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摘要:【目的】研究大黄苷(Rhein)在凡纳滨对虾体内的吸收、分布和代谢规律,并制定临床给药方案。【方法】

以 5 mg/kg 剂量的大黄苷一次性肌肉注射凡纳滨对虾,利用高效液相色谱(HPLC)检测其在凡纳滨对虾血淋

巴、肝胰脏、肌肉和鳃组织中的药物浓度-时间变化,并通过 3P87 软件进行数据处理,分析其在凡纳滨对虾体

内的药代动力特征。【结果】大黄苷在 4 种组织里的达峰时间(Tmax)较早,分别为 0.1 7 h、2.73 h、0.44 h、0.23
h;消除半衰期(T 1/2Ke)较短,分别为 2.1 3 h、2.36 h、3.12 h、3.72 h;在房室模型选择上,大黄苷在 4 种组织中

的最适药动模型均符合一级吸收一室模型。【结论】肌注大黄苷后,药物在凡纳滨对虾各组织中分布广泛、吸
收快、清除能力强。大黄苷在凡纳滨对虾鳃部的浓度较高,这为利用其治疗凡纳滨对虾烂鳃病提供理论依据。
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Abstract:【Objective】The absorption,distribution and metabolism of rhein in Penaeus
vannamei were studied,and the clinical dosing regimen was established.【Methods】We ana-
lysed the pharmacokinetics of rhein in Penaeus vannamei,blood,hepatopancreas,muscle and
gill were sampled after muscle inj ecting with a single dose of rhein (5 mg/kg),the contents
of rhein was determined by HPLC,and 3P87 software were used to analyse the data process-
ing.【Results】Rhein in four kinds of tissue in the peak time (T max)early and were 0.1 7 h,2.
73 h,0.44 h,0.23 h;elimination half-life (T 1/2Ke)short were 2.1 3 h,2.36 h,3.12 h,3.72 h;

in compartment model choice,the four organizations rhein optimum pharmacokinetic model
are suitable for a one-compartment model.【Conclusion】Rhein after intramuscular inj ection,

the drug vannamei tissues peak time is short,wide distribution,rapid absorption,strong scav-
enging ability.The concentration of rhein vannamei gills is high,which provides a theoretical

basis for using it to treat gill disease of Penaeus
vannamei .
Key words:rhein,Penaeus vannamei,pharma-
cokinetics,HPLC



0 引言

  【研 究 意 义 】凡 纳 滨 对 虾 (Penaeus
vannamei ),又称南美白对虾,具有对盐度适应范

围广、生长速度快、养殖周期短和产量高等优点,在
我国沿海及内地均有凡纳滨对虾的养殖[1]。对虾养

殖量一旦超过环境容纳量[2],就会导致养殖环境恶

化,从而引发对虾各类细菌病、病毒病,严重制约对

虾养殖业的可持续发展。而药物代谢动力学(phar-
macokinetics)是阐述药物在机体内的动态变化规律

的一门科学,能定量描述药物在生物机体内的吸收、
分布、代谢和排泄过程[3]。【前人研究进展】近年来,
国内外学者对对虾的药代动力学进行丰富的研究。
磺胺-2,6-二甲氧嘧啶(Sulfadimethoxine,SDM)与
土霉素(Oxytetracycline,OTC)在凡纳滨对虾、斑节

对 虾 (Penaeus monodon )和 日 本 囊 对 虾

(Marsupenaeus j aponicus )体内的药代动力学在

国外 均 有 相 关 研 究[4-6]。国 内 对 中 国 明 对 虾

(Fenneropenaeus chin en sis )和凡纳滨对虾的药动

学研究较多,其次是日本囊对虾和斑节对虾;涉及的

药物主要有呋喃唑酮[7]、新诺明[8]、恩诺沙星[9-10]、
诺氟沙星[1 1]、米诺沙星[12]、麻保沙星[1 3]、氟苯尼

考[14-1 5]以及磺胺类[1 6-1 8]。另外中草药提取物在对

虾体内的药代动力学也有相关报道,如李小彦等[1 9]

