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鲫鱼血清中甲砜霉素对嗜水气单胞菌的体外药效学研究
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　　摘要：采用体内药代动力学和体外药效学相结合的方法，应用Ｅｘｃｅｌ２００７、药动学３Ｐ９７和Ｋｉｎｅｔｉｃａ４．４软件进行数
据处理和分析，对鲫鱼血清中甲砜霉素抗嗜水气单胞菌的活性进行研究，为甲砜霉素在水产动物疾病的预防和治疗细

菌性败血症方面提供重要的理论依据。结果表明：以３０ｍｇ／ｋｇ的剂量对鲫鱼进行单剂量口灌甲砜霉素后，药物在鲫
鱼体内吸收迅速，达峰快，消除缓慢；血药达峰时间（Ｔｐｅａｋ）为１．５ｈ，峰浓度（Ｃｍａｘ）为３７．１７２μｇ／ｍＬ，吸收速率（Ｋａ）为

１．５２３ｈ－１，分布半衰期Ｔ１／２（Ｋａ）为０．４５５ｈ，滞后时间（ＴＬ）为０．０２ｈ，消除半衰期Ｔ１／２（Ｋｅ）为１６．７１２ｈ；在半效应室内，

ＥＣ５０为１４．２８ｈ；ＰＫ－ＰＤ同步模型参数 ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清为３２．４１ｈ，Ｃｍａｘ／ＭＩＣ血清为２３．２３。通过抑制效应 Ｓｉｇｍｏｉｄ

Ｅｍａｘ模型，得到８．６１～４６．２０ｍｇ／ｋｇ为临床使用甲砜霉素防治鲫鱼细菌性败血症的给药剂量。建议在水产动物中，
用甲砜霉素预防和治疗细菌性败血症的最佳给药方案为：以４６．２０ｍｇ／ｋｇ的剂量对发病鲫鱼进行拌饵投喂或口灌给
药进行治疗，以８．６１ｍｇ／ｋｇ的剂量对鲫鱼进行拌饵投喂来预防细菌性败血症的发生。
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　　随着世界范围内氯霉素在食用动物中的禁用［１－３］，甲砜

霉素（ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＴＡＰ）在兽医领域的应用正日趋增多，在
畜禽疾病控制及治疗领域中起着非常重要的作用。ＴＡＰ为酰
胺醇类抗生素，具有广谱抗微生物的作用［４］，目前主要由人

工方法合成。其应用范围和抗菌谱方面与氯霉素基本相同，

但是相比之下毒性有所降低［５］。ＴＡＰ由于具有抗菌效果好
和物美价廉的优点，被广泛应用于水产动物的疾病防控及治

疗方面［６］。总体看来，ＴＡＰ抗菌穿透力强、吸收快、不易产生
耐药性，药物吸收后广泛分布于血液和各组织中［７］，因此目

前在兽医临床上用于代替被禁用的氯霉素。

在临床预防和治疗疾病的过程中，抗菌药物会出现耐药

性，且耐药性的出现已经对多种疾病的治疗产生影响。因此

在临床上应用抗菌药物时，应确定合理的给药方案，不仅可以

达到良好的治疗效果，还可以避免细菌暴露在亚致死浓度水

平，从而减少耐药性的产生，更好地延长现有抗菌药物的使用

寿命［８］。传统给药方案一般是通过对抗菌药物的体内药物

代谢动力学特征和体外最小抑菌浓度（ＭＩＣ）进行综合考虑确
定的，通过体内药物浓度超过 ＭＩＣ的时间来确定给药间隔，
这样的方法在大多数情况下是有效的，但由于未将血清、机体

免疫和药物在机体内浓度的动态过程等因素考虑在内，因此

结果往往与药物在机体内的实际抗菌效果存在差异［９］。
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１　材料与方法

