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摘要:应用反相高效液相色谱法( RP-HPLC)建立了盐酸环丙沙星在中华绒螯蟹血淋巴内含量的测定方法。本

法采用肌肉注射的给药方法 ,给药剂量为 8. 17 ? 0. 56mg#kg- 1和 6. 25? 0. 85mg#kg- 1。血淋巴从心区抽取。

经各种抗凝方法的比较,认为等量的 ACD与等量的血淋巴混合,可得到持久的抗凝效果。血淋巴样经甲醇去

蛋白, 3000 r/ min 离心 10min 后, 取上清液上HPLC。色谱柱, RP-ODS-5L150@ 4. 6mm;流动相, 甲醇-磷酸缓冲液

-四丁基溴化铵= 250B750B20( v / v / v) ;流速, 1 mL#min- 1;进样量, 2LL ;检测波长, 280nm。研究表明,本法线

性关系与重复性良好;雌、雄蟹平均回收率分别为 100. 08? 3. 43%和 99. 11 ? 8. 20% ;日间精密度、平均提取精

密度分别为 1. 19 ? 0. 92%、1. 55? 0. 01%。用该方法对肌肉注射给药后 48h 内中华绒螯蟹雄蟹血淋巴中的盐

酸环丙沙星的血药浓度进行检测,揭示出由 37. 13? 0. 08Lg#mL
- 1
降至 5. 96? 0. 18Lg#mL

- 1
的代谢规律。
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The method of RP-HPLC determination of ciprofloxacinum

in hemolymph of Eriocheir sinenses

YANG Xian- le , LIU Zh-i zhi, SUN Wen-qin, CAI Wan-qi

( Key Laboratory of Ecology & Physiology of Aquaculture of Ministry of Agriculture ,

Shanghai Fisheries University , Shanghai  200090, China)

Abstract: A method of determination of ciprof loxacinum in the hemolymph of Chinese mitten-handed crab,

Eirocheir sinensis, was established by RP-HPLC. The drug was administered by intramuscular at a dose of 8. 17

? 0. 56 and 6. 25 ? 0. 85 mg#kg- 1
to male and female crab, repectively . The hemolymph was extracted from the

cardiac region. By comparison among various ant-i coagulant methods, the permanent result of ant icoagulation

was obtained through ACD mixing with equal volume hemolymph. Hemolymph samples got rid of protein by

methanol, centrifuged at 3000 r#min- 1 for 10minutes and then the supernatant was used to HPLC. The RP-ODS-

5 LL 50 @ 4. 6mm ID column was used, with a mobile phase of methano-l phosphate buffer- tertrabutylammonium

bromide= 250B750B20 ( v/ v/ v ) ; The f low rate was 1 mL#min
- 1

; the auto- injected volume, 2 LL and the uv

detection wavelength, 280nm. The study showed that the linearity and repeatability were good; the average

recovery of both male and female crab were : 100. 08 ? 3. 43% and 99. 11 ? 8. 20% ; the intra-day precision, the



average extracted-precision were 1. 19 ? 0. 92%, 1. 55 ? 0. 01% and 2. 31 ? 1. 03% , respectively. The law of

the metabolism of blood-drug concentration was disclosed dropping from 37. 12 ? 0. 08Lg#mL- 1 to 5. 96 ? 0. 18

Lg#mL - 1, by using RP-HPLC method to determine the ciprofloxacinum in hemolymph within 48 hours in male

crab after administration of the drug through intramuscular.
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  盐酸环丙沙星( Ciprofloxacinum)属第三代喹诺酮类抗菌药,它通过与 DNA回旋酶亚基 A结合,抑制

了酶的切割与连接功能, 阻止了DNA的复制,而起到抗菌作用[ 1]。由于盐酸环丙沙星的抗菌活性高、抗

菌谱广、不易产生耐药性,被广泛地应用在水产动物细菌性疾病的防治上[ 2- 4]。对由弧菌、嗜水气单胞

菌等引起的中华绒螯蟹细菌性疾病,盐酸环丙沙星也是首选药物之一[ 5]。但由于对该药在中华绒螯蟹

体内的药代动力学缺乏研究, 因此,正确的使用剂量、疗程以及相应的停药期都是借鉴人、兽医的资料,

存在较大的盲目性, 这不仅影响了药物的使用效果,而且也给中华绒螯蟹的品质带来了一定的影响。

以往有关水产动物药动学方面的研究,大部分集中于鱼类,仅少数涉及到虾类、中华鳖等其它水产

动物
[ 6- 16]