报道中药提取物黄芩苷在对虾体内的药物代谢。中

草药大黄及大黄制剂目前广泛应用于对虾病害防治

中,可有效地治疗养殖对虾烂鳃病、烂眼病、红腿病、
对虾甲壳溃疡病等细菌性疾病[20]。【本研究切入

点】大黄苷是大黄的主要有效成分,而其在凡纳滨对

虾体内的药代动力学却未见有相关报道。对大黄苷

在凡纳滨对虾体内的药物代谢研究,可以帮助人们

更科学地制定给药方案,使其更好地应用于对虾细

菌性病害防治。【拟解决的关键问题】利用高效液相

色谱技术测定肌肉注射大黄苷后,药物在凡纳滨对

虾组织中血淋巴、肝胰脏、肌肉及鳃的浓度变化,分
析大黄苷在凡纳滨对虾体内的代谢规律,为应用大

黄及大黄制剂在对虾病害防治及制定给药方案提供

参考。

1 材料与方法

1.1 材料

  HEWLETT PACKARD 1 100 高效液相色谱系

统,水浴氮吹仪,IKA T10 高速分散匀浆机,TGL-
1 6G 高速冷冻离心机,洁康 PS-30 超声波清洗机,富

勒姆 FJY0502-UVF 型纯水机,Mettler 电子天平,
金怡旋涡混合器;大黄苷标准品,色谱纯甲醇,色谱

纯磷酸,分析纯高氯酸,分析纯乙醚,超纯水。

1.2 方法

1.2.1 凡纳滨对虾的暂养

  凡纳滨对虾(Penaeus vannamei )平均体重

(15.9暲2.3)g,实验前于循环水槽中暂养一周,投喂

优质对虾配合饲料。水温条件 2 6~28曟,海水盐度

2 9曤~31曤,pH 值为 7.8,充气养殖,每天早晚两次

吸污。试验前选取健康对虾个体,禁食 24 h。

1.2.2 给药及样品的采集

  精确称取大黄苷标准品配制成浓度为 0.8 mg/

mL 注射药液,将配制好的药液以 5 mg/kg 的剂量

一次性肌肉注射凡纳滨对虾,轻推注入。给药后

0.25 h、0.5 h、1 h、3 h、5 h、7 h、9 h、12 h 取凡纳滨

对虾的血淋巴、肝胰脏、肌肉及鳃为样品,每个时间

点取样 8 尾,-20曟冰箱中冷冻保存以备检测。

1.2.3 样品的处理

  样品处理参照王新宏等[21]对大黄蒽醌甙元的

分析方法:样品自然解冻后取 0.5 mL 血淋巴或称

取 0.5 g 肌肉、肝胰脏、鳃组织,加入 0.3 mL 3
mol·L-1 高氯酸溶液与 2 mL 乙醚,16 000 r ·

min-1匀浆 5 s;再用 2 mL 乙醚清洗刀头,合并提取

液;漩涡 5 min,5 000 r·min-1离心 20 min,取乙醚

层水浴(60暲2)曟氮气吹干。残渣用 0.5 mL 甲醇

复溶,经孔径 0.2 毺m 滤膜过滤后,取 20 毺L 进样

测定。

1.2.4 色谱条件

  色谱柱:Waters Symmetry C1 8 2 50 mm暳4.6
mm (5 毺m);流动相:甲醇/0.5%磷酸(80暶20,V暶
V)经 0.2毺m 滤膜过滤后,超声波脱气 1 5~20 min;
流速:0.8~1 mL·min-1;柱温:室温;紫外检测波

长:254 nm;进样量:20 毺L。

1.2.5 标准曲线的制备

  称取 1 g 空白组织(血淋巴、肝胰脏、肌肉、鳃),
加入 0.06 mg·L-1、0.4 mg·L-1、2 mg·L-1、5
mg·L-1、10 mg·L-1、25 mg·L-1、50 mg·L-1

