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摘 要

喹胺醇是中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所研制的一种新型药物性饲料添加剂，是二氮

杂萘-N，N’-1，4-二氧化物不同侧链结构衍生物，和喹烯酮、喹赛多一样属结构创新类药物，毒

性和残留均低于喹乙醇，抗菌促生长作用明显。本论文利用 RP-HPLC 技术，分析了喹胺醇的药代

动力学及排泄途径；用 RT-PCR 技术，开展了喹胺醇对肝 CYP450 亚型基因表达及其同工酶活性

影响研究；用酶学和放免法，研究了喹胺醇对机体自由基代谢、腹腔巨噬细胞 NO、以及细胞免

疫活性因子 TNF、IL-2、IL-6 的影响。旨在为临床合理、安全使用喹胺醇提供指导，为动物源性

食品安全生产提供新的候选药品，并为兽医药理毒理学研究提供新思路。

结果：（1）猪单次口服 300mg/kg.体重喹胺醇后，药代动力学符合一室开放模型，单次静脉

注射 3.0mg/kg.体重喹胺醇后药代动力学符合二室模型，鸡连续口服 100mg/kg.体重喹胺醇后药代

动力学符合二室开放模型；无论口服还是静注，靶动物体内喹胺醇的吸收和分布半衰期均较短，

但高剂量或连续口服给药后消除半衰期相对较长；该药绝对生物利用度较低（45.56%），口服后

53.76%以原形经肠道随粪便排泄，原药随尿排泄率仅为 0.31%。（2）连续 7d 大鼠口服喹胺醇，200

和 400mg/kg.体重组鼠肝 CYP2E1、CYP3A1 mRNA、400mg/kg.体重组 CYP1A1 mRNA 的表达量

低于对照组（P<0.05）；肝 CYP450 含量低于、Cyt b5 含量高于对照组（P<0.05），微粒体蛋白

含量随给药剂量而升高；同工酶 APND 和 EMND 活性低于、EROD 活性高于对照组（P<0.05），

并有性别差异；肝微粒体 GST 活性 50 和 100mg/kg 剂量组高于、200 和 400mg/kg 剂量组低于对

照组。（3）单剂量给猪口服喹胺醇，2-48h 血 GSH 降低、CAT 活性升高（P<0.05），其它抗氧

化酶以及 MDA 无明显变化；静注喹胺醇 5min-1h，血 SOD 活性明显降低、MDA 含量显著升高

(P<0.05)， 8h 后接近给药前水平。小鼠连续 30d 口服喹胺醇，血 GSH 和 CAT 活性无明显变化、

但 GST 活性先降后升、GSH-Px 活性降低、SOD 活性先升后降，停药 10d 后除 GST 外其它抗氧

化酶活性与对照组间均无明显差异；180mg/kg.体重以上剂量组鼠血 MDA 含量明显升高(P<0.05)；

肝组织羟自由基水平 30d 前均高于对照组（P<0.01），抗超氧阴离子水平仅 10d 时高于对照组

（P<0.05）；停药 10d 后，仅 400mg.kg 剂量组羟自由基高于、抗氧化力低于对照组。（4）将 LPS

或 LPS 和喹胺醇加入体外培养小鼠腹腔巨噬细胞培养介质后，喹胺醇组细胞培养液 NO 水平均低

于 LPS 组（P<0.01），但无剂量-效应关系； 400μg/mL 喹胺醇对 NO 水平影响最小，且 6h 有诱

导 iNOS 活性的作用。（5）小鼠连续口服喹胺醇，雄鼠 631.67mg/kg.饲料剂量、雌鼠 105.56mg/kg.

饲料剂量对 TNF、IL-6 有诱导作用，对 IL-2 无明显影响。（6）饲料添加 75、150、300、600mg/kg

的喹胺醇饲喂大鼠 40d，血、淋巴细胞数量与对照组间无差异，亦无明显组织病理学变化。

结论：（1）喹胺醇在靶动物体内吸收和分布较快，但高剂量或连续给药后消除较慢，生物利

用度低，主要以原形经肠道随粪便排泄。（2）高剂量喹胺醇对肝 CYP450 酶及其亚型 CYP3A1、

CYP2E1 有抑制作用，并有性别差异。（3）单次给药后不会导致机体发生氧应激性损伤，连续用

药后可诱导机体抗氧化机能紊乱、自由基水平升高，休药期后均转为正常。（4）喹胺醇可抑制

LPS 诱导小鼠腹腔巨噬细胞产生 NO 的能力。（5）喹胺醇对细胞因子 TNF、IL-6 有诱导作用，存

在性别差异。（6）临床使用喹胺醇时，如严格遵循添加量、休药期和靶动物，均不会对消费者造

成潜在毒性作用。

关键词：喹胺醇，药代动力学，CYP450，同工酶，自由基，NO/NOS，细胞因子
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Abstract

Kuianchun, a new structural derivative like kuixitong and kuisaiduo from quinoxaline 1,4-dioxide,

is a new animal feed additive which was synthesized by Lanzhou institute of animal sciences and

veterinary pharmaceutics of Chinese academy of agricultural sciences. The previous study showed that it

was less hypotoxicity and residues in edible pork or chicken, was the most potent growth-promoting and

antibacterial property than olaquindox and others. In present study, in order to provide new drug

candidate for safety of food from animals, provide new reference and scientific data for clinical practice

about kuianchun, the pharmacokinetics and excretion path were analysed in target animals with reverse

phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC), sub-type genes expression of and

isoenzymes activity of cytochrome P450 of liver in rats were examined by reverse transcription

polymerase chain reaction (RT-PCR) and enzyme assay, reactive oxygen species, nitric oxide, nitric

oxide synthase, antioxidant enzymes were measured with spectrophotometric method, and cytokines

(TNF, IL-2, IL-6) in serum were assayed by radioimmunoassay.

RESULTS: (1) A one-compartment body model was observed after oral administration at single

dose of 300 mg/kg.body weight (mg/kg.bw) in weanling piglets. A two-compartment body model was

observed after injection in vein at dose of 3.0 mg/kg.bw in weanling piglets. A two-compartment body

model was observed after oral administration drug at dose of 100 mg/kg.bw.day for 7 days. The

bioavailability of kuianchun was 45.56%. 53.76% kuianchun was excreted with feces and 0.31% with

urine after oral administration.

(2) After wistar male rats were orally administered kuianchun (50, 100, 200, 400mg/kg.bw. day) for

7 days, hepatic CYP 2E1 and CYP 3A1 mRNA expression at dose of 200, 400 mg/kg.bw, and CYP 1A1

mRNA expression at dose of 400 mg/kg.bw were down-regulated (P<0.05). Hepatic cytochrome P450

content was decreased and cytochrome b5 content was increased in drug treated rats (P<0.05), and

protein level of hepatic microsome was increased with drug doses. Activity of aminopyrine

N-demethylase (APND) and erythromycin N-demethylase (EMND) were inhibited, and

7-ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) activity was induced by kuianchun, respectively. There were

different changes of CYP450 isoforms activity between female and male rats. Glutathione-S-transferase

activity of liver microsome was higher at 50, 100 mg/kg.bw than that of 200, 400 mg/kg.bw.

