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恩诺沙星与中华绒螯蟹血浆蛋白结合率的研究
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摘要：为探索养殖过程中恩诺沙星(Enrofloxaein，ENR)施用于中华绒螯蟹(Erioche／r sinensis)中的药效情况，

文章通过静置平衡透析法分析研究了恩诺沙星与中华绒螫蟹血浆的蛋白结合率。试验测得的中华绒螯蟹血浆蛋

白浓度为63．95士0．29 nag·mL～，蛋白分子量主要集中在66．2—97．1 kDa之间，恩诺沙星与中华绒螯蟹血浆蛋

白的结合率在47．39％一82．58％之间。分析结果认为，恩诺沙星与中华绒螯蟹血浆50％以上的蛋白结合率，在

中华绒螯蟹养殖生产过程中需要慎重考虑恩诺沙星的有效药物浓度及其与其它药物的竞争作用，以能充分发挥

恩诺沙星的作用。
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Study on binding capacity of Enrofloxacin(ENR)with blood plasma

protein of Chinese mitten—handed crab，Eriocheir sinensis
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Abstract：The binding capacity of the drug enrofloxacin with the plasma protein of Chinese mitten—handed crab，Eriocheir sinensis dur-

ing feeding was investigated．The method of fixed equilibrium dialysis test was applied to the study on the binding of enrofloxacin讲tll

the crab blood plasma protein．Concentration of the plasma proteins in Chinese mitten—handed crab WaS 63．95±0．29 rag·mL一．Mo-
lecular weight of these proteins were mainly between 66．2—97．1 kDa．Protein binding level of enrofloxacin and crab plasma proteins
Was 47．39％～82．58％，showing that more than 50％of the drug could be bound to the proteins．Thus，it could be concluded that en—

rofloxacin call bind witII plasma proteins tightly．So，in cage of using enrofloxacin alone or丽tll other medicine，its effective concentra-

tion and competition between drugs should be considered in Chinese mitten—handed crab culture．

Key words：Enrofloxacin；Chinese mitten-handed crab；Eriocheir sinensis；plasma；protein binding

大多数药物在体内的药理作用是药物与特异受

体作用的结果。药物吸收入血后会不同程度地与血

浆蛋白结合，按其与血浆蛋白结合与否分为结合型

和游离型。这是一个迅速、可逆的过程，很快达到
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动态平衡⋯，游离药物+血浆蛋白杀药物．血浆蛋

