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［摘　要］　为研究恩诺沙星在猪体内的残留消除规律，验证休药期，以２．５ｍｇ／ｋｇ体重肌内注射

１０％恩诺沙星注射液，每日２次，连续３ｄ。在最后一次给药后０、３、５、７、１０ｄ时间点，采集肌肉、肝

脏、肾脏、脂肪和注射部位肌肉，ＨＰＬＣ法测定组织中的恩诺沙星及其代谢物环丙沙星的残留量，并

用ＷＴ１．４软件计算休药期。结果显示，恩诺沙星在猪肌肉、肝脏、肾脏、脂肪和注射部位肌肉的休药

期分别是５．６、１３．４、８．２、３．０、５．５ｄ。为保证兽药使用安全、消费者健康和食品安全，推荐恩诺沙星

注射液在猪的休药期为１４ｄ。
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　　恩诺沙星是动物专用的氟喹诺酮类抗菌药，具

有抗菌谱广、杀菌力强、作用迅速、体内分布广、副

作用小等特点，广泛应用于畜禽养殖［１］。由于恩诺

沙星在动物体内可不同程度代谢成环丙沙星，因此

可食性组织中的药物残留标示物为恩诺沙星和代

谢物环丙沙星。这类药物对动物骨骼生长发育有

不良影响，禁用于幼龄动物和孕畜，同时对胃肠道、

中枢神经、肝细胞均有一定的危害［２］。因此我国农

业部发布了恩诺沙星在猪组织中的最高残留限量

（ＭＲＬ）：肌肉 １００μｇ／ｋｇ、肝脏 ２００μｇ／ｋｇ、肾脏
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３００μｇ／ｋｇ和脂肪１００μｇ／ｋｇ［３］，并在农业部２７８号

公告中规定了猪在使用恩诺沙星注射液后的休药

期为１０ｄ［４］。本实验通过对市售恩诺沙星注射液

在猪体内残留消除规律的研究，计算恩诺沙星在猪

不同组织的休药时间，以期为安全使用兽药和正确

执行休药期规定提供科学的依据和建议。

１　材料和方法

１．１　药品与试剂　１０％恩诺沙星注射液：批号

１６０３００２，山东兽药生产厂家提供；恩诺沙星对照

品：含量９９．９％，批号 Ｈ００８１２０６，中国兽医药品监

察所提供；盐酸环丙沙星对照品：含量９９．８％，批号

Ｈ１０１３１０，中国兽医药品监察所提供；ＢｏｎｄＥｌｕｔ－

Ｃ１８固相萃取柱：１００ｍｇ／ｍＬ，安捷伦公司；甲醇、乙

腈、正己烷：色谱纯；柠檬酸、乙酸铵、磷酸、三乙胺、

磷酸二氢钾，均为分析纯。

１．２　仪器设备　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（配

荧光检测器）；固相萃取装置；ｐＨ计；高速冷冻离心

机；Ｍｉｌｌｉ—Ｑ超纯水仪。

１．３　溶液配制　０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸／三乙胺溶液：取

浓磷酸３．４ｍＬ，用水稀释至１０００ｍＬ，用三乙胺调

ｐＨ值至 ２．４。柠檬酸／乙酸铵缓冲液：取柠檬酸

１０．５６ｇ，乙酸铵 ７．８７ｇ，用水溶解并稀释至

１０００ｍＬ，混匀。磷酸盐缓冲溶液（用于肌肉、脂肪

组织）：取磷酸二氢钾 ６．８ｇ，加水溶解并稀释至

５００ｍＬ，用５．０ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调节 ｐＨ值至

７．０。磷酸盐溶液（用于肝脏、肾脏组织）：取磷酸二

氢钾６．８ｇ，加水溶解并稀释至５００ｍＬ，混匀。洗脱

液：取乙腈２０ｍＬ，用０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸／三乙胺溶液

稀释至１００ｍＬ，混匀。

１．４　试验动物　三元杂交健康猪 ３０头，雌雄各

半，体重为５３±６．６ｋｇ，购自北京某猪场。其中对

照组５头，给药组２５头。试验前７ｄ，自由采食饮

水，饲喂不添加任何抗菌药物的全价配合饲料，试

验前后各组饲养条件相同。

１．５　给药与样品采集　给药组以２．５ｍｇ／ｋｇ体重

剂量进行臀部肌内注射恩诺沙星注射液，每日 ２

次，连续给药 ３ｄ，分两侧注射。最后一次给药后

０、３、５、７和１０ｄ分别随机宰杀５头，采集背长肌、

肝脏、肾脏、脂肪和注射部位肌肉，于－２０℃保存。

１．６　试验方法　采用实验室自建残留检测方法［５］

对样品进行测定。

１．６．１　样品前处理　取（２±０．０５）ｇ样品，置

５０ｍＬ离心管中，肌肉、脂肪试样加磷酸盐缓冲溶液

１０．０ｍＬ，肝脏、肾脏试样加磷酸盐溶液２０．０ｍＬ，

涡旋混匀，中速振荡 ５ｍｉｎ。１５０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液于另一离心管中。肌肉、脂肪试