１．１　药品及培养基
ＴＡＰ标 准 品：９８．９％ ＴＡＰ原 粉，批 号 Ｐ－０４７－

ＷＳ１１０６２１０１，购自浙江海翔药业股份有限公司。乙酸乙酯、
正己烷和甲醇为色谱纯试剂，由ＭｅｒｃｋＫＧａＡ公司生产；其他
试剂盒药品均为分析纯。液体培养基为胰蛋白胨大豆肉汤培

养基（ＴＳＢ，产品编号 ＨＢ０１７７），固体培养基为胰蛋白胨大豆
琼脂培养基（ＴＳＡ，产品编号 ＨＢ４１１４），均由山东青岛高科园
海博生物技术有限公司生产。

１．２　试验动物及菌株
试验所用鲫鱼的平均体重（４０．７０±７．８７）ｇ，由黑龙江省

五站冷水性鱼类试验站提供。试验鱼在鱼缸中暂养７ｄ后，
选择规格相近、体质健康的鱼体进行试验，给药前停饲２４ｈ，
以便给药。试验期间不投喂饵料，水温保持在（２０±０．２）℃。
试验在方形自动循环水鱼缸中进行，试验期间持续给氧。

嗜水气单胞菌分离自黑龙江某淡水养殖场患病鲤鱼的肝

脏组织，该菌株为实验室分离并鉴定后保存的菌株，编号Ｈ２。
１．３　试验仪器

液相色谱 －质谱联用仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ生产），ＳＩＧＭＡ
３Ｋ１５离心机（适马股份有限公司），Ｔ－２１４电子天平（购自北
京赛多利斯仪器系统有限公司），ＦＪ２００－Ｓ调速混匀器（上海
标准模型厂制造），ＬＭＱ．Ｃ－３２６０全自动立式灭菌器，全自动
新型生化培养箱，恒温培养振荡器。

１．４　给药方案及试样采集
试验用鲫鱼 １４０尾，随机分成 １４组，每组 １０尾。以

３０ｍｇ／ｋｇ的剂量进行单剂量口灌ＴＡＰ，在给药前取空白血液
样品，给药后分别于０．２５、０．５、０．７５、１、２、４、６、８、１２、２４、３６、
４８、７２ｈ采集鲫鱼的血样，每个时间点分别取５尾试验鱼的血
样。注射器用０．０３％肝素钠润洗后，从试验鱼尾静（动）脉进
行采血，采集的血液于４０００ｒ／ｍｉｎ条件离心１０ｍｉｎ后分离血
浆，将采集样品全部放入 －８０℃超低温冰箱冷冻保存，以待
进行血药浓度的测定。另取５尾试验鱼，用未经润洗的注射
器从试验鱼尾静（动）脉进行采血，将采集的血液放入灭菌的

５ｍＬ聚丙烯离心管中，存放在４℃冰箱中静置，待血清析出
后，在４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ；再取１支无菌的５ｍＬ
聚丙烯离心管，将血清移入其中，全部血清样品均放入

－２０℃ 冰箱冻存、备用。
１．５　ＴＳＢ培养基和血清中 ＴＡＰ对嗜水气单胞菌 Ｈ２的 ＭＩＣ
测定

采用改进的试管２倍稀释法测定ＴＡＰ在ＴＳＢ培养基中对
嗜水气单胞菌Ｈ２的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）［１０］。先将药物配制
成１２８μｇ／ｍＬ，使用时先稀释１０倍，再加入第１支管中，其他
操作程序不变。本试验中使用的菌液浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。
培养２４ｈ后，设能抑制细菌生长的最小药物浓度为 ＭＩＣ。相
同过程重复操作３次。
１．６　测定血清中ＴＡＰ对嗜水气单胞菌Ｈ２的抗菌活性