(3) Catalase (CAT) activity was increased and glutathione (GSH) content was decreased from 2-48h

in blood after pigs were orally administered drug at dose of 300 mg/kg.bw, superoxide dismutase (SOD)

activity was decreased and malondialdehyde (MDA) content was increased from 5min-1h after

injection drug in vein for pigs, other antioxidants were not markedly affected by drug. However,

GSH content and CAT activity were not obviously changes after continually oral administration for
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30d, glutathione-S-transferase (GST) activity was decreased before 10 day and increased after 20

day, glutathione peroxidase (GSH-Px) activity was decreased, SOD activity was contrary changes to

GST. MDA content was increased at dose of 180mg/kg.bw, the level of reactive oxygen species

(.OH) in liver was increased at all dose, the property against superoxide anion (O2
.-) was increased at

10d and decreased at 20, 30d . All changes about oxidants and antioxidants were not observed at

10-day after drug retreat at dose of 50, 100, 200 mg/kg.bw.

(4) In vitro, lipopolysaccharide (LPS), LPS and kuianchun were added in culture medium of celiac

macrophage from mice, nitric oxide (NO) content of LPS+kuianchun group was lower than that of LPS

group (P<0.01), there was not dose-defense between doses and NO level change. However, there was not

obviously changes on NO, and there was increased in activity of inducible nitric oxide synthase (iNOS)

at concentration of 400μg/mL kuianchun after 6 hours.

(5) After being continuously administered kuianchun for 14 days, tumor necrosis factor (TNF),

interleukin-6 (IL-6) concentration were increased at dose of 631.67mg/kg.diet in male mice, and at dose

of 105.56mg/kg.diet in female mice. Interleukin-2 (IL-2) concentration was not affected by drug

treatment.

(6) There were not obviously changes on blood cell and lymphocyte, and histopathological change

was not observed on liver, kidney, spleen, heart and others in rats at 75, 150, 300, 600mg/kg.diet for 40

days.

CONCLUAION: (1) The velocity of absorption and distribution of kuianchun was quick in target

animals, but bioavailability was lower. The elimination was slow at single high dose or multi-dose.

Much of kuianchun was excreted from intestine with feces. (2) CYP450 isoenzyme was inhibited by

high dose kuianchun. (3) There was not induction to oxidative stress injury by single dose of kuianchun,

but was induction to lipid peroxidation (LPO) and disorder of free radicals by multi-dose. However,

these phenomena were not observed after drug was retreated for 10 days. (4) The performance of LPS to

induce NO was inhibited by kuianchun. (5) TNF, IL-6 was induced by kuianchun at dose from

105.56~631.67mg/kg.diet in mice, which was different between female and male rats.（6）Any potential

adverse effect will not induced by kuianchun to those consumers if target animals, additive dose and

drug withdrawal period conform to design for clinical practice.

Key words: kuianchun, pharmacokinetics, cytochrome P450, isoenzyme, free radicals, nitric oxide/

nitric oxide synthase, cytokine.
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第一章 前 言

1.1 研究背景、目的和意义

1.1.1 研究背景

随着畜禽集约化、规模化现代养殖业的迅速发展，兽医兽药技术和产业化滞后与畜牧业生产

扩大化间的矛盾日益明显，疫病已经成为影响畜牧业发展的主要因素。现阶段，动物疾病呈多样

化和复杂化发展趋势，但疾病的预防和治疗性药物不尽如人意，抗生素和一些化学合成药物的用

量仍在逐年增加，滥用抗生素和激素类药物的现象屡见不鲜，细菌耐药性和药物残留问题已成为

影响我国畜产品品质和阻碍畜牧产业化发展的主要因素之一（刘维华，2006）。我国加入WTO以

后，国际市场准入制度已为我国畜产品国际贸易提高了门槛，欧盟和日本等国家相继推行HACCP

标准，畜产品贸易摩擦时有发生。一些兽用的结构性药物如喹诺酮、抗生素如氯霉素等由于残留

或与人用药结构相类似，因此被限制应用。中兽药虽然在治疗动物疾病、饲料添加剂和无公害化

畜产品生产中具有一定作用，但现代化程度低、产品不足，所以在兽药市场占有额很有限，难以

在动物疾病群体防治中起主导作用。所以，抗生素或化学合成药物仍然是目前疾病预防和治疗的

首选产品。有鉴于此，研制和开发高效、低毒、低残留、不产生耐药性的新型抗菌药药和动物专

用保健药品，研制低毒、低残留的非营养性药物添加剂，对改善我国畜产品品质、提高国际市场

竞争力，保证动物源性食品安全方面具有重要意义（陈贵才,2005）。

喹胺醇是中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所经过多年潜心研究，多次临床试验而研制成

功的一种新型兽用合成药，其母体结构为对二氮杂萘-N，N’-二氧化物类，与卡巴氧、喹乙醇、痢

菌净、喹烯酮等一样均属喹噁啉类不同侧链结构的衍生化合物（Carta A, 2005; 李剑勇,2004）。

喹胺醇具有喹噁啉类化合物的抗菌活性和促生长功效，其抗菌谱较广，对大肠杆菌、沙门氏杆菌

等革兰氏阴性菌所致肠道病如腹泻等均有较好的预防和治疗作用（周丽霞,1998；张力，1998）。

前期研究结果显示，喹胺醇的毒性和残留优于同类药物添加剂喹乙醇等，因此有望成为喹乙醇的

良好替代品。喹胺醇作为一种创新药物，阐述其药代动力学、深入研究毒理和潜在毒性作用，对

指导临床合理用药，保证动物源性食品安全生产和保障人类健康非常重要。

药物代谢动力学（Pharmacokinetics）、药效学（Pharmacodynamics）、药理学（Pharmacology）

和毒理学(Toxicology)，是现代药学的主要研究内容，也是新型药物设计、研制、开发、评估和临

床监测的重要指标。药物代谢动力学是定量描述与概括药物通过各种途径进入体内后的吸收、分

布、代谢和排泄过程及其动态规律。药物质量标准的制定，快速、灵敏、准确的残留检测方法建

立都以药代动力学为基础；一种新药的研究、研制、开发、生产到临床应用，也离不开药代动力

学的指导。现代物理学、化学、生物学理论与技术的发展，在仪器和方法等方面大大丰富了药代

动力学的研究手段，并推动了药代动力学的发展，从而使药动学研究渗透到其它各学科领域。

药物在机体内的代谢是在许多酶参与下完成的，其代谢过程由两相组成：即I相和II相。I相代

谢酶由混合功能酶系如细胞色素P450酶（CYP450）等组成，主要催化药物的氧化或还原反应，在

药物的活化过程中起关键作用，并为II相代谢打基础，是多数药物在机体内代谢限速酶（如CYP450
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等）（Coon MJ, 1992）；II相代谢酶由葡萄糖醛酸转移酶、谷胱甘肽转移酶等组成，主要负责药物的