的标准大黄苷溶液 1 mL。按 1.2.2 项方法处理后

20 毺L 进样测定。以浓度Y 为纵坐标,峰面积 X 为

纵坐标,分别做标准曲线,进行回归分析,分别求出

回归方程和相关系数,以引起 2~3 倍基线噪音的峰

面积对应的大黄苷浓度作为最低检测限。

1.2.6 回收率和精密度的测定

  (1)回收率
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  将血淋巴、肝胰脏、肌肉和鳃 4 份空白组织中适

量加入大黄苷标准溶液,使其浓度为 0.5 mg·L-1、

2 mg·L-1、25 mg·L-1,按 1.2.2 项方法处理测

定。每个浓度梯度重复进样 4 次,计算得出各样品

峰面积的平均值,再利用标准曲线回归方程计算得

出大黄苷的浓度值 C a。

  另取 4 份空白组织,不加入大黄苷标准溶液,按

1.2.2 项方法处理后,各加入 1 mL 浓度为 0.5
mg·L-1、2 mg·L-1、25 mg·L-1的大黄苷标准溶

液,经 0.2 毺m 孔径滤膜过滤后,进样测定。计算得

出各样品峰面积的平均值,利用标准曲线回归方程,
计算得到大黄苷的浓度值 C b。利用C a 与C b 相比即

可计算出萃取回收率= C a暵C b 暳100%。

  (2)精密度

  测定已经按上述 1.2.2 项方法处理配制的 3 份

含大黄苷系列血淋巴,浓度分别为 0.5 mg·L-1、2.
0 mg·L-1、25.0 mg·L-1,一天内每隔 2 h 测定,
共 5 次,连续 5 d 重要测定。通过计算得出其日内

和日间变异系数。

1.2.7 数据处理

  利用标准曲线方程,计算得出大黄苷在 4 种组

织中的药物浓度。利用 3P87 药动学软件进行分

析,拟合出最佳房室模型,并计算出药动学参数。

2 结果与分析

2.1 标准曲线与最低检测限

  大黄苷标准液在 0.06~50.00 mg·L-1的浓度

范围内具有良好的相关性;以峰面积为横坐标,浓度

为纵坐标作标准曲线,得到大黄苷在血淋巴、肝胰

脏、肌肉、鳃组织中的回归方程和相关系数分别为:

Y =0.0 1 2 6X + 0.1 83 8(R 2 =0.9 98 9),Y =0.01 1
6X -0.003 9 (R 2 =0.993 6),Y =0.012 4X +0.
298 3 (R 2 =0.99 5 2),Y =0.01 5 8X -0.1 65 3(R 2

=0.99 9 9)。本实验条件下采用紫外检测器的最低

检测限为 0.02 mg/L(S/N =2)。

2.2 回收率与精密度

  大黄苷回收率为 7 9.6 1%~96.71%,日内变异

系数在 5.67%~8.23%,日间变异系数在 3.08%~
9.33%(表 1)。回收率和精密度是决定测定方法准

确性和可靠性的重要依据,回收率不应低于 70%,
日内和日间精密度的平均变异系数应控制在 1 0%
以内,本方法回收率稳定,变异系数小,均符合方法

学的要求。

2.3 凡纳滨对虾体内药物浓度变化

  凡纳滨对虾单剂量肌肉注射大黄苷后,药物在

血淋巴和鳃中达到最高浓度所需时间最短,在 0.25
h 以内;在肝胰脏的所需时间最长,为 3 h 左右。其

中,肌肉中的药物浓度要明显低于其它 3 种组织。
整体上药物在 4 种组织中的达峰时间较早,能够较

快 地 被 吸 收,从 而 在 对 虾 各 组 织 达 到 最 大 浓

度(表 2)。
表 1 大黄苷在对虾 4 种组织中的回收率及其在血淋巴中

的精密度测定

Table 1 Recovery of rhein in four tissues of Penaeus van-

namei and its precision in hemolymph

浓度
Concen-
tration

(mg·L-1)

大黄苷的回收率
Recovery of rhein(%,n =4)