白结合物。因而，药物与血浆蛋白的结合率是影响

药效的重要因素之一【2 J。

喹诺酮类药物是一类广谱、高效、低毒的抗菌

药，具有良好的药物动力学特性。恩诺沙譬对革兰

氏阳性菌及阴性菌引起的细菌感染均有较强的抑杀

作用。主要用于预防和治疗由嗜水气单胞菌Aero·

mon41,$hydrophila、温和气单胞菌A．sobria、鳗弧菌

Vibrio anguillarum、假睁胞菌Pseudomonas叩．等引

起的中华绒螯蟹病害黑鳃病、烂肢病、蟹奴病、颤

抖病等疾病13 J。目前，国内外学者已大量开展了

药物与血浆蛋白的结合分析，他们广泛分析了药物

与衄浆蛋白的结合率、结合常数，血浆蛋白与药物

结合位点数，结合反应热力学函数及模型等H。1。

这些研究为新药开发和应用提供了有力的理论和技

术保障。ZLOTOS等∞o详细研究J，恩诺沙星(En—

rofloxacin，ENR)、环丙沙星等18种唪诺酮类药物

与牛JIlL清蛋白、人血清蛋白、人血浆的蛋白结合

率。学者们还对恩诺沙星"]、氧氟沙星【8]、左氟

沙星‘9|、洛美沙星‘坩]、普利沙星‘11】、依诺沙

星¨21等喹诺酮类药物与蛋白的相覃作用进行了详

细的光谱分析研究。贾丽华等¨副研究了恩诺沙星

与牛血清白蛋白的相互作用，得到两者的结合常数

为4．16×105 L·mol～，以其摩尔比1：1结合。

恩诺沙星与中华绒螯蟹(Chinese mitten—hand-

ed crab，Eriocheir sinensis)血浆蛋白的相互作用及

结合率研究还未见报道，此文则通过静置平衡透析

法研究r恩诺沙星与中华绒螯蟹』IIL浆蛋白的结合

率，旨在为恩诺沙星在中华绒螫蟹养殖生产过程中

提供用药指导。

l材料与方法

1．1实验试剂及设备

恩诺沙星标准品(>99．7％，美国Sigma公司

出品)；甲醇(色谱纯，德国Riedel Haen公司出

品)；乙腈、磷酸、三乙胺(色谱纯，美国TEDIA

公司出品)；流动相用水(18．2 Ma)。

高速冷冻离心机(美国贝克曼公司出品)；Wa-

ters2695高效液相色谱仪(美国Water公司出品)；

超纯水仪(美国Millipole公司出品)；透析袋(进口

分装，膜分子量13 000 kDa，直径21 mm)。

1．2样品制备

恩诺沙星溶液配制。恩诺沙星用Tris—HCI缓冲

液(0．05 mol·L～，pH 7．4，内含O．15 mol·L‘1

NaCl)配制成500．0峭·mL一的标准品储备液，使

用按需要浓度稀释。

中华绒螯蟹IIIL浆制取。中华绒螯蟹从当地农贸

市场购买，体重200 g左右，健康无疾病，从河蟹

背部心区开一小孔，用注射器抽取血淋巴，每只蟹

0．5 mL，混合后移人装有0．5 mL ACD抗凝剂的

eppendorf管中，离心后得河蟹血浆。

ACD抗凝剂配方为柠檬酸三钠1．32 g，柠檬

酸0．44 g，无水葡萄糖1．47 g，溶解70一80 mL蒸

馏水中，再加入0．1～0．2 g活性碳，静置10 min

后过滤即得。

1．3恩诺沙星浓度测定

药物浓度测定¨4|。吸取0．5 mL样品于10 mL

离心管中，加入5 mL乙腈，旋涡混合2 min，5 000

r·min。1离心10 min，将卜清液转移至旋转蒸发瓶

中。往残渣中加入5 mL乙腈，重复上述操作。旋

转蒸发后，准确加入1 mL流动相溶解残留物，过

0．22斗m滤膜，待测。

色谱条件[14l。色谱柱为Zorbax SB—C18分析柱

(250 mm×4．6 mm i．d．，5岬)；流动柏为0．05
mol·L。1磷酸溶液(以三乙胺调pH至2．4)／乙腈

=86／14(v／V)；榆测为荧光检测器；激发波长

280 nln，发射波长455 nm；柱温400C；进样量20

斗L；流速1 mL·min～。

标准曲线的绘制为准确配制5、1、0．5、0．1、

0．05和0．01“g·mL‘1的ENR标准品工作液。以标

样浓度为横坐标，HPLC测得相应的峰面积为纵坐

标，绘制标准曲线。

回收率、精密度和检测限的测定为分别向2．0

mL空白样本中加入浓度为0．2斗g·mL。1ENR标准

液0．1、0．2、0．5 mL，添加水平分别为10、20、

50 Ixg·mL。1(n=6)，旋涡混匀，放置15 min，然

后再进行前处理及高效液卡H色谱分析，计算回收率

和精密度。根据国际纯粹与应用化学联合会(Iu．

PAC)的定义，此法的检测限定义为产生相应于3

倍背景噪音的标准偏差分析信号的浓度值¨引。

1．4蛋白结合率透析实验

采用平衡透析法¨6|。将药物加至"Iris—HCl缓
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冲液(0．05 tool·L～，pH 7．4，内含0．15 mol·L。