结合反应，从而有利于药物或毒物的排出，在解毒过程中具有重要意义，如谷胱甘肽硫转酶（GST）

等。CYP450同工酶如CYP1A1、CYP2E1等基因多态性与许多肿瘤和癌症有关，而外源性药物对

这些酶可能起诱导或抑制作用。所以，分析药物代谢酶的变化，有助于药物毒理学阐述和代谢转

化分析，是人药III期临床的研究内容之一。研究药物代谢酶及其催化反应，有利于指导药物的结

构改进，以获得高效长效的可能子代新药，如络活喜就是硝苯啶的代谢产物（Liu, 1997）。

自由基（Free radicals）在机体内的生物学作用，是近年来生命科学研究的热点。许多外源性

化学物质进入机体后，会对抗氧化机能产生一定影响，如引起抗氧化酶（如SOD、GSH-Px、CAT

等）组成的抗氧化体系紊乱，从而导致自由基水平升高，并有可能会诱发氧应激（Oxidative stress），

从而使组织、细胞或生物大分子物质如蛋白质、DNA等发生氧化损伤(Oxidative injury)（李建

喜,2006）。因此，有人提出脂质过氧化和自由基可以作为评价药物潜在毒性作用的一个重要方面。

研究认为，多数抗菌药物的抗菌机理可能与自由基代谢有关，炎症等过程中白细胞暴发产生的自

由基等，进入细菌或与细菌相互作用后，可与细菌DNA或蛋白质形成加合物，进而导致其变性或

降解，从而起到杀菌作用。喹胺醇属喹喔啉结构衍生物，抗菌机理是致细菌DNA损伤（梁剑

平,2001），该过程可能与其形成自由基有关。喹胺醇是否能引起机体组织氧损伤，至今未见相关

材料报道。因此，研究喹胺醇对机体抗氧化机能的影响具有重要意义。

非特异性免疫在机体抵御病原入侵、维持自身内环境稳定方面具有重要作用。外源性药物进

入机体后，均与蛋白质有不同程度的结合性，结合后可能会改变蛋白质的抗原性而形成异物，被

免疫系统所识别，或引起免疫因子或细胞因子的变化（孙雷,2003）。近年来，阐述药物或添加剂

对动物免疫机能的影响，越来越受人们的关注和重视。1984年，国际化学安全规划委员会（IPCS）

和欧共体（CEC）共同组织了题为“免疫系统是毒损伤的靶”的研讨会，此次会议第一次提出了免

疫毒理学（Immunotoxicology）的概念。免疫毒理学是毒理学的分支学科，它的主要任务是研究

化学物质或药物与免疫系统相互作用，借助于试验动物，检测和评估化学物质或药物引起免疫系

统的不良反应，在器官、细胞、分子水平上分析和阐述药物对其影响的一门学科。由此可见，阐

述药物尤其是抗菌药物对机体免疫机能的影响，在药物潜在毒性安全评价中具有重要作用。

综上所述，药物代谢动力学是阐述药物体内过程的常规研究项目，是指导临床用药的科学依

据。喹胺醇作为一种创新药，对其临床药物代谢动物力学和体内排泄研究非常重要和必要。同时，

阐述喹胺醇对机体抗氧化机能的影响、对免疫功能调控作用，有利于在药效学和药理学方面更深

层次的解释其作用机理，并对药物的毒性作用做出正确评价，进而为指导临床合理、安全使用该

药奠定基础。

1.1.2 本研究的目的和意义

喹胺醇作为一种新型抗菌促生长的兽用产品，其毒性作用、残留均优于其它同类药物，而促

生长作用比喹乙醇等显著。所以，全面研究喹胺醇药理和毒理学，一方面可为我国创新性兽用药

物提供新型候选药物，也可为该药申报国家一类新药提供参考数据和方法，并为合理生产和临床

安全应用提供科学依据；另一方面在保证动物源性食品安全，保障人类健康方面具有重要意义。

本研究拟以现代药学理论和药物分析技术，阐述喹胺醇在靶动物体内的代谢过程和排泄途径；以
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分子生物学和酶学方法，分析喹胺醇对机体细胞色素P450同工酶、抗氧化机能、自由基代谢和细