。由于进行中华绒螯蟹药代动力学研究的给药、采样方法和其它水产动物有较大的区别,在

某种程度上有一定难度, 因此,用反向液相色谱测定法测定中华绒螯蟹体内药物的含量及药物动力学方

面的研究鲜有报道。本文旨在摸索从中华绒螯蟹体内抽取血淋巴并建立血药浓度检测方法, 为弄清楚

盐酸环丙沙星在中华绒螯蟹体内的分布、代谢以及消除规律奠定基础,以便为中华绒螯蟹的合理用药指

示方向。

1  材料与方法

1. 1  中华绒螯蟹

由上海前卫特种水产养殖公司一场提供,雄蟹 130只,体重 61. 5 ? 4. 11g;雌蟹 110只,体重 47. 81 ?

7. 62g。试验前,在 4 m @ 5 m 的水泥池中分别暂养 50d 和 15d,并在试验所用水族箱( 1. 0m @ 0. 5m @
0. 4m)中驯养一周。试验水温 20. 0 ? 0. 5 e 。

1. 2  实验试剂

甲醇, HPLC级,上海吴径化工厂生产; 盐酸环丙沙星标准品(纯度为 99. 54%) ,盐酸环丙沙星原粉

(纯度为 98%) , 均由上海三维制药公司提供; 抗凝剂肝素钠 ( 1. 45Lg#mL- 1 )、血淋巴抗凝剂 AS

( anticoagulant solution)及ACD( acid citrate dextrose)参照蔡武城等的方法配制
[ 17]
。

1. 3  高效液相色谱仪及色谱条件

高效液相色谱仪采用 SHIMADZU LC-6A 型系列, 包括 SC-6A 系统控制仪, SIL-6A 自动进样器,

SPD-6AV 紫外检测器, CTO-6A 柱温箱, LC-6A 高压泵, C-R5A 数据处理装置等。色谱条件: 色谱柱为

RP-ODS C18分析柱( 15cm @ 4. 6mm , 5Lm) , 流动相按甲醇B磷酸缓冲液( 0. 05 mol#L- 1
磷酸二氢甲+ 2. 8

mL 磷酸)B四丁基溴化铵( 0. 05mol#L- 1
) = 250: 750: 20( v/ v/ v)进行配制, 流速 1. 0 mL#min

- 1
,检测波长

280nm,柱温40 e ,检测灵敏度 0. 01AUFS。

1. 4  抗凝效果实验

分别采取血淋巴与抗凝剂直接混合( v/ v= 0. 6B0. 2)及抗凝剂浸润注射器与离心管后烘干的方式,

比较三种抗凝剂肝素钠、AS与ACD的抗凝效果。在此基础上,选择上述抗凝效果较好的抗凝剂,比较

在血淋巴样品中加入不同体积抗凝剂的抗凝效果。

1. 5  给药、血淋巴样的采集及血淋巴样前处理

盐酸环丙沙星原粉用双蒸水配成 5和 3 mg#mL- 1的溶液(分别用于雄、雌蟹) ,通过中华绒螯蟹第四

步足与体壁关节膜处肌肉注射给药, 每只蟹 0. 1 mL (即雄蟹: 8. 17 ? 0. 56mg#kg- 1
;雌蟹: 6. 25 ? 0. 85
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mg#kg- 1)。从蟹背部心区开一小孔, 用抗凝剂润湿管壁的卡介苗注射器抽取血淋巴,每只蟹 1 mL。给药

前,先各抽取一组蟹( 5只)的血淋巴,作为空白对照;给药后,按所设时间点,定时抽取血淋巴,每个时间

点取 5只蟹,并做一个重复。用最佳抗凝方法 6000r#min- 1 15min分离血浆, 样品置于- 60 e 冰箱备用。

RP-HPLC 检测前,血浆自然溶解后摇匀,准确吸取 0. 5 mL 于 10 mL 离心管中,加入甲醇1 mL,旋涡混合

2min,再加入甲醇 0. 5 mL,同法混合 2min, 3000 r#min- 1离心 10min, 吸取上清液于 1. 5 mL 样品瓶中,自

动进样器 2 LL 进样。

1. 6  标准曲线的制备

用定容浓度依次为 1. 015、2. 030、3. 045、4. 060、5. 075、10. 15 Lg#mL - 1
的盐酸环丙沙星标准溶液系

列,以 RP-HPLC测得的峰面积为纵坐标,相应的浓度为横坐标, 作出浓度范围为 1~ 10 Lg#mL - 1的标准

曲线,并通过 SYSTAT 软件,求出回归方程和相关系数。

1. 7  回收率测定

采用加入法。将0. 5 mL 雄蟹空白血浆分别加入含盐酸环丙沙星标准溶液(浓度为101. 5Lg#mL - 1
)