试验在无菌条件下进行。首先将空白血清样本和给药后

采集的全部血清样本从－２０℃冰箱中取出，在４℃冰箱中解
冻，解冻后的血清样品使用针孔过滤器进行过滤除菌，过滤器

孔径为０．２２μｍ；取１ｍＬ除菌血清，加入１０μＬ对数期的嗜

水气单胞菌培养物，使嗜水气单胞菌在血清中的数量大约为

６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ；将加入嗜水气单胞菌的血清放入２８℃恒温
培养振荡器中，并于培养０、３、６、９、１２、２４ｈ时取３０μＬ稀释
后的样品进行涂板；将培养皿放入恒温培养箱中进行培养，设

定培养温度为２８℃，培养２４ｈ后进行菌落计数以确定血清
中活菌数的变化［１１］。

１．７　测定血浆中ＴＡＰ的含量
采用液相色谱－串联质谱（ＬＣ－ＭＳ）法进行测定，使用

Ｅｘｃｅｌ２００７和药动学３Ｐ９７软件对鲫鱼血浆药动学数据进行
处理和分析。

１．７．１　血浆样品的处理　用移液管准确量取２００μＬ血浆待
测样品并置于５０ｍＬ聚丙烯离心管中，加入１０ｍＬ碱化乙酸
乙酯（乙酸乙酯 ∶氨水 ＝９７ｍＬ∶３ｍＬ）匀质提取 ３０ｓ，在
４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ后将上清转移至鸡心瓶中；再
加入１０ｍＬ碱化乙酸乙酯（乙酸乙酯 ∶氨水＝９７ｍＬ∶３ｍＬ）
于第１支离心管中，用玻璃棒搅动残渣，于漩涡振荡器上涡旋
提取３０ｓ，在４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ后将上清合并至
鸡心瓶中，在４５℃条件下旋转蒸发至干。

鸡心瓶残渣用２ｍＬ１０％甲醇溶解，再加入２ｍＬ正己烷
漩涡混合３０ｓ，在４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，取１ｍＬ下层
溶液于１５ｍＬ聚丙烯离心管中，稀释１０倍后过０．２２μｍ有机
相滤膜，以进行液相色谱－串联质谱测定。
１．７．２　色谱条件　色谱柱：ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＣ１８色谱柱，５μｍ，
１５０ｍｍ×２．１ｍｍ（内径）；流动相：甲醇＋水（４０ｍＬ∶６０ｍＬ）；流
速：０．３０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃；进样量：２０μＬ［１２］。
１．７．３　质谱条件　离子源：电喷雾离子源；扫描方式：负离子
扫描；检测方式：多反应监测（ＭＲＭ）；电喷雾电压：－１７５０Ｖ；
雾化气、气帘气、辅助加热气、碰撞气均为高纯度氮气及其他合

适气体，使用前应调节各气体流量以使质谱灵敏度达到检测

要求；辅助气温：５０℃；定性离子对（ｍ／ｚ）：３５４．０／２９０，
３５４．０／１８５．０；定量离子对（ｍ／ｚ）：３５４．０／１８５．０；采集时间：
２００ｍｓ；去簇电压：－５５Ｖ；碰撞能量－１８Ｖ，－２７Ｖ［１２］。
１．７．４　ＡＴＰ半体内数据及药动 －药效学同步数据的分析　
本研究采用 Ｋｉｎｅｔｉｃａ４．４软件结合 Ｅｘｃｅｌ２００７对半体内数据
进行分析和处理，选择抑制效应的 ＳｉｇｍｏｉｄＥｍａｘ模型，该模
型可以用以下公式进行描述：

Ｅ＝Ｅｍａｘ－Ｃ
Ｎ×（Ｅｍａｘ－Ｅ０）／（ＥＣ５０

Ｎ＋Ｃｅ
Ｎ）

式中：Ｃｅ
Ｎ为半体内效应室药物的 ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清，指在血

药浓度 －时间曲线图中，ＭＩＣ血清以上的 ＡＵＣ０～２４ｈ（０～２４ｈ
药－时曲线下面积）部分；Ｅ为抗菌效应，表示含药血清中加
入嗜水气单胞菌培养２４ｈ后，血清中嗜水气单胞菌数量的对
数值在培养前后的变化量；Ｅ０表示含药血清中加入嗜水气单
胞菌培养２４ｈ后，嗜水气单胞菌数量的对数值（以１０为底，
下同）在达到检测限时，在培养前后的变化量；Ｎ是描述
ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清与Ｅ直线化的斜率值，即Ｈｉｌｌ系数；当 Ｅ＝０
时没有抑菌效果，当Ｅ＝－３时可以杀灭９９．９％的细菌。