样残渣中再加磷酸盐缓冲溶液１０．０ｍＬ；肝脏、肾脏

试样残渣中再加磷酸盐溶液 ２０．０ｍＬ，重复提取一

遍。合并两次上清液，充分混匀，备用。

取肾脏上清液１０ｍＬ于另一５０ｍＬ离心管中，

加５ｍＬ正己烷，中速振荡５ｍｉｎ。５０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，取下层清液，混匀，备用。

固相萃取柱依次用甲醇、水各２ｍＬ预洗。取

备用液３．０ｍＬ过柱，水１ｍＬ淋洗，挤干。用洗脱

液１．０ｍＬ洗脱，挤干，收集洗脱液。经滤膜过滤后

作为试样溶液，供高效液相色谱法测定。

１．６．２　色谱条件　色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａ５ｕ

Ｃ１８（２）柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：

０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸／三乙胺溶液 ＋乙腈（８２＋１８，Ｖ／

Ｖ），使用前经微孔滤膜过滤（测肌肉和脂肪组织

用）；柠檬酸／乙酸铵溶液＋乙腈（８２＋１８，Ｖ／Ｖ），使

用前经微孔滤膜过滤（测肝脏和肾脏组织时用）；流

速０．８ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：激发波长２８０ｎｍ；发射

波长４５０ｎｍ；柱温４０℃；进样量４０μＬ。

２　结果与分析

２．１　标准曲线　恩诺沙星和环丙沙星在 ０．５～

８００ｎｇ／ｍＬ浓度范围内呈现良好的线性关系，其曲

线方程分别为 ｙ＝３．６０３４ｘ＋０．５２１８和 ｙ＝

７．４２２５ｘ＋１．０１２５，相关系数（Ｒ２）均为０．９９９９，标

准溶液和组织色谱图见图１和图２。

２．２　组织中药物残留　按实验室检测方法对采集

的注射部位、背长肌、脂肪、肝脏及肾脏样品进行测

定。按检测方法的残留量计算公式，计算样品中恩

诺沙星及代谢物环丙沙星的残留量，并用同时测定

的阳性添加样品的回收率进行折算，以折算结果作

为样品中恩诺沙星及代谢物环丙沙星的残留量。
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分别计算每个时间点５头猪的注射部位、肌肉（背

长肌）、脂肪、肝脏及肾脏样品中恩诺沙星和代谢物

环丙沙星（表１）和总残留量（表２）。

表１和表２结果显示，药物在停药０ｄ的注射

部位浓度最高，其次为肝脏、肾脏和背长肌，脂肪组

织中的药物浓度最低。药物在组织中的代谢较快，

在停药后第３天，肌肉（背长肌）、脂肪和肾脏中的

药物浓度已低于 ＭＲＬ，分别为 ４６．６μｇ／ｋｇ、

９２．５μｇ／ｋｇ和２４．１μｇ／ｋｇ；注射部位在停药后第５

天低于 ＭＲＬ，为 ５．７μｇ／ｋｇ；肝脏在第 ７天低于

ＭＲＬ，为１８０．９μｇ／ｋｇ。五种组织中的药物平均总

残留量在停药后第７天时均已降低至ＭＲＬ之下。

２．３　休药期计算　采用 ＷＴ１．４软件计算休药期，

确保有 ９５％的可信限使 ９９％的残留低于 ＭＲＬ。

１０％规格恩诺沙星制剂在猪组织中的休药期计算

和结果见表３，残留消除拟合图见图３。

结果显示，１０％规格制剂在猪组织中的休药期

分别为注射部位５．５ｄ、肌肉（背长肌）５．６ｄ、肝脏

１３．４ｄ、肾脏８．２ｄ和脂肪３．０ｄ，其中肝脏的休药

期时间最长。为了确保消费者健康安全，建议１０％

规格恩诺沙星注射液在猪的休药期为１４ｄ。

图１　恩诺沙星及环丙沙星混合标准溶液（３０ｎｇ／ｍＬ）

图２　猪肝中残留的恩诺沙星及环丙沙星色谱图（休药后第０天）
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表１　不同时间点恩诺沙星及其代谢物在猪各组织中的残留量 μｇ／ｋｇ