15、20、25、50、75 LL 的离心管中,处理与 RP-HPLC 测定同/血样0。同法进行雌蟹空白血浆的回收率测

定。HPLC 测定后,按标准曲线回归方程计算回收率[回收率( % ) = 样品实测浓度 / 样品实际浓度 @

100% ]。

1. 8  精密度测定

采用加入法。

1. 8. 1  提取精密度(重复性)

在 5只各盛有0. 5 mL 蟹空白血浆的离心管中分别加入浓度为1011. 33Lg#mL- 1的标准盐酸环丙沙

星溶液 50 LL,其余同/血样0处理。平行测定后,计算出各管盐酸环丙沙星浓度及变异系数( RSD)。同

法,对浓度为 101. 5 Lg#mL- 1的标准盐酸环丙沙星溶液再重复平行测定一次, 计算 RSD。

1. 8. 2  日间精密度

将浓度为2. 03、4. 06、10. 15 Lg#mL - 1的标准盐酸环丙沙星溶液 1 mL 加入 1. 5mL 样品瓶中, RP-

HPLC 法连续测定 2次,每隔 3 d一次,计算平均峰面积及 RSD。

1. 9  中华绒螯雄蟹血淋巴内盐酸环丙沙星药物浓度(以下简称血药浓度)的测定

按所建立的方法,测定肌肉注射给药 0. 017h( 1min)、0. 083h( 5min)、0. 167h( 10min)、0. 5h、1h、1. 5h、

2h、4h、8h、12h、24h、48h后中华绒螯蟹雄蟹的血药浓度,以此检验所建立的方法。

2  结果

2. 1  最佳抗凝剂和抗凝方法

通过在相同条件下,肝素钠、AS与 ACD三种抗凝剂的抗凝效果比较, 结果表明在血淋巴中加入肝

素钠者 1. 5h后,即出现 50%以上的胶状凝集,而 AS在 30h后才有少量絮状沉淀出现, ACD 36. 5h 后才

有少量白色絮状物;采取润湿管壁后烘干方式, 发现使用肝素钠者血淋巴样迅速凝固,而使用 ACD者

72 h 后仍未见凝固现象。表 1是 ACD 的不同处理方式与 ACD与血淋巴不同体积比的抗凝效果。结果

表明, ACD采取润湿烘干方式不适于血淋巴较长时间保存, 只有将等量的 ACD 与等量的血淋巴混合,

才能取得较持久的抗凝效果。

2. 2  中华绒螯蟹血淋巴中盐酸环丙沙星的色谱行为

在1. 3所设计的色谱条件下, HPLC 基线走动平稳, 盐酸环丙沙星保留时间为 10. 3min, 样品血浆中

虽有杂质峰出现,但无干扰峰,与药峰分离良好(图 1)。

2. 3  标准曲线的线性范围和灵敏度

在标准品盐酸环丙沙星浓度为 1~ 10 Lg#mL- 1时, 标准曲线为 Y= - 675. 63+ 1204. 723X ( Y-峰面
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积, X-盐酸环丙沙星浓度) (图 2)。相关系数为 r= 0. 9985,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, 得出本法的灵敏度为 0. 01 Lg#mL- 1。

表 1 ACD的处理方式及其不同体积的抗凝效果比较

Tab. 1 The comparison of anticoagulation of ACD by different treatments and various volume

处理方式
ACD加入量

(mL)

血淋巴量

( mL)