２　结果与分析

２．１　体外药效结果
ＴＡＰ在ＴＳＢ液体培养基和血清中对嗜水气单胞菌Ｈ２的

ＭＩＣ均为１．６μｇ／ｍＬ。
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２．２　鲫鱼体内ＴＡＰ的药动学数据、参数及药效学数据
以３０ｍｇ／ｋｇ的剂量对鲫鱼进行单剂量口灌ＴＡＰ后，血清

中嗜水气单胞菌Ｈ２数量的对数值减少量和血浆中药物浓度
的变化结果见表１。使用药动学３Ｐ９７软件进行数据处理和
分析，结果显示ＴＡＰ在鲫鱼血清中符合一级吸收二室开放模
型，药动学参数见表２。可以看出 ＴＡＰ在鲫鱼血液中的峰浓
度（Ｃｍａｘ）为３７．１７２μｇ／ｍＬ，血药达峰时间（Ｔｐｅａｋ）为１．５ｈ，吸
收速率（Ｋａ）为１．５２３ｈ，分布半衰期Ｔ１／２（Ｋａ）为０．４５５ｈ，滞后
时间（ＴＬ）为０．０２ｈ，消除半衰期 Ｔ１／２（Ｋｅ）为１６．７１２ｈ，说明
用ＴＡＰ对鲫鱼口灌给药，具有吸收迅速、达峰快、消除缓慢的
特点。

表１　鲫鱼血清中嗜水气单胞菌对数值的减少量和血浆中的ＴＡＰ浓度

血样采集

时间（ｈ）
血浆中ＴＡＰ
浓度（μｇ／ｍＬ）

ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清
（ｈ）

血清中细菌对数值减

少量［ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）］

０．２５ １６．２５ ２３７．９５±０．６３ １．３７±０．９９
０．５０ ２２．３９ ２９８．９２±１．２７ １．６１±１．０４
０．７５ ３０．３２ ３５２．０１±０．０７ ２．１２±１．３４
１．００ ４０．３４ ３７２．９５±０．７８ ２．４８±１．４１
１．５０ ４４．７７ ４１８．１４±１．６３ ２．６２±１．４５
２．００ ３０．０９ ２９８．２５±０．４３ ２．２７±１．４４
４．００ ２７．９４ ２２３．５１±１．１８ ２．０２±１．２０
６．００ ２４．４３ １８６．２０±１．２２ １．９３±１．０６
８．００ ２０．１２ １７７．１６±０．４８ １．５４±１．０８
１２．００ １３．８５ １４５．４３±２．５６ １．４０±０．８４
２４．００ １０．３４ １０９．６３±０．６７ １．２６±０．９０
３６．００ ６．２１ ６５．４７±１．７３ １．１１±０．８４
４８．００ ５．４３ ４０．８３±１．５１ １．０２±０．８１
７２．００ ０．７８ ３９．７４±１．３４ ０．６８±０．８５

２．３　ＴＡＰ药动－药效学同步关系及半体内的药效学结果
添加１０７ＣＦＵ／ｍＬ左右嗜水气单胞菌于空白血清中，培养

２４ｈ后，嗜水气单胞菌数量持续上升到１０１０ＣＦＵ／ｍＬ左右。由
图１可以看出，向给药后采集的血清中添加 １０７ＣＦＵ／ｍＬ左
右的嗜水气单胞菌，培养２４ｈ后细菌数量先出现不同程度的
减少，然后又开始不同程度的增长。图 １还显示，给药后
０．５～６ｈ采集的血清样本，在培养３ｈ后，嗜水气单胞菌的数