胞因子的影响，阐述药物的潜在毒性作用。旨在为临床合理使用喹胺醇提供科学指导，为兽医药

理或毒理学研究提供新思路，为亚临床毒理学研究提供新方法，并为动物源性食品安全生产提供

新的技术保障和候选药物。

1.2 国内外研究进展

1.2.1 药物安全性评价的意义

近年来，随着药理毒理学发展，药物临床前评价（如药代动力学研究等）和药物潜在毒性作

用研究显得越来越重要，是指导临床合理用药的科学依据，是确保动物源性食品安全生产的理论

保障。随着兽医药物学和药理学的发展，新兽药的研究已不仅仅是临床有效性和传统毒理学的研

究，现代药物研究技术已深入和渗透到兽医兽药的各个领域。加入 WTO 以后，为了控制药品质

量，我国兽药研制、生产和经营等行业已全面推行“4P”规则，即 GMP、GLP、GCP 和 GSP，这也

是确保一种新兽药安全应用于临床的必要条件。在畜牧业生产实践中，使用一些抗菌性药物添加

剂，不但可起到控制疾病流行的可能，还有提高畜牧业产值的效果。但是，这些抗菌药物的使用

会导致药物残留和细菌抗药性问题。所以，近年来部分国家已经纷纷采取限制措施。目前，我国

对该类药物的使用也有严格规定。但是，由于我国兽医兽药法规不够健全，管理技术相对落后，

养殖企业数量大，滥用抗菌药、抗生素、激素类药物的现象时有发生，导致人类中毒“事件”也有

报道，如“瘦肉精事件”、鱼类的“氯霉素事件”等(张宏伟,2004)。另外，有些兽用药物在动物体内

有蓄积作用，不可能在短期内出现中毒症状，当蓄积量达一定程度后才会出现中毒现象，有些甚

至无明显症状，但有潜在毒性作用。抗菌类等药物性添加剂在畜牧生产中仍大量使用，部分养殖

户在经济利益的驱使下，甚至滥用药物类添加剂的现象屡见不鲜，给人民的生命和健康造成了巨

大危胁。抗菌类药物如抗生素、磺胺类、喹诺酮类、喹喔啉类等则是常见的饲料药物添加剂，这

些药物的过量使用或滥用均会导致耐药性问题和药物残留问题。这会直接影响动物疾病的预防和

治疗，影响动物的正常生理功能的发挥如导致胃肠道正常菌群的改变，导致药物敏感菌基因突变

等。研究发现，这类药物的过量使用还会影响到机体免疫机能的正常发挥，如免疫抑制或免疫功

能细胞或分子受损等。所以，全面阐述药物的毒理学作用，对药物合理使用和保障人类健康具有

重要意义。

1.2.2 饲料添加剂在畜牧业生产中的作用

饲料添加剂(animal feed additive)是全价饲料的技术核心，也是饲料工业的四大支柱之一。随

着畜牧业的发展，集约化和规模化养殖模式已成国内外畜牧生产的主流模式，各类饲料添加剂与

能量饲料和蛋白饲料间的合理配合使用，对促进动物生长发育、肥育、缩短饲养周期、提高饲料

利用率、取得更大经济效益和社会效益不可或缺，现阶段其在中国畜禽养殖业中的地位是不可替

代的，具有重大现实意义。近 20 年来，我国畜牧养殖业发展较快，其中猪肉、禽蛋等畜产品已在

总量上跃居首位，其它如牛肉、羊肉、牛奶等产量也在逐年增加，添加剂在其中的作用功不可没。

目前，能用于畜牧养殖业的饲料添加剂种类很多，有中草药类饲料添加剂、微生态制剂、肽类制
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剂和化学合成类药物性添加剂等。近几年，随着食品“绿色”化、无“公害”化和“有机”化浪潮的到

来与发展，随着人们保健意识和环保意识的增强，中草药饲料添加剂、微生态制剂、肽类制剂逐

渐成为广大养殖户和消费者所追求的添加剂产品，国内外许多国家已投入了大量的人力、物力和

财力，研究和开发这类添加剂的新类型和新制剂。但总体而言，我国畜牧养殖业还处于发展初期，

由于我国地域辽阔，城乡发展差距较大，各地养殖情况层次不齐。所以，饲料添加剂的使用方面

也是情况各异，药物类添加剂在家畜养殖业中所占比例仍很大。

1.2.3 抗菌促生长类药物添加剂

1.2.3.1 抗菌药发展概况

抗菌药是指对病原菌有抑制和杀灭作用，可防治动物和人发生全身性感染的一类化学合成药

或提取药，但目前仍主要是指化学合成类药物。最早出现并应用于临床的抗菌药是磺胺药

(sulfonamide)，1935 年至今仍在应用(Peter ball, 2000; Smith CL, 2000)，随着药物合成技术的发展，

该类药在品种上和药效上有不断更新，如现用的复方磺胺甲噁唑、磺胺嘧啶、甲氧苄啶等仍在抗

感染药物中占一定地位。20 世纪 40 年代出现了呋喃类药，也是一类合成性抗菌药，应用比较广

泛。另一类应用较多的抗菌药是 80 年代合成现应用最广的药物 喹诺酮类，随着临床使用，其

在结构上也有不断更新，品种亦很多，目前动物专用的品种有恩诺沙星、达诺沙星、沙拉沙星等，

前景十分广阔(Labro MT, 2000)。1940 年青霉素的研究和使用开创了抗生素抗感染的新纪元。通过

不同菌种的筛选研究，以后陆续出现了不同结构和性能的抗生素(如链霉素、氯霉素、土霉素、红

霉素、卡那霉素、林可霉素等)。1959 年后从青霉素和头孢菌素中先后分离到母核 6 APA 和 7 ACA，

这为 β-内酰胺类抗生素的半合成提供了必要基础，后来就出现了许多新品种(如氨苄西林、阿莫西

林、头孢氨苄、头孢噻呋等)，尤以头孢菌素类为最多，临床疗效也最为突出。此后,通过其他类别

抗生素的结构改造，制成了一些抗菌活性强和药理性能好的半合成品种，如氨基糖苷类的阿米卡

星，四环素类的多西环素及大环内酯类的罗红霉素等。对少数结构不复杂的抗生素如氯霉素、甲

砜霉素、氟苯尼考、磷霉素等已用全化学合成法替代发酵法进行生产(张治平, 2004)。

1.2.3.2 兽用抗菌类药物

据统计，我国 1987～1998 年研制的兽用抗菌药有 67 种，占化学合成类药物总量的 45.8%。

10 多年来我国研制成功的二类以上兽用抗菌药有安普霉素、氟苯尼考、乙酰甲喹、喹乙醇、恩诺

沙星、达诺沙星、二氟沙星、沙拉沙星等，除乙酰甲喹外，均为仿制药物。国外于 1990～2000

年新上市抗菌药 15 种，其中头孢菌素类 4 种，喹诺酮类 6 种，氯霉素类 1 种，大环内酯类 1 种，

另有巴喹普林(Baquiloprim)、吡利霉素(Pirlimycin)、喔尼妙林 (Valnemulin)3 种。还有 12 种抗菌

药复方制剂，是以下抗生素不同的组合，如新生霉素、青霉素、巴喹普林、巴喹鲁林 磺胺二甲氧

嘧啶、阿莫西林、克拉维酸、甲硝唑、螺旋霉素、制霉菌素、新霉素、氨苄西林、舒巴坦、泰乐

菌素、土霉素、阿莫西林、林可霉素、恩诺沙星 SD 银、奥比沙星、硝酸咪康唑、丙酮缩去炎松。

随着我国兽药事业的发展，也涌现出了一批新的抗菌药如喹烯酮，作为一类兽用新药已通过国家

审批和鉴定，并投入生产和临床应用(陈杖榴, 2004；徐士新,2001;刘聚祥,2001 )。

磺胺类抗菌药(sulfonamides,SAs)是一类最早应用的合成性抗菌药物。20 世纪 80 年代以来，

虽然研制的新产品不多，但在生产和应用上仍居重要位置，《中国兽药典》收载了 6 种该类药物。
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美国对泌乳牛禁用除磺胺二甲氧嘧啶、磺胺溴甲嘧啶、磺胺乙氧嗪以外的磺胺；日本也将磺胺甲