ACD 与血淋巴

的体积比
试验重复次数 抗凝效果

ACD 润湿管壁

后烘干

-

-

-

0. 6

0. 5

0. 2

-

-

-

2

3

2

+ / +

+ / + / +

+ / +

ACD 与

血淋巴混合

0 0. 3 0 1 +

0 0. 5 0 1 +

0. 1 1. 0 1/ 10 1 +

0. 2 1. 0 1/ 5 1 +

0. 2 0. 6 1/ 3 1 +

0. 2 0. 5 2/ 5 2 + / +

0. 2 0. 4 1/ 2 1 +

0. 3 0. 5 3/ 5 4 + / + / + / +

0. 4 0. 5 4/ 5 4 + / + / + / +

0. 5 0. 5 1 2 - / -

    注:抗凝效果样品在低温( 4e )下放置 15 d以上, / + 0代表凝固, / - 0代表不凝固。

图 1  盐酸环丙沙星的色谱行为

Fig . 1 Liquid chromatogram of ciprofloxacinum

  A. 标准盐酸环丙沙星; B. 雄蟹空白血浆; C.加入标准盐酸环丙沙星后的雄蟹血浆; D .给药 1h后的雄蟹血浆样品;

E. 雌蟹空白血浆; F.给药 48h后的雌蟹血浆样品; 1所指示的色谱峰为盐酸环丙沙星峰

图 2 盐酸环丙沙星标准曲线

Fig. 2 The standard curve of ciprofloxacinum

2. 4  回收率

分别对雌、雄蟹空白血淋巴中 5种不同浓度的

盐酸环丙沙星回收率测定结果表明, 其范围在

88. 71% ~ 105. 76%和 97. 37%~ 105. 45%间; 平均回

收率为 99. 11 ? 8. 20%和 100. 08 ? 3. 43% (表 2, 表

3)。

2. 5  精密度

浓度为1011. 33Lg#mL
- 1
与101. 5 Lg#mL - 1

的盐

酸环丙沙星标准溶液的提取精密度(重复性)测定结

果表明,其变异系数(RSD)分别为 1. 55%与 1. 54% ,
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平均为1. 55 ? 0. 01%(表 4)。

表 2 中华绒螯蟹雌蟹血淋巴中盐酸环丙沙星回收率的测定结果

Tab. 2  The recovery of ciprofloxacinum in the hemolymph of f emale Eriocheir sinensis

项目
标准盐酸环丙沙星溶液(101. 5 Lg#mL- 1)加入量(LL)

15 20 25 50 75

样品实际浓度(Lg#mL- 1) 7. 53 10. 01 12. 49 24. 67 36. 55

样品实测浓度(Lg#mL- 1) 6. 68 9. 19 13. 21 26. 07 37. 86

回收率( % ) 88. 71 91. 81 105. 76 105. 67 103. 58

平均回收率( % ) 99. 11? 8. 20

表 3 中华绒螯蟹雄蟹血淋巴中盐酸环丙沙星回收率的测定结果

Tab. 3  The recovery of ciprofloxacinum in the hemolymph of male Eriocheir sinensis

项目
标准盐酸环丙沙星溶液(101. 5 Lg#mL- 1)加入量(LL)

15 20 25 50 75

样品实际浓度(Lg#mL- 1) 0. 76 1. 01 1. 25 2. 48 3. 67

样品实测浓度(Lg#mL- 1) 0. 74 0. 99 1. 27 2. 43 3. 87

回收率( % ) 97. 37 98. 02 101. 60 97. 98 105. 45

平均回收率( % ) 100. 08? 3. 43

表 4 对中华绒螯蟹血淋巴中盐酸环丙沙星测定的提取精密度(重复性)

Tab. 4  The extracted-precision ( or repeatability) of ciprofloxacinum

in the hemolymph of Eriocheir sinensis

项     目
标准盐酸环丙沙星溶液(Lg#mL- 1)

1011. 33 101. 5

加入量(LL) 50 50

各次实测浓度(Lg#mL- 1) 25. 82/25. 63/ 26. 24/ 25. 22/ 26. 09 2. 58/ 2. 62/ 2. 63/2. 53/ 2. 61

平均实测浓度(Lg#mL- 1) 25. 80 ? 0. 40 2. 59 ? 0. 04

RSD( % ) 1. 55 1. 54

平均RSD( % ) 1. 55 ? 0. 01

  表 5 是 3种不同浓度的标准盐酸环丙沙星的日间精密度测定结果。由表 5可知, RSD 最低为

0. 21% ,最高为 2. 04%, 平均为 1. 19 ? 0. 92%。

表 5 标准盐酸环丙沙星溶液测定的日间精密度

Tab. 5  The inter- day precision of standard ciproflxacinum

标准盐酸环丙沙星溶液浓度

(Lg#mL- 1)

峰   面   积
日间各次实测值 平均数 ? 标准差

RSD

(% )

平均 RSD

( % )

2. 030 2214/ 2151 2182. 5 ? 44. 55 2. 04

4. 060 4306/ 4387 4346. 5 ? 57. 28 1. 32 1. 19 ? 0. 92

10. 15 11224/ 11191 11207. 5 ? 23. 33 0. 21

2. 6  注射给药后中华绒螯蟹雄蟹血淋巴内盐酸环丙沙星的代谢规律

应用上述所建立的RP-HPLC 法, 对肌肉注射盐酸环丙沙星的中华绒螯蟹雄蟹的血药浓度进行两次

平行测定,药-时曲线如图 3。结果表明, 2h内, 血药浓度迅速下降, 由开始时的 37. 13 ? 0. 18 Lg#mL- 1降

至 0. 167h( 10min)的 20. 27 ? 0. 59 Lg#mL - 1, 1 h 的 15. 16 ? 0. 78 Lg#mL - 1以及 2h 的 11. 66 ? 0. 09