组织 停药时间／ｄ
不同编号猪组织中恩诺沙星残留量 不同编号猪组织中环丙沙星残留量

１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

注射部位

０ １１４２２．９ ９１２８．４ ６９４９．６ １６００１．５ ６４８７．６ ３２９．２ ４４１．２ ４４０．０ ５８７．８ ４８５．９

３ １８３．７ ７１．２ １２８．９ ３８８．８ １１１．４ ７．２ ＮＤ １０．０ １５．２ ６．４

５ ＮＤ ＮＤ ５．３ １７．１ ６．２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

７ １１．４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

肌肉（背长肌）

０ ３９９８．３ ２９０６．９ ４６５０．２ ３７８０．７ ４９７１．５ ５０３．５ ５９３．７ ６０３．８ ６７２．６ ７０９．４

３ ９１．４ ７．８ ４６．９ ４６．８ ６．８ １２．７ ＮＤ １１．２ ９．５ ＮＤ

５ ５．３ ５．４ ５．６ １１．１ ８．２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

７ ８．６ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ５．３ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

肝脏

０ ４５９６．３ ３６８７．０ ５９９４．４ ４１９４．６ ６０４４．５ ７４６．８ １０７５．９ １０９２．８ １３３６．４ １３９５．１

３ ２６２．２ １８５．２ ３３５ ４５５．１ ２３３．２ ＮＤ ＮＤ １２．４ １２．４ ＮＤ

５ ８１．２ １１０．８ １６２．３ ４８９．２ １７４．６ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

７ ２８７．４ １８１．３ １１０．２ ２０９．３ １１６．１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ １１０．９ １０１．８ ９９．２ １７６．１ ８６．７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

肾脏

０ ４４３９．１ ４７５２．１ ６５８９．８ ７８４６．７ ７４０２．０ ８７２．４ １１４２．９ １３７９．０ ２１５３．５ １９３０．５

３ １２５．１ ２８ １２９．２ １２８．９ １５．７ ＮＤ ＮＤ ２５．４ １０．３ ＮＤ

５ ＮＤ ＮＤ ２２．６ ３３．８ ２７．３ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

７ ２８．８ １０．０ １１．３ ＮＤ １３．９ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ １２．３ １２．０ ＮＤ ＮＤ ２０．４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

脂肪

０ ９３７．１ ４６１．５ ９６８．９ ９２２．４ １１５８．７ ４５．３ ３７．７ ９０．８ ９９．９ ８４．１

３ ２２．２ ５１．４ １９．６ １８．２ ９．２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

５ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ６．７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ６．７ ＮＤ

７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ — — — — — — — — — —

注：ＮＤ为未检出；“—”为未检测
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表２　不同时间点恩诺沙星和环丙沙星在猪各组织中的总残留量 μｇ／ｋｇ