基嘧啶、磺胺二甲嘧啶和磺胺-6-甲氧嘧啶列为动物性食品的重点监控兽药。我国以及美国、欧盟

等国家规定了动物性食品中总磺胺以及单个磺胺的最高残留限量(MRLs)为 0.1mg/kg，其中磺胺二

甲基嘧啶(SM2)的 MRLs 为 0.025μg/ml (Smith CL, 2000; Burkhardt, 2002)。

喹诺酮(quinlone)类是兽用另一大类杀菌性药物（Peter ball, 2000; Ronald AR, 2003）。第一代为

萘啶酸(Nalidixic acid)和吡咯酸(Piromidic acid)，只对部分革兰氏阴性杆菌如大肠杆菌、沙门氏菌

属、志贺氏菌属、克雷伯氏菌属、变形杆菌属有抗菌作用，而对绿脓杆菌、葡萄球菌均无效,因内

服吸收差,且疗效不佳，现已少用。第二代药物为吡哌酸(Pipemidic acid)和噁喹酸(Oxolinic acid)，

国外还有新噁酸(Cinoxacin)和甲氧噁喹酸(Miloxacin)。均在抗菌谱上有新扩大，但抗绿脓杆菌的活

性不高，葡萄球菌等革兰氏阳性球菌对之仍然耐药。自 1979 年合成诺氧沙星后，出现了众多含氟

喹诺酮类药物，使喹诺酮类步入第三代,在临床上逐渐取代了第二代药物。第三代属氟喹诺酮类，

其特点是：①抗菌谱扩大,除进一步加强对革兰氏阴性菌的作用外，还对革兰氏阳性球菌、支原体

属、衣原体属、分支杆菌属等有相当活性；②对细胞、组织的穿透力增强,使之内服易吸收,体内分

布广。由此已成为一类有良好前景的抗菌药。据统计 1990 年各国应用 7 种，除诺氟沙星外还有培

氟沙星、环丙沙星、依诺沙星、氧氟沙星、洛美沙星与托氟沙星。其中以环丙沙星的抗菌活性最

佳，托氟沙星抗革兰氏阳性菌活性最强。上世纪 90 年代(1991～1997 年)上市 9 种新氟喹诺酮，均

各具特色，例如司帕沙星的抗葡萄球菌、肺炎球菌、支原体、衣原体、分支杆菌的活性在同类药

中最强，左氧氟沙星的抗菌作用比氧氟沙星强一倍,不良反应少等。目前各国竞相开发的新喹诺酮

约有 50 种，研究主要致力于：①增强抗革兰氏阳性菌活性；②改善药动学性能,提高生物利用度；

③提高安全性；④探索新的活性结构；⑤探索微生物产生的新喹诺酮；⑥探索抗肿瘤与抗病毒药

物；⑦探索改善和解决耐药性问题(Gladek, 1989)。

1.2.4 兽用喹噁啉类药物

1.2.4.1 概述

喹噁啉类药物如卡巴氧 (Carbadox)、喹乙醇 (Olaquindox)、西吖氧 (Cyadox)都是喹叨嗪

(Quindoxin)侧链取代衍生物，母体结构为喹噁啉 1,4 二氧化物（quinoxaline-1,4-dioxide）（Suter W,

1978）。这类产品均具有提高饲料转化率、促进动物生长、广谱抗菌和抗球虫的作用，曾是一种较

好的非营养性药物饲料添加剂。最初作为猪、牛和家禽抗菌促生长添加剂使用，为畜牧业生产创

造了巨大的经济效益。但后期毒性试验表明，喹叨嗪具有致癌和光敏毒性作用，所以，它和卡巴

氧都被限制作饲料添加剂，70 年代中期已被淘汰。20 世纪 80 年代，我国引进了喹乙醇

（Olaquindoxin）合成技术，并大量生产而作为促生长饲料添加剂应用，曾一度取得了显著的经济

效益。但近年研究发现，喹乙醇作为饲料添加剂可能会在畜禽组织内蓄积，并可能有弱的致突变

作用。但是，由于这类药具有抗菌和促生长效果，所以研制低毒低残留的同类新型结构药物，是

近年来国内兽药创新点之一。因此，有许多类似产品如痢菌净(乙酰甲喹)、喹烯酮、喹胺醇和喹

赛多等的报道，其中喹烯酮已取得我国一类新兽药证书，并投入生产和临床应用。

1.2.4.2 喹乙醇

喹乙醇(Olaquindox)，又称倍育诺（Bagonox），化学名为 2－CN－（2－羟基－乙基）氨基甲
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酰－3－甲基－喹噁啉－1,4－二氧化物。是 20 世纪 80 年代我国引进的一类化学合成药，其对革

兰氏菌、猪痢疾密螺旋体均有一定抑制作用。内服吸收迅速，体内分布广泛，生物利用度较高，

肝中的药物残留期长，主要在尿中排出。由于喹乙醇作为饲料添加剂会在畜禽组织内蓄积，因此，

欧盟、美国等已限制作为饲料添加剂应用。我国农业部 2003 年对喹乙醇的使用作出了新的规定，

不能作为鸡饲料添加剂，只能使用于 35kg 体重以前仔猪，每 1000kg 饲料猪 50～100g，不可加大

剂量，并规定宰前 35d 停药(孙永学, 1998;曾振灵, 1995; Sørensen AH, 2003)。

1.2.4.3 乙酰甲喹

乙酰甲喹（Mequindox）又称痢菌净，化学名为 3－甲基－2－乙酰基－N－1,4－二氧喹噁啉，

是一种广谱抗菌药，对多杀性巴氏杆菌、大肠杆菌、沙门氏杆菌、李氏杆菌的抑菌作用强，对密

螺旋体有特效。该药最初由中国农业科学院原中兽医研究所在 80 年代研制而成，1992 年载入《中

国兽药规范》一部，后在国内大面积推广应用(袁群英, 1996)。主要用于肠道感染所致的痢疾和肠

炎等疾病，其抗菌机理和其它喹喔啉类药物一样，都是对敏感菌体的脱氧核糖核酸(DNA)合成起

抑制作用。对家禽的肠道感染、猪的细菌性肠炎特别是密螺旋体所致猪血痢和白痢有很好的抑制

作用。另外，试验发现该药对犊牛副伤寒、各类家畜肠炎型腹泻、禽霍乱、雏鸡白痢、伤寒、大

肠杆菌病以及兔细菌性肠炎等均具有良好的治疗和预防效果。试验表明，痢菌净对鱼类胃肠性炎

症亦有抑制效果。后期实验发现，如果该药长期或大量使用，会导致敏感菌产生一定的耐药性，

并导致机体出现中毒现象。有人建议，为了保持其疗效并降低其用量，可将痢菌净与黄连素配伍

使用，无论在体外的抑菌试验还是临床病例治疗，均可获得较为满意的效果。有人将痢菌净按

2500g/100kg 饲料添加，对猪、羊、牛、马等肠道炎症有很好的预防作用；为确保饲料安全，添加

量定为 1500g/100kg，该剂量对预防大肠杆菌等引起的痢疾较为理想(何祖健, 2001;张丰景, 1998)。

1.2.4.4 喹烯酮

喹烯酮也是喹噁啉－1,4－二氧化物类抗菌药，由中国农业科学院原中兽医研究所在 90 年代

研究而成的一种动物专用添加药物，抗菌谱较广，与同类其它药物相比其促生长作用更好。临床

试验表明，在饲料中添加微量“喹烯酮”，对猪、鸡具有防病作用和促生长功效，还能提高饲料利

用率。急性毒性、蓄积毒性及亚急性毒性试验结果表明，50mg/kg、75 mg/kg、100 mg/kg、150 mg/kg、

300 mg/kg 添加在饲料中，均不会出现任何毒副反应。药代动力学和药物残留与消除试验表明，猪

鸡对该药的吸收和消除较快，生物利用度相对较低(李剑勇, 2006)。

1.2.4.5 喹胺醇

喹胺醇是由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所在 20 世纪 90 年代后期研制而成，其母体

