注；口最终消除速率常数，tl／2为消除半衰期 ，r 为相关系数 

表 2 OTC的精 密度 

Table 2 Precision of OTC test 

表3 红鳍东方鲑口服OTC后。3种组织中的药物残留 

Table 3 OTC residues in 3 tissues of Fugu rubripes 

after oraladministration 

注：a表示只有4条鱼可检测到肌肉中的OTC；b表示只有 3条鱼 

可检测到肌肉中的 OTC；C表示 只有 2条鱼可检测到肌 肉中的 OTC 
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O 

图 1 OTC在红鳍东方鲢血 图 2 OTC在红鳍东方纯 图 3 OTC在红鳍东方鲍 

清中的拟合曲线 肌肉中的拟合曲线 肝脏中的拟合曲线 

Fig．1 The curve of OTC in serum Fig．2 The curve of OTC in muscle Fig．3 The curve of OTC in liver 

of Fugu rubripes of Fugu rubripes of Fugu rubripes 

表 5列出了 OTC在红鳍东方鲍 3种组织 中降到 0．01、0．02、0．05、0．1和 0．2t~g／g时对应的理论时间。 

3 讨 论 

3．1 土霉素在红鳍东方纯体内的残留规律 

土霉素作为一种重要的抗菌药物广泛地应用于水产养殖业，治疗各种细菌性疾病，也是 目前我国允许使用 
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的几种抗 菌药物之 一 (NY507l，2001)。有 关 

OTC在水产养殖动物体内的代谢 和残 留的研 

究国外报道较多 ，如淡水鲤鱼 Cyprinus carpio 

(Grondel et a1． 1987)、虹鳟 Oncorhynchus 

mykiss(Jacobsen 1989；Biorklund et a1． 

1990，1991：Abendini et a1． 1998，Namdari et 

nz． 1999)、斑点 叉尾鲴 Ictalurus punctatus、 

香鱼 Plecoglossus altivelis(Uno et a1． 1996) 

等 ；海水鱼的报道多见于大西洋鲑 Salmon sal一 

表 5 O1"12在 红鳍 东方鲢 3种组织 中降低到 0．01，0．02。 

0．05，0．1和 0．2~g／g的理论时 间 

Table 5 W ithdrawal time of OTC with the concentrations in 3 

tissues were 0．O1，0．02，0．05，0．1 and 0．2p．g／g 

ar(Bruno 1989；Elema et a1． 1996；Namdari et a1． 1998)、大鳞大麻 哈鱼 Oncorhynchus tshawytscha 

(Abedini et a1． 1998；Namdari et al。 1999)、舌齿鲈 Dicentrarchus labrax(Rigos et a1． 2002)。国内相 

关的报道有：鳗鲡 Anguilla ponica(李美同等 1997)、鲤鱼(辛福言等 1995)、黑鲷 Sparus macrocephalus 

(王 群等 2001)和鲫鱼 Carassius auratus(李雪梅等 2004)等，未见在红鳍东方纯鱼体内的相关报道。 

本试验采用 100mg／kg剂量连续饲喂红鳍东方鲍 5d的方法 (参考渔药手册 )，发现停药 2d后血清和肌肉 

中的药物浓度达到峰值，分别为 1．092~g／ml和 0．806>g／g；肝脏在停药 3d后达到峰值 1．229~g／g，与土霉素 

在大菱鲆中的吸收情况相 比，土霉素在红鳍东方鲢体内的吸收效果较差 。近年来 ，随着土霉素在水产养殖 中的 

使用 ，其对常见致病菌的最小抑菌浓度也在不断提高 。陈昌福等(1996)采用试管稀释法测得土霉素对福建爱 

德华氏菌的最小抑菌浓度为 50t~g／ml，所以在本试验条件下采用土霉素治疗常见的细菌性疾病应该效果不大。 

本试验各组织中 OTC达到峰浓度时，其含量依次为肝脏>血清>肌肉，这与大菱鲆组织中的 OTC浓度依次 

为肝脏>肾脏>皮肤>血液>肌 肉(王 群等 2008)以及 Namdari等(1996)报道的大鳞大麻哈鱼肝脏>骨 

>肾脏 一皮肤>肌肉的结果较一致 。药物达到峰值后 ，随着时间的推移 ，在各组织中的浓度逐渐降低 ，其消除 

的速度可用消除半衰期来表示 。消除半衰期是药代动力学的基本参数 ，是一个固定的数值 ，不因药浓度的高低 

而改变 ，也不受渔药剂量和给药方式的影响，但在水生动物 的生理 和病理情况下有所变化(农业部编撰委员会 

2005)，本试验中土霉素在红鳍东方纯血清、肌肉和肝脏中的消除半衰期分别为 23．8、22．4和 26．8d，而土霉 

素在大菱鲆血清、肌肉和肝脏中的消除半衰期分别为 47．79、53．31和 56．34h(王 群等 2008)，表明土霉素 

在红鳍东方鱼屯鱼体内消除的很慢 ，分析原因一则可能与动物 的种属特性有关 ，二则试验温度较低也可能是造成 

组织内药物消除半衰期较长的重要原 因。 

3．2 土霉素在红鳍东方鱼屯体内的休药期 

休药期是指动物从用药后到允许上市的一段时间，药物在组织 中的残 留限量，是制定休药期的依据。 

OTC属于四环素类抗菌药 ，能与新形成的骨和牙齿 中沉积的钙相结合 ，长期大量服用能造成严重的肝损害。 

另有报道 OTC具有免疫抑制作用，针对这些情况 ，人们对食 品动物 中抗生素的残留越来越关注。目前 ，欧盟、 

美国及我国《兽药残留限量大全》都限定 OTC在鱼组织 中的最高残 留限量为 0．1“g／ml。本试验 OTC在红鳍 

东方纯肌肉组织中要降到 0．1gg／ml残 留限量的时间为 58d，降到 0．05~g／ml残 留限量 的时间为 8l d，相对于 

其他已报道的养殖鱼类而言 ，土霉素在红鳍东方纯体 内的残 留时 间较长 。Namdari等 (1996)研究在 15℃和 

9~C条件下，OTC在肌肉组织中降低到检测限 0．05#g／g时所需休药期分别为 41 d和 65 d。Sahe等(1983)建 

议在 7℃和 9℃时，OTC在虹鳟肌 肉组织中的休药期分别为 65d和 42d。Jacobsen(1989)建议在低于 6℃时 ， 

OTC在虹鳟体 内的休药期为 90d，而王 群等(2008)发现 22℃时 OTC降到 0．1gg／ml残 留限量的时间为 17 

d。李雪梅等(2004)连续 3 d给鲤鱼口灌土霉素，发现温度 1o℃时的休药期为 12 d。综上可见，影响休药期长 

短的因素有很多 ，除了动物本身外 ，还有温度 、给药方式 、剂量和周期 以及动物规格等 。 

本试验使用的红鳍东方纯在 500 g左右、接近于成品鱼重量。另外 ，试验时间为 1O～11月 ，接近于河鲍 出 

口期。所以，本试验条件下所得出的休药期对养殖企业比较有参考价值。 
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