变异系数
Coefficient of
variation(%)

血淋巴
Hemo-
lymph

肝胰脏
Hepato-
pancreas

肌肉
Muscle

鳃
Gill

日内变
异系数
Within-
day

precision

日间变
异系数
Day to
day

precision
0.5 9 1.24 86.46 80.9 1 87.49 6.3 1 9.33
2.0 86.34 9 6.7 1 86.6 6 86.41 8.23 3.58
2 5.0 82.41 89.46 7 9.6 1 8 1.32 5.67 3.08

表 2 不同时间点凡纳滨对虾体内的大黄苷浓度(X暲SD,n

=6)

Table 2  The concentration of rhein in Penaeus vannamei

body in different time(X暲SD,n=6)

采样时间
Time(h)

药物浓度
The concentration of drugs(mg·L-1)

血淋巴
Hemo-
lymph

肝胰脏
Hepato-
pancreas

肌肉
Muscle

鳃
Gill

0.00 ND ND ND ND

0.25 2.14暲0.58 1.58暲0.49 0.41暲0.12 2.47暲0.78

0.50 1.58暲0.06 1.39暲0.29 0.42暲0.06 1.89暲0.12

1.00 1.25暲0.08 1.1 9暲0.49 0.44暲0.12 1.41暲0.02

3.00 0.6 1暲0.1 9 2.1 5暲0.22 0.2 1暲0.03 1.28暲0.07

5.00 0.48暲0.1 3 2.09暲0.67 0.1 6暲0.01 0.98暲0.3

7.00 0.18暲0.01 1.67暲0.69 0.14暲0.01 1.01暲0.47

9.00 0.14暲0.01 1.45暲0.23 ND 0.45暲0.38

1 2.00 ND 0.3 1暲0.23 ND 0.1 3暲0.01

Note:ND mean not determined

2.4 药动学参数

  将药物浓度-时间数据经 3P87 药动软件处理

后,拟合大黄苷在 4 种组织中的浓度-时间的变化过

程,选择出最适房室模型,结果显示大黄苷在凡纳滨

对虾对虾 4 种组织中,其房室模型均符合一级吸收

一室模型。所得的主要药动学参数如表 3 所示,其
中 A 为药时曲线在横坐标截距;K a为一级吸收速率
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常数;K e为药物的消除速率常数;V 为表观分布容

积;T 1/2Ka为吸收半衰期;T 1/2Ke为消除半衰期;CL(s)
为总体清除率;T max为单剂量给药后出现最高血药

浓度的时间;C max为单剂量给药后的最高血药浓度;
AUC 为药时曲线下总面积。
表 3 大黄苷在凡纳滨对虾 4 种组织中的药动学参数

Table 3 Pharmacokinetic parameters of rhein in four tissues
of Penaeus vannamei

参数
Parameters

组织 Tissues

血淋巴
Hemol-
ymph

鳃
Gill

肌肉
Muscle

肝胰脏
Hepatop-
ancreas

A (mg·L-1) 1.93 2.1 7 0.50 1 4.94
K e(h-1) 0.33 0.1 9 0.22 0.29
K a(h-1) 26.73 2 1.1 1 0.40 0.45

V (L·kg-1) 2.62 2.33 1 0.35 0.9 6
T 1/2Ka(h) 0.03 0.03 0.08 1.54
T 1/2Ke(h) 2.13 3.72 3.12 2.36