结构亦为对二氮杂萘 N，N’－1,4－二氧化物类，是一种新型抗菌类药物饲料添加剂，具有喹噁啉

类化合物的抗菌活性和促生长作用 (梁剑平,2001)。其毒性远低于同类药物饲料添加剂喹乙醇，是

喹乙醇的良好替代品。试验表明，小白鼠的 LD50 为 9000mg/kg、肉仔鸡的 LD50 为 4949mg/kg。

抑菌试验表明，对大肠杆菌、沙门氏菌等的抑菌效果最为明显。临床试验发现，对仔鸡白痢、仔

猪黄痢的预防效果比喹乙醇要高出 15~20 个百分点，并对仔猪的体增重和饲料利用率均有促进和

提高的效果。残留试验表明，75mg/kg 体重连续饲喂肉仔鸡 6d，最后一次给药后的 24h，肝、肾

组织内均已用 HPLC 检测不到喹胺醇原药的存在(曹香林,2005;周丽霞,2000)。
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1.2.5 药代动力学研究

药物代谢动力学(Pharmacokinetics)又称药动学，属应用动力学（Kinetics）原理与数学模式。

药动学是定量描述与概括药物通过各种途径（静脉注射，静脉滴注，口服给药，或其它用药方式

等）进入体内后的吸收（Absorption）、分布（Distribution）、代谢（Metabolism）和排泄（Elimination），

即A，D，M，E过程的“量时”化或“血药浓度经时”化的变化过程及其动态规律的一门学科。主要

描述机体内的药物与时间对应的曲线或机体内代谢物的浓度随时间变化的关系。目前，药代动力

学研究方法主要有经典药动学方法、线性模型法、非房室分析法、放射标记测定法及生理模型法

（王广基，2005）。近20年来，物理学、化学、生物学理论与技术的快速发展，促进了药动学研究

仪器、技术和方法的成熟，推动了药代动力学的发展。因此，药动学已渗透到生物药剂学、临床

药剂学、药物治疗学、临床药理学、分子药理学、生物化学、分析化学、药剂学、药理学及毒理

学等多学科领域。药代动力学研究在指导新药临床应用、药物作用机理研究、新药研制和开发等

方面的作用和重要性日趋明显，它是新药设计、新剂型研制、中毒预防、药物残留分析与检测、

最优给药方案设计等的重要理论依据（冯淇辉，1987；邓树海，1992）。喹胺醇作为一种新型抗

菌促生长药，对其抗菌、促进生长、毒理学和残留已做了初步研究。药代动力学、体内外药物代

谢试验和特殊毒理学研究尚属空白，因此，这是该药现阶段研究的主要任务。

许多临床有效药物的发现都具有幸运和偶然因素，异烟肼是典型例证之一。早在1912年，Meyer

和Mally等已合成了异烟肼（Liu，1997），但直到1952年Robitzek在研究了该药的药代动力学和代

谢之后，才证实了其抗结核作用。如消炎痛和布洛酚， 当时由于缺乏其药代动力学和体内转化知

识，因而其抗风湿性能迟迟未被发现（Shen TY，1972；Adams SS，1976）。参考药物动力学参

数，了解药物体内代谢过程，分析药物结构对代谢和药动学参数的影响，从中找出规律，再用以

指导新化合物设计，就能发挥药物动力学和代谢对新药设计的指导作用。如巴比妥类药物，其结

构轻微的改变，就可显著影响药物体内过程，从而导致药物作用效果的改变。药物动力学和代谢

研究，不仅可求得这些药物的动力学参数，而且便于进行定量的比较，从而分析药物的代谢过程

和作用效果的差异。如邻苯甲异噁唑青霉素与双氯苯甲异噁唑青霉素，结构差别只在氯原子的取

代数量上，但临床应用发现，二者口服剂量相等的情况下，双氯苯甲异噁唑青霉素的血药浓度是

邻苯甲异噁唑青霉素的2倍（Wise R，2002）。后来分析认为，这种差别主要是因消除速率不同而

引起。药物成败的关键与药代动力学非常重要，如半衰期过长或过短、吸收性差、一级代谢物较

多，均会不利于药物效应的发挥。Prentis等(1988)[40]报道了人用319种新药，其中198种因药代动力

学问题而不能应用于临床(Prentis, 1998)。可见，药代动力学数据准确性和药物代谢对药物设计非

常重要。

1.2.6 细胞色素 P450 酶在新药研究中的作用

药物代谢研究离不开药物代谢酶的分析，催化外源性化合物在体内代谢的酶有两大类：I相酶

和II相酶。I相代谢酶以细胞色素P450单加氧酶（monooxygenases）和环氧化水解酶（epoxide

hydrolase）为主；II相代谢酶则有：UDP-葡萄糖醛酸转移酶（UDP-glucuronyl transferases）、乙酰

转移酶（acetyl transferases）、硫转移酶（sulfotransferase）、谷胱甘肽转移酶、磺基转移酶等(夏世
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钧, 2001)。近年来，CYP 450酶的研究在动植物等领域中的研究非常活跃，已形成一支独立的学科，