表２　鲫鱼单剂量口灌ＴＡＰ后的药代动力学参数

参数 数值

ｄ ３０ｍｇ／ｋｇ
Ａ ３９．７０６ｍｇ／ｍＬ或μｇ／ｇ
Ｋｅ ０．０４２ｈ－１

Ｋａ １．５２３ｈ－１

ＴＬ ０．０２０ｈ
Ｔ１／２（Ｋａ） １．４４６ｈ
Ｔ１／２（Ｋｅ） １６．７１２ｈ
Ｔｐｅａｋ １．５０ｈ
Ｃｍａｘ ３７．１７２μｇ／ｍＬ
ＡＵＣ ６６９．０７３ｍｇ／（ｍＬ·ｈ）
ＣＬ ０．０４５ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）

　　注：ｄ为给药剂量；Ａ为分布相的零时截距；Ｋｅ为消除速率常数；

Ｋａ为吸收速率常数；Ｔ１／２（Ｋａ）为吸收相半衰期；Ｔ１／２（Ｋｅ）为消除相半

衰期；Ｔｐｅａｋ为达峰时间；Ｃｍａｘ为峰浓度；ＡＵＣ为药时曲线下总面积；ＣＬ

为体积内总消除率；ＴＬ为延滞时间。

量显著减少；但在培养６ｈ后开始呈现回升趋势；在培养６～
１２ｈ之间回升缓慢，基本呈平衡状态；在培养２４ｈ后回升至
１０５～１０７ＣＦＵ／ｍＬ。给药后１、１．５ｈ采集的血清样本中，培养
３ｈ后嗜水气单胞菌的数量减少到１０４ＣＦＵ／ｍＬ左右，一直持
续到１２ｈ后才开始加快增长；培养 ２４ｈ后，细菌数量升至
１０５ＣＦＵ／ｍＬ。给药后１２ｈ采集的血清样本在培养３ｈ后，细菌
量减少较少；培养后６～２４ｈ持续增长到１０８～１０１０ＣＦＵ／ｍＬ
左右。

２．４　预测给药方案
从表３可以看出，当ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清为９．３１ｈ时，开始

起到抑菌作用；当 ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清 为 ４９．９２ｈ时，能杀灭
９９９％的嗜水气单胞菌，并抑制剩余细菌生长［１１］。从表４的
药效动力学－药代动力学（ＰＤ－ＰＫ）同步关系的参数可以看
出，鲫鱼体内 ＡＵＣ／ＭＩＣ血清 为 ３２．４１ｈ，代入公式 Ｘ＝ｄ×
［ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清（ｉｎｖｉｔｒｏ）］／［ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清（ｉｎｖｉｖｏ）］，
式中：Ｘ为给药剂量（ｍｇ／ｋｇ）；ｄ为常数。得出临床最低给药
剂量Ｘ１＝８．６１ｍｇ／ｋｇ，临床最高给药剂量Ｘ２＝４６．２０ｍｇ／ｋｇ，
因此８．６１～４６．２０ｍｇ／ｋｇ为临床使用ＴＡＰ防治鲫鱼细菌性败
血症的给药剂量。

表３　ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清与抗菌效应Ｅ的关系

参数 数值

Ｅ０［ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）］ ５４．４９
Ｅｍａｘ［ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）］ ８３．２２

（Ｅｍａｘ－Ｅ０）［ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）］ ２８．７３
ＥＣ５０（ｈ） １４．２８

ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清抑菌作用（ｈ） ９．３１
ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清杀菌作用（ｈ） ４９．９２