NaCI)中，浓度分别为0．2，0．4，1．0，5．0峭·

mL～。透析袋中装河蟹新鲜血浆2．0 mL，袋口扎

紧，保证不漏，放人30 mL广口玻瓶中，每瓶加

10 mL不同浓度药物的缓冲液。透析于4℃冷柜中

进行；空白处理为透析袋外是1．0峭·mL一恩诺沙

星溶液，透析袋内是0．05 mol·L～Tfis．HCl，0．15

tool·L。1 NaCI缓冲液，分别于静置平衡透析48、

72、96 h时取透析袋内血浆样品0．5 mL和透析袋

外缓冲溶液样品0．5 mL，测定其中的药物浓度，

确定是否达到平衡时间(平衡时间点以空白处理

组透析袋内外浓度相等确定)后，以前述血浆处

理方法测定药物浓度。根据以下公式计算血浆蛋白

结合率。

血浆蛋白结合率=(血浆药物浓度一透析液药

物浓度)×100％／血浆药物浓度

1．5中华绒螯蟹血淋巴电泳实验

取中华绒螫蟹血浆，制备成5、lo、20倍的稀

释液。电泳方法参考汪家政和范明【17]的方法，采

用Bio—Rad公司Mini—protean 11电泳仪；丙烯酰胺

在浓缩胶中的百分比4％，分离胶中的百分比

12．5％；浓缩胶聚合时间o．5 h，分离胶聚合时间

l h；浓缩胶电泳电压120 V，时间30 min；分离胶

电泳电压80 V，时间3 h 15 rain；0．1％考马斯亮

蓝R-250染色，染色时间15 min；脱色过夜，次日

拍取照片。

1．6统计分析

此试验每个参数做3个重复(中华绒螯蟹血

浆混合后重复做3次)，取其平均值，采用Excel

2003统计分析实验参数，并用SAS 8．2进行单因

素方差分析(One—Way ANOVA)。

2结果与分析

2．1恩诺沙星标准曲线、回收率、相对标准偏差

以标准样品浓度为X，以HPLC测得相应的峰

面积为l，，求出ENR的回归方程足Y=124．254X+

0．161，相关性系数是0．99999。结果表明，ENR

在0．01～5斗g·mL。1范围内线性良好，可以满足定

量分析的需要。

添加ENR 10、20和50斗g·g‘1时，回收率为

85％[相对标准偏差(RSD)为7％]、86％

(RSD为3％)、82％(RSD为5％)。据定义得出

ENR的检测限低于1 lag·g～。方法的准确度和精密

度均符合残留分析的要求。

2．2透析平衡时间确定

由图1可得，4℃条件下，静置透析到48 h后

时，透析袋袋内浓度为透析袋外浓度的105．37％、

95．85％和101．48％，各时间测得的平衡率之间差

异不显著(P>0．05)，能较好体现透析袋内外的

浓度平衡。所以，蛋白结合率实验部分取样时间主

要为48、72、96 h。

萎耋
孝墨
寸
。

时同／h
time

图l不同透析时间下恩诺沙星(1．0懈·mL。1)

的透析平衡程度

Fig．1 Equilibrium rate
of enrofloxaein solution at

different dialysis time

2．3恩诺沙星与中华绒螯蟹血浆蛋白结合率的研究

表1显示恩诺沙星与中华绒螫蟹血浆蛋白结合

率分布在47．39％一82．58％之间。透析时间48和

72 h时，结合率随着恩诺沙星浓度的增大有减小

的趋势，但在透析96 h时，各浓度间差异不明显。

恩诺沙星浓度0．2 trg·mL一，透析96 h时，结合率

显著小于其它透析时间的结合率。其它浓度条件

下，结合率随透析时间不发生显著变化(P>

0．05)。

2．4中华绒螫蟹血浆蛋白组分的研究

通过测定中华绒螯蟹血浆在280 am处的紫外

光密度可计算得，试验中中华绒螯蟹血浆蛋白浓度

为63．95 4-0．29 mg·mL～。从电泳图谱(图2)可

知，中华绒螯蟹血浆蛋白的分子量主要集中在66．2

m∞如∞加∞∞柏如加m

o
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表1 恩诺沙星与中华绒螯蟹血浆蛋白的结合率

Tab．1 Binding of ENR with plasma protein in晟sinensis

结合率／％ 透析袋外药物初始浓度／峙·mL～ n=3)concentration of drug outside dialysis bag
protein bind data 0．2 0．4 1．0 5．0

注：表格中字母相同表示同·浓度，不同时间之问差异不显著，显著性水平P>0．05

Note：Same superscript letters mejlll no difference in the 8alile low，otherwise，sig!】nificant difference，P>O．05．