即CYP450酶学。CYP 450酶在药物体内代谢过程中发挥着重要作用，该酶一直是药物代谢研究热

点，它在新药的研究和开发中起重要作用。药物作用的个体差异可能与该酶的基因多态性（Genetic

polymorphism）有关，人类该酶具有750个成员的超家族。CYP 450的基因多态性决定着药物代谢

的种族和性别间的差异性。CYP 450酶是一种可诱导性酶，很多化学异物（包括药物）能对其产生诱

导或抑制作用，机制不尽相同。研究认为，肝脏CYP 450可被诱导的，称为诱导性（Inductive）CYP 450

酶；对诱导反应不敏感的，称为构成性（Constructive）CYP 450。如药物代谢加速的经典诱导剂苯巴

比妥，可诱导CYP3A4。涉及调控大多数药物和外来物代谢的CYP450酶系的基因主要有3个系统，即

CYP1~3。研究认为，代谢物活化与CYP1A有关，也有人认为其在降低毒性方面有一定作用；

CYP1A1很容易被香烟中的前致癌物多环芳香族活化。另据报道，许多物质的纯代谢率与CYP 3A5

和CYP 3A4有关，这被称之为CYP3A代谢途径。由此可见，分析和检测代谢酶是药物体内生物转

化研究的重要内容（冷欣夫, 2001）。

1.2.6.1 CYP1A1

CYP1A1属CYP1A基因家族成员，是目前研究最多、最为深入的CYP同工酶之一。流行病学

调查研究发现，CYP1A1在许多癌症（如肺癌、胃癌、乳腺癌等）发病学中有一定作用，因此其

被认为是一种致癌作用的潜在性指标（Masson LF, 2005，Kisselev P, 2005）。如当环境毒物多环芳

烃（polycyclic aromatic hydrocarbon, PAHs）、多氯代二苯并二噁英（Polychlorinated dibenzo-p-

dioxins，PCDDs）、TCDD、多氯联苯（polychlorinated biphenyls, PBs）、黄曲霉素B1（aflatoxin B1）

等进入机体或加入体外培养的细胞基中后，在CYP1A1的催化作用下发生环化反应，形成环氧化

物（epoxide），并可能攻击大分子物质如蛋白质、核酸等而致毒（Adam T，1998）。因此，研究

药物对机体CYP1A1的影响，对药物或毒物的安全性评价中有重要意义。

1.2.6.2 CYP2E

目前在人和大鼠 CYP2E 基因家族中，只发现了 CYP2E1 一个家族成员，而且非常相似

（Wrighton, 1986）。CYP2E1 主在分布于肝，但肾、脑、肠等组织中均有 CYP2E1（Ingelman-Sundberg

M, 1988；Neve EP,1999）。CYP2E1 的生物学意义在毒理学和毒物代谢方面。CYP2E1 参与了许

多毒性物质或药物的动员和活化，如乙醇、四氯化碳、对乙酰氨基酚、一些潜在性致癌物如亚硝

胺等，这些物质被动员或活化后，发生代谢转化，毒性会更强。体内、外试验研究发现，CYP2E1

诱导物具有协同作用，会导致毒性作用增大；如果有 CYP2E1 抑制剂存在时，诱导物的毒性作用

会减弱。CYP2E1 除其在毒理学方面的意义外，还可在某些病理过程中发挥积极作用，如马洛里

小体（mallory body, MB）是慢性肝病的一种病理变化， CYP2E1 水平升高后会降低 MB 的发生

率，并有利于肝病好转（ Bardag-Gorce F，2005），这可能与该酶能促进毒物代谢有关（Girre C,

1994）。CYP2E1 的诱导因素是多方面的，可以归纳为以下几点 ：（1）药物性诱导，如上述底

物作用后，CYP2E1 的表达会上调；（2）营养因素，如饲料中脂肪含量过高碳水化合物含量底时，

CYP2E1 的水平也会升高；（3）病理性作用，如糖尿病（Woodcroft KJ, 2002）；（4）生理紊乱

性作用，如垂体切除、三碘甲状氨酸过高时，CYP2E1 mRNA 水平也会升高（Hong JY, 1990）。

目前，已公认的 CYP2E1 抑制剂为二硫化四乙基秋蓝姆（夏世钧，2001）；另外有报道，培养的

乳鼠肝细胞中胰高血糖素（glucagon）会降低 CYP2E1 的水平（Eliasson E, 1992）。

1.2.6.3 CYP3A1
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CYP3A 是 CYP3 家族成员之一类，CYP3A1 属 3A 亚族。大鼠 CYP3A1 基因组约有 1700bp

（Gen bank：M86850.1 GI:205919），该类酶在许多临床药理、毒理学和药物代谢方面具有重要意

义，参与药物的首过效应和药物相互作用（Ma Y, 2004）。目前，已被鉴定的大鼠 CYP3A 基因有：

CYP3A1、CYP3A2、CYP3A9、CYP3A18、CYP3A23、and CYP3A62 (Matsubara, 2004)。大鼠

CYP3A1 和 CYP3A2 的基因组有 90%的同源性、而辅基蛋白也有 89%的同源性(Gonzalez,

1986)。CYP3A1 既能被多种化合物所诱导，也能被多种化合物所抑制。如大鼠体内或培养细胞中

16α-孕烯（甾）酮醇（pregnenolone-16α-carbonitrile，PCN）过量时，大鼠肝脏 CYP3A1 mRNA 会

大量表达，表明 PCN 能诱导 CYP3A1（Meredith. C, 2003），该物质实际上也是该酶的典型诱导

剂。抗癌药物紫杉醇、多西塔塞、紫杉烷等也可诱导大鼠、人等肝细胞或体外培养细胞中 CYP3A1、

CYP3A2 的大量表达（Gut I, 2006），这有助于药物的抗癌作用。奥美沙星进入机体后，其主要 I

相代谢酶就是 CYP3A1，该药也会诱导 CYP3A1 的表达（Lee DY, 2006）。利福霉素是临床上常

用的抗结核药，也能诱导人或鼠的 CYP3A1 mRNA 的表达（Morioka Y，2006）。对 CYP3A1 抑制

作用药物近年来也报道了很多。环孢素 A（cyclosporin A, CsA）和盐酸小檗碱（berberine chloride,

Ber）在人器官移植后可以作为免疫抑制药物和治疗腹泻的药物，试验发现当这两种药物同时使用

后，会导致小鼠肝细胞中 CYP3A1 mRNA 水平的下降，表明药物对该酶的抑制作用，从而可以延

长药物在体内作用时间，有利用于药效的最大程度发挥（辛华雯，2004）。酮康唑是临床上用于抗

真菌的药物，它对小鼠 CYP3A1 mRNA 的表达也有抑制作用（余爱华，2004）。另外，据报道随

年龄的增加，试验动物肝细胞 CYP3A1 mRNA 也会逐渐下降，说明衰老对该酶也有抑制效果或促

进降解的作用（Day KC，2006）。虽然对 CYP3A1 的诱导物或抑制剂作了大量研究很多，但目前

对 CYP3A1 的诱导和抑制机制尚不清楚。

1.2.7 自由基在动物体内的生物学作用

自 Comberg (1900)提出有机自由基（Organic Free Radical）以来，有关自由基在生命体系中生

物学作用的研究相继开展了很多（方允中，1998）。1956 年，Harman 等发现放射线诱导突变和诱

发肿瘤的发病机理与自由基有关，该研究是自由基医学（Free Radical Medicine）史上的里程碑。

1968 年，McCord 和 Fridovich 报道了超氧化物歧化酶 SOD 抗氧化的生物学作用，从而开创了自

由基生物学的新篇章。自由基是机体内的一种不可缺少的活性元素，对生物体既有益又有害。正

常情况下，生物体内有一套完整的抗氧化体系，可以维持自由基的代谢平衡。但是，当机体在某

些疾病或外源性物质入侵后，自由基代谢可能会发生异常，从而诱发脂质过氧化反应，并可能导

致组织细胞发生氧应激性损伤（赵克然，2000；Djordjevic VB，2004；Valavanidis A，2006）。近

20 年来，脂质过氧化和氧应激一直是生命科学研究的热点，在许多病理或异常生理情况下，都会

因大量自由基的产生而对机体造成损伤。CYP 450 酶系参与机体氧化还原反应，它与 NADPH 等

都会在机体内产生大量活性氧（Reactive oxidative species, ROS）。有报道，喹乙醇会降低机体抗氧

化酶活力，增加脂质过氧化物含量，并指出可能与氧应激有关。有些化学物质进入机体后，在

CYP450 酶的作用下，开成亲电子化合物，进而与 DNA 形成加合物，导致机体正常生理功能改变，

甚至发生疾病，如黄曲霉毒素中毒，是因为亲电性环氧化物形成所致。Sato K 等（1992）对不同

的喹喔啉类化合物，在体外诱导 CYP 450 还原酶和 NADPH 产生 O2.-做了比较研究，结果表明，
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这类物质确能引起自由基的生成。JJ Inbaraj 等（2003）报道，TPZ、TPZCN 和喹叨嗪是喹噁啉类衍