Lg#mL - 1; 2h至 24h,血药浓度缓慢下降, 维持在 10 Lg#mL- 1左右; 48h 后, 血药浓度降到 5. 96 ? 0. 18

Lg#mL - 1。
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图 3  肌肉注射盐酸环丙沙星后的药-时曲线

Fig . 3 The Concentration-T ime curve of ciproflo xacinum after intramuscular administration

3  讨论

中华绒螯蟹属甲壳动物,循环系统为开放式, 主要成分为血淋巴, 它和鱼类有较大的区别。关于中

华绒螯蟹血淋巴内药物检测方法的研究,至今尚无报道。动物体内药物浓度的检测方法有酶免疫法、薄

层色谱、液相色谱、质谱和光谱等,而以 RP-HPLC 法较为常用, 因为它具有灵敏度高、回收率高、精密度

高及重现性好等特点,该法也常用于水产动物体内药物浓度的检测上[ 6, 8- 17]。对于甲壳动物中华绒螯

蟹,是否亦能用该法检测其血淋巴内的药物含量, 使用该法的具体条件是什么,这是本文所要解决的关

键问题。本文的结果对此作出了肯定的回答:

( 1)中华绒螯蟹的血淋巴与鱼类的血浆有较大的区别,本试验成功地摸索出了从中华绒螯蟹抽取血

淋巴的方法,并筛选了合适的抗凝剂以及确定了抗凝剂的用量, 为制备标准的分析样品奠定了基础。试

验证明, ACD的抗凝作用最好,而且当其与血淋巴等量混合后,可取得较持久的抗凝效果;此种方法,完

全可满足样品分析的要求。

( 2)在试验所摸索的条件下,血淋巴内盐酸环丙沙星的色谱行为不仅基线走动平稳,保持时间较长,

且无干扰峰, 这就为药峰峰面积的测定提供了可能。在标准品盐酸环丙沙星浓度范围为 1~ 10

Lg#mL - 1时,标准曲线的相关系数 r= 0. 9985,具有极好的相关性, 由此表明了该方法为试验样品的准确

定量提供了保障。

( 3)回收率提示着检测方法的准确性。用HPLC 法, 陈会波等测定鳗康素的回收率为 95. 32% [ 19] ,

Uno 等[ 20]测定虹鳟和五条 血浆中的磺胺间甲氧嘧啶( SMM )及其代谢物( AC- SMM)的回收率分别为

96. 6%和 93. 9%、98. 0%和 95. 0%;用 RP-HPLC 法, 陈文银和管国华[ 16]测定诺氟沙星在中华鳖血浆中

的平均回收率为98. 9%; 而我们对雌、雄蟹空白血淋巴中5组不同加入量的标准盐酸环丙沙星检测的回

收率范围分别为 88. 71% ~ 105. 76%和 97. 37% ~ 105. 45% , 平均为 99. 11 ? 8. 20%和 100. 08 ? 3. 43%,

表明该法具有较高的准确性。

( 4)精密度是测定方法可靠性的保证。张祚新等[ 18]测定鲤鱼体内诺氟沙星的日内和日间精密度分

别为 4. 72%和 4. 98% ; Park等测定对虾体内的 SDM 和 OMP( Ormemthoprim )在血淋巴中的含量时的精

密度范围为 0. 05~ 50 Lg#mL- 1[ 21]。而本试验的结果表明,日内精密度(或提取精密度)无论是在较高浓

度还是较低浓度样品均在 1. 54%~ 1. 55%间,日间精密度为 1. 19 ? 0. 92%。由此可以看出,本测定方法

具有较高的可靠性。

应用所建立的方法, 我们检测了肌注给药后 48h 内各时间点的中华绒螯蟹雄蟹血淋巴内的盐酸环
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丙沙星的浓度, 结果基本表现出该药在其体内的代谢规律。由图 3可以看出, 给药后 48h 内, 血药浓度

均在 5Lg#mL- 1以上,预示着该药在中华绒螯蟹体内有很好的治疗疾病的前景。这说明, RP-HPLC测定

法可完全用于中华绒螯蟹血淋巴内盐酸环丙沙星浓度的检测,由此可探讨中华绒螯蟹对环丙沙星的体

内代谢状况,相关研究,我们将另有报道。

致谢:在检测样品的过程中, 上海大学生命科学学院的雍克岚教授给予了悉心指导, 98 级研究生陈旭同学提供了很

多帮助,谨此致谢。
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