～97．1 kDa之间，在5倍稀释泳道中可以看到在

上述分子量范围以外的其它蛋白，从最小的10

kDa左右到最大100 kDa左右不等。10和20倍稀

释液电泳后，泳道中仅能看到2条分子量66．2～

97．1 kDa之间的蛋白，其它蛋白则由于浓度过稀

而观察不到。

3讨论

(1)血浆中与药物结合的主要是IIIL清白蛋白

(分子量66 000 kDa左右)¨’l8|。中华绒螯蟹血浆

蛋白分子量主要在66．2～97．1 kDa之间。试验中

采用的透析膜(截留分子量13 kDa)能达到阻止

蛋白进出，保证恩诺沙星(分子量359．4 g·mol。1)

和水在透析袋内外的自由迁移。

(2)平衡透析法是结合率分析的传统方法，

比较可靠和经济实用。ZLOTOS等怕1研究发现药物

／蛋白物质的量浓度比例0．01条件下，恩诺沙星与

人血清蛋白(HSA)结合率为(34．6 4-5．6)％

(连续超滤法)和(40 4-2)％(不连续超滤法)。

KAARTINEN等¨引研究发现恩诺沙星与奶山羊血浆

蛋白的结合率为36％～45％(体外实验)。此试验

得到的结合率结果高于文献中蛋白结合率的主要原

因：①血清蛋白的活性。OLSEN等【加3研究发现血

清蛋白结合稳定剂后与药物的蛋白结合率大幅提

图2中华绒螯蟹血浆蛋白电泳图谱

I．标准蛋白；2．10倍稀释血浆；3．20倍稀释血浆；4—5．5倍稀释血浆

Fig．2 Electrophoretic figure of plasma protein in E sinensis

1．standard proteins；2．plasma(×10)；3．plasma(×20)；

4-5．plasma(x5)．

高。②药物浓度与蛋白浓度的比例。此试验所用的

药物／蛋白物质的量比例约在0．002～0．05之间，

符合实际生产中的用药情况，在该浓度下，血浆蛋

白质只有一个位点会与药物发生结合作用。试验中

的结合率数据主要分布在47．39％一70．81％，而

出现的82．58％和82．37％2个高数值，可能是因
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为药物数量偏少，蛋白充分结合的结果；随着取样

次数的增多，蛋白数量减少要多于药物数量，结合

率趋于稳定。③结合率测定方法上的差异。更快捷

的连续超滤法、表面响应传感器等方法与此试验所

得的结合率结果有一定的一致性，结果差异来自仪

器、透析膜对药物的吸附等多方面。

(3)已有一些恩诺沙星在中华绒螯蟹体内的

药物动力学研究见于报道¨引。此试验针对恩诺沙

星与中华绒螯蟹血浆蛋白结合率开展的研究发现，

结合率主要在47．39％～82．58％之间，试验要高

于恩诺沙星与其它畜禽类血浆蛋白的结合率20％

～50％。恩诺沙星与犬血浆蛋白的结合率仅有

27％左右心1l。原因可能是：①中华绒螫蟹血浆中

蛋白浓度较高，蛋白种类比较丰富，除血清蛋白

外，还有其它可能与恩诺沙星结合的蛋白，这会增

大恩诺沙星与血浆蛋白的结合率；②文献使用的是

试剂级血清白蛋白，而血浆则是新鲜制取所得，两

者活性上存在一定的差异唧J。

药物与血浆蛋白结合率过高和过低都不利于药

效的发挥旧j。药物町以通过与血浆蛋白结合而被

带到作用点，然后解离成游离态发挥药效。此试验

发现恩诺沙星与中华绒螯蟹血浆蛋白有50％以上

的结合率。用药初始阶段，恩诺沙星会较多与IIIL浆

蛋白结合，因而实际游离态的药物浓度要低于用药

浓度，药效会偏低；从另一个角度来看，游离态药

物代谢以后，结合态恩诺沙星的释放又会使药物的

药效时间延长。因此，在实际生产过程中，需要综

合考虑药物的有效浓度、药效时间，必要情况下要

考虑与其它药物的搭配使用，达到有效治疗的目

的。
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