组织 停药时间／ｄ
不同编号猪组织中总残留量

１ ２ ３ ４ ５ 平均浓度
ＭＲＬ

注射部位

０ １１７５２．１ ９５６９．６ ７３８９．６ １６５８９．３ ６４８７．６ １０３５７．６

３ １９０．９ ７１．２ １３８．９ ４０４．０ １１７．８ １８４．６

５ ＮＤ ＮＤ ５．３ １７．１ ６．２ ５．７

７ １１．４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ２．３

１０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１００

肌肉（背长肌）

０ ４５０１．８ ３５００．６ ５２５４．０ ４４５３．３ ５６８０．９ ４６７８．１

３ １０４．１ ７．８ ５８．１ ５６．３ ６．８ ４６．６

５ ５．３ ５．４ ５．６ １１．１ ８．２ ７．１

７ ８．６ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ １．７

１０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ５．３ １．１

１００

肝脏

０ ５３４３．１ ４７６２．９ ７０８７．２ ５５３１．０ ７４３９．６ ６０３２．８

３ ２６２．２ １８５．２ ３４７．４ ４６７．５ ２３３．２ ２９９．１

５ ８１．２ １１０．８ １６２．３ ４８９．２ １７４．６ ２０３．６

７ ２８７．４ １８１．３ １１０．２ ２０９．３ １１６．１ １８０．９

１０ １１６．１ １０１．９ ９９．２ １７６．１ ８６．７ １１６．０

２００

肾脏

０ ５３１１．５ ５８９５．０ ７９６８．８ １００００．２ ９３３２．５ ７７０１．６

３ １２５．１ ２８．０ １５４．６ １３９．２ １５．７ ９２．５

５ ＮＤ ＮＤ ２２．６ ３３．８ ２７．３ １６．７

７ ２８．８９ １０．０ １１．３ ＮＤ １３．９ １２．８

１０ １２．３ １２．０ ＮＤ ＮＤ ２０．４ ８．９

３００

脂肪

０ ９８２．４ ４９９．２ １０５９．７ １０２２．３ １２４２．８ ９６１．３

３ ２２．２ ５１．４ １９．６ １８．２ ９．２ ２４．１

５ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ６．７ ＮＤ １．５

７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ — — — — — —

１００

注：ＮＤ为未检出；“—”为未检测
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图３　恩诺沙星注射液的组织残留消除拟合图

表３　药物在靶动物猪组织中的休药期
动物组织 １０％规格制剂的休药期／ｄ

注射部位 ５．５

肌肉（背长肌） ５．６

肝脏 １３．４

肾脏 ８．２

脂肪 ３．０

３　讨论与小结
通过市售恩诺沙星注射液在猪的残留消除试

验，发现这种市售注射液在猪组织中的残留消除规

律与其他文献报道相近，代谢消除较快［６－８］，与文

献报道相比，都是肝脏和肾脏残留浓度较高，并迅

速消除。但从组织残留浓度看，与刘小艳等［７］试验

结果比较，本试验的药物总残留浓度较高，因为刘

小艳报道其制剂在停药第５天后，各组织中未检测

到药物残留。与仲锋等［６］试验结果比较，注射部

位、肝脏、肾脏和脂肪在停药后第１０天的残留浓度
比较接近，本试验在停药后第１０天的残留浓度分
别为注射部位为未检出、肝脏为１１６．０μｇ／ｋｇ、肾脏
为８．９μｇ／ｋｇ、脂肪为未检出；仲锋报道的残留浓
度，注射部位为未检出、肝脏为９５．２μｇ／ｋｇ、肾脏为
１２２μｇ／ｋｇ、脂肪为未检出。这是因为肝脏和肾脏
分别是恩诺沙星的代谢和排泄器官，休药后第 １０
天药物残留浓度在肝脏和肾脏仍高于肌肉和脂肪。

本试验中药物残留在组织中含量与文献不一致，可

能是药物制剂生产工艺差异等因素造成的。

本试验的休药期计算中采用的经回收率折算

后的样品残留浓度数据来进行。经 ＷＴ１．４软件分
析，采用回收率折算数据计算的休药期在肌肉和肝

脏较未折算回收率的休药期时间略长。未折算回

收率数据计算的休药期分别是注射部位５．４ｄ、肌
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肉４．６ｄ、肝脏１２．６ｄ、肾脏８．２ｄ和脂肪３．８ｄ。这
可能是采用回收率折算得到的恩诺沙星总残留浓

度相对较高，因而计算得到的休药期时间更长，但

这更能保证畜产品的安全、消费者的健康。

表３的结果表明，猪肌肉、肾脏、脂肪和注射部
位的休药期符合农业部２７８号公告中恩诺沙星注
射液休药期１０ｄ的规定，但肝脏的休药期结果，与
公告规定不一致。总残留数据经 ＷＴ１．４软件计
算，肝脏的休药期超过１０ｄ，为１４ｄ（１３．４ｄ）。这
可能是因为动物之间存在差异。虽然，在停药后

１０ｄ，５头动物肝脏中的药物残留都已低于 ＭＲＬ，
但本试验数据采用 ＷＴ１．４软件处理，在统计学上
考虑了不同动物之间残留浓度的差异，确保有９５％
的可信限使９９％的残留低于 ＭＲＬ，使计算得到的
肝脏休药期数据超过了１０ｄ。而其他文献报道，均
根据残留浓度低于ＭＲＬ的停药时间点来确定休药
期［６～８］。

试验中市售恩诺沙星注射液在猪的休药期与

农业部２７８号公告规定不一致，可能是动物间差
异、休药期计算方式不同，也可能是制剂本身生产

工艺不同等原因引起。因此，为了保证畜禽养殖生

产过程中，科学用药，遵守兽药制剂的休药期规定，

保障动物性产品的质量和消费者的食品安全，应进

一步增加对市售兽药制剂休药期的验证研究，并对

农业部公告上的休药期规定进行梳理。
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