CL(s)(L·(h·kg)-1) 0.85 0.43 2.30 0.28
T max(h) 0.1 7 0.23 0.44 2.73

AUC(mg·L-1·h) 5.85 1 1.54 2.18 1 7.5 6

3 讨论

3.1 大黄苷在凡纳滨对虾体内代谢房室模型选择

  药物在动物体内的吸收、分布、代谢和排泄的过

程是一个动态变化过程,因此建立一个数学模型,来
模拟机内药物的动态变化规律具有非常重要意义。
通过 3P87 软件对 4 种组织中药物浓度-时间数据进

行拟合,结果显示大黄苷在凡纳滨对虾血淋巴、肌
肉、鳃和肝胰脏中最佳药动学模型均符合一级吸收

一室模型。这与草鱼灌胃大黄水煎液后的一室模型

相同[22],而与灌胃哺乳动物大鼠[23]、灌服家兔大

黄[24]以及人口服大黄水提物[25]后大黄苷在血浆中

的二室模型不同,这表明大黄苷在对虾和草鱼等水

产动物体内的代谢相对简单,药物到达其体内各组

织后,能较快达到平衡。

3.2 大黄苷在凡纳滨对虾体内的分布特征

  表观分布容积(V )是提供外来化合物在体内

分布的重要信息[25]。V 值越大,表明药物分布越广,
其与血浆蛋白结合程度也就越低。本实验中大黄苷

在凡纳滨对虾血淋巴中的V 为 2.62 L·kg-1,表观

分布容积大于土霉素 0.87 L·kg-1(文献[26])、恩
诺沙星 1.21 L·kg-1(文献[27])、氟甲喹 0.53 L·

kg-1(文献[28]),与家兔的(3.01暲0.95)L·kg-1

(文献[29])接近,远高于其在人血浆中的(0.06暲
0.01)L·kg-1(文献[30])。这说明大黄苷与凡纳

滨对虾血浆蛋白结合程度较低,其在对虾体内的分

布广泛,能在其体内多个组织发挥药效。

3.3 大黄苷在凡纳滨对虾体内各组织中的动力学

参数比较

  以 5 mg·kg-1的剂量一次性肌肉注射大黄苷,
药物在对虾各组织中的达峰时间 T max如下:对虾血

淋巴为 0.1 7 h,时间最短,其后依次是对虾鳃 0.23
h、肌肉 0.44 h 和肝胰脏 2.73 h。其在凡纳滨对虾

血淋巴中的达峰时间,较刺参直接大黄苷体腔注射

后药物达峰时间 0.26 h 还要短,这与对虾腹部的背

面和腹面动脉之间有一组血窦直接通往心脏的生理

结构有关[3 1]。

  药时曲线下面积(AUC)代表药物的生物利用

度,反映药物进入血循环的总量。大黄苷在血淋巴、
鳃、肌肉及肝胰脏四种组织中的 AUC 分别为 5.85
mg · L-1 · h、1 1.54 mg · L-1 · h、2.18
mg·L-1·h和 1 7.5 6 mg·L-1 ·h。在同一剂量

下,对虾肝胰脏中大黄苷的药物浓度最高,这与大黄

归胃、大肠、肝经的中医归经理论相符[32]。李兰生

等[33]认为药物吸收后大部分积蓄在肝胰脏,而后缓

慢释放到血淋巴并分布到肌肉等组织。本实验中大

黄苷在凡纳滨对虾肌肉中的含量最低,肝胰脏与鳃

中药物含量较高,药物能够集中于肝胰脏、鳃等部位

发挥药效。

  药物消除半衰期 T 1/2Ke是当药物浓度降低到原

来浓度 1/2 所需要的时间(t ),其长短能反映出体

内药物消除速度[34]。大黄苷在血淋巴、鳃、肌肉及

肝胰脏 4 种组织中的 T 1/2Ke分别为 1.1 3 h、3.72 h、

3.12 h 及 2.36 h,均低于 4 h,属于快速消除类药

物[35]。大黄苷在血淋巴中 T 1/2Ke最短,消除最快,而
在鳃中 T 1/2Ke消除最慢,且鳃组织中的药时曲线下

面积 AUC 较大,药物可以较好的被吸收利用,可以

间隔 4~5 h 给药用以对虾烂鳃病治疗。

4 结论

  大黄苷在凡纳滨对虾各组织中能较快达到药物

浓度峰值,具有吸收快、分布广泛,清除能力强、消除

速度快等特点。鳃是大黄苷对凡纳滨对虾主要的效

应器官,这为利用大黄苷治疗凡纳滨对虾烂鳃病提

供理论依据。
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