Ｎ １．４

表４　ＰＤ－ＰＫ同步关系的一些参数

参数 数值

ＡＵＣ／ＭＩＣ血清（ｈ） ３２．４１
Ｃｍａｘ／ＭＩＣ血清 ２３．２３
Ｃ＞ＭＩＣ血清 ３．６８

３　结论与讨论

３．１　ＴＡＰ在鲫鱼血液中的药动学特征
国内关于ＴＡＰ血浆药物代谢动力学的研究较少，仅有家

兔［１３］、鸡［１４－１６］体内的研究见报道，关于水产动物的研究尚未
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见报道。但关于氯霉素类药物的研究很多，李爱华在水温

（２０±２）℃下以１００ｍｇ／ｋｇ氯霉素对草鱼和复合四倍体异育
银鲫进行单次腹腔注射［１７］。林茂等以３０ｍｇ／ｋｇ氟苯尼考对
日本鳗鲡和欧洲鳗鲡进行混饲口灌给药［１８］；陈玲珍等在水温

１７℃条件下分别以５．０、１０．０、２０．０ｍｇ／ｋｇ氟苯尼考对中华绒
螯蟹进行单次肌肉注射给药［１９］。以上研究表明，氯霉素类药

物在水产动物体内可以用一级吸收二室开放模型来描述。而

刘海侠等以３０ｍｇ／ｋｇ氟苯尼考分别对鲫鱼进行单剂量腹腔
注射和口灌给药［２０］。唐雪莲等以８０ｍｇ／ｋｇ氯霉素对鲈鱼口
灌给药［２１］。朱丽敏等以３０ｍｇ／ｋｇ氟苯尼考分别对中华鳖进
行单剂量口灌药和肌注给药［２２］。以上研究表明，氯霉素类药

物在水产动物体内可以用一级吸收一室开放模型。本试验表

明，ＴＡＰ在鲫鱼血液中符合一级吸收二室开放模型，在同一类
药物之间，这种模型的差异可能与给药剂量、水温、试验对象

的种属和发育阶段等条件有关。

３．２　鲫鱼血清中ＴＡＰ对嗜水气单胞菌的ＰＫ－ＰＤ特征
Ｃｍａｘ／ＭＩＣ和ＡＵＣ／ＭＩＣ是评价浓度依赖性药物抗菌活性

的２个最重要的ＰＫ－ＰＤ指标［２３］，其代表品种主要有氟喹诺

酮类和氨基糖苷类药物，时间依赖性抗生素的抗菌作用主要

依赖于血药浓度超过 ＭＩＣ的时间，超过 ＭＩＣ的时间越长，即
Ｔ＞ＭＩＣ越大，抗菌作用越好。本研究结果表明，Ｃｍａｘ／ＭＩＣ血清
为２３．２３，ＡＵＣ／ＭＩＣ血清为３２．４１ｈ，为使ＴＡＰ等浓度依赖性药
物达到理想的抗菌治疗效果并降低耐药性产生的几率，在动

物机体无不良反应产生的前提下，应该保持 Ｃｍａｘ／ＭＩＣ血清大于
一定的数值。半效浓度 ＥＣ５０为１４．２８ｈ，即血清中药物可产
生５０％最大效应的时间。ＥＣ５０处于 Ｓ曲线斜度最大处，剂量
稍有变化，此处的效应就会出现很大的变动，因此敏感度高，

重复定性好，是衡量反应强度的重要指标［２４］。本研究中ＭＩＣ
为１．６μｇ／ｍＬ，体内 ＡＵＣ／ＭＩＣ血清为３２．４１ｈ，从研究结果看
出，当ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清为４９．９２ｈ时，能杀灭９９．９％的嗜水
气单胞菌，因此可以预测血清中 ＡＵＣ０～２４ｈ／ＭＩＣ血清为４９．９２ｈ
时，理论上的治愈率可达９９．９％。建议甲砜霉素在鲫鱼疾病
预防和治疗方面以４６．２０ｍｇ／ｋｇ剂量口灌给药，１次／ｄ为宜，
但是由于水温、ｐＨ值和鱼体发育阶段等复杂因素的影响，实
际应用中会与理论值有所差异。
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