生物，均能引起光毒性作用，其损伤 DNA 的机制可能与单线态氧形成有关（1O2）。JJ Inbaraj 等（2002）

报道，喹喔啉类化合物能引起鼠的 DNA 加合物的形成，这可能与该类药物导致活性氧生成有关。

1.2.7.1 机体内的活性氧自由基及其性质

自由基(Free Radicals, FRs)是指带不成对电子的原子、分子、离子或原子团。自由基的种类很

多，研究较多的有以氧(O)、碳(C)、氮(N)为中心的活性基团，其中对活性氧(Reactive Oxygen Species,

ROS)及其产物的研究最为活跃，其占机体内总自由基的 95％以上。自由基的形成有三种方式（赵

克然，2002）：(1)共价键的均裂；(2)单电子丢失；(3)单电子获得。机体内电子传递是自由基形成

最普遍最易发生的途径；如高温、紫外线（UV）照射或电子辐射作用，也能导致分子裂解后会形

成自由基。生物体内自由基形成的机理非常复杂。氧化呼吸链是机体赖以存在的基础，其中有多

次分级电子传递，O2 是电子受体，所以会形成多种活性氧自由基，如 O2
.-、.OH、HO2

·、H2O2、
1O2 等。在活性氧的作用下，组织细胞会因脂质过氧化（LPO）而产生许多脂自由基如 L.、LO.、

LOO. 、LOOH（Valdez LB，2000）。外源性化合物进入机体后，也可能导致大量自由基生成，如

肾上腺素、CCl4 和乙醇等会诱导机体产生.CCl3和
.OH 等自由基。机体内生物活性物质代谢异常后，

也会导致自由基水平升高，如细胞内硫醇（thiol）和对苯二酚等小分子物质发生自氧化反应，或

蛋白酶（如黄嘌呤氧化酶）等的催化反应中，都会生成自由基（Ghezzi P，2005）。另外，如炎症

等病变过程中，白细胞发生呼吸爆发(Respiratory burst)后，机体内 O2
.- 和.OH 水平会明显升高。动

物体内硒等微量元素缺乏时，自由基水平也会升高。自由基典型物理性质是顺磁性

(Paramagnetism)，因此可以用电子自旋共振技术（Electron spin resonance, ESR）对组织内的自由

基进行直接检测。由于自由基外层具有奇数价电子，因此其化学性质非常活泼，它既是电子供体

又是电子受体。

1.2.7.2 活性氧自由基对组织的损伤

1.2.7.2.1 生物膜损伤

生物膜是生命活动的基础，主要由脂质、蛋白质和糖类组成，脂质以磷脂为主，磷脂的主要

成分是多聚不饱和脂肪酸（Polyunsaturated fatty acids, PUFAs），其中有多个弱键和不饱和键，自

由基对其有很高的亲合力，因此生物膜易受自由基攻击（Sargis RM，2006）。活性氧作用于生物

膜后，PUFA 中 LH 会在 R.的作用下，会启动 LPO 链式反应。但当 LPO 反应链遇到 SOD、GSH、

VE、ＶC等抗氧化物、或产生损伤效应后就会终止（Janisch KM，2005）。红细胞膜发生 LPO 损伤

后，通透性会增加，细胞变脆，易发生溶血。分析认为，这主要与红细胞膜含有丰富的 PUFAs、

并与 O2 接触机率高、以及循环中自由基的浓度相对较高等有关。在脂质过氧化产物中，醛类

（Aldehydes）所占比例较大，其中丙二醛（MDA）被认为是 LPO 反应的代表性中间产物，有人

认为它不会对组织造成损伤；也有人认为它与膜蛋白结合，会导致膜通透性增加，膜蛋白酶失活，

或膜上的受体和供体被破坏，细胞代谢因此会发生紊乱（Juranek I，2005）。线粒体膜在 Fe2+、Cu
＋等作用下，其附近的 H2O2 分解成.OH，会导致膜肿胀甚至消失（Calabrese V, 2005）。当微粒体、

溶酶体发生 LPO 损伤后，多聚核糖体会解聚、蛋白质合成可能被抑制。又如过氧化体膜组成发生

LPO 损伤后，大量的 H2O2被释放入血，也会加剧细胞的氧化损伤（Stadtman ER, 2003）。

1.2.7.2.2 蛋白质的损伤

蛋白质在细胞中分布广、比例大，也是活性氧靶分子。如 His、Pro、Trp、Cys、Tyr 等是自
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由基的敏感型受体，自由基会使这些氨基酸残基发生突变，蛋白多肽链也会随之断裂、聚合或交

联，蛋白质的构象和活性位点改变， 导致其功能的改变。又如 GSH-Px 等富含巯基(-SH)的酶，

活性氧使-SH 转变为-S-S-而失去活性。O2
.-可激活线粒体顺乌头酸酶，并形成多量的.OH（Jeannette

VV，2003）。蛋氨酸(Met)氧化损伤后，一些抗蛋白酶如 α-抗胰蛋白酶会失活。活性氧自由基如

O2
.- 、.OH、H2O2、3ΣgO3 共同作用于蛋白质的结果可能有以下四种：(1)巯水性的改变，从而影

响膜受体和配体等；(2)酶活性降低或增强；(3)免疫原性改变，诱发自身免疫性疾病；(4)热应激蛋

白如 HSP70 的大量表达，导致特异性转录因子(如 HSF70)释放；(5)蛋白水解作用增强，这也是细

胞蛋白质氧化降解的标志（Juranek I，2005；Stadtman ER, 2003）。

1.2.7.2.3 核酸的损伤

多聚核苷酸也是活性氧和其它自由基攻击的靶分子。DNA 双螺旋外侧的嘌呤和嘧啶对自由基

最为敏感，被损伤后会导致碱基被修饰，氢键断裂，双链或单链也发生断裂。虽然 DNA 有强大

的修复功能，但修复后的突变率会升高，有时也出现永久性破坏（Melidou M, 2005）。氧应激时细

胞内 Ca2+增多，核苷酸因此会发生羟化反应，从而导致细胞凋亡（Apoptosis）。Fe2+和 Cu+或其它

过度金属离子可提高 H2O2转化为.OH 的速率，从而间接地对 DNA 带来损伤。当 DNA 发生 LPO

损伤后，会因基因突变可能导致癌症或遗传病。另外，DNA 损伤后，会导致 ADP 核酸转移酶所

依赖的 NAD＋／NADH 的丢失，从而阻断其修复通路。线粒体由于和活性氧接触比较频繁，而且

缺乏修复功能，所以它的 DNA 损伤率极高，但修复率较低。肝微粒体发生氧损伤后，UDP-葡萄

糖醛酸转移酶表达下降，从而影响 DNA 的结构和功能。

1.2.7.3 机体对自由基的利用

前文提到活性氧是细胞生命活动不可缺少的活性物质。研究表明，低剂量辅射增强机体免疫

力的机理可能与自由基生成有关；红斑狼疮患者，在一定范围内机体的免疫机能会因自由基水平

的上升而增强。自由基在体内的适量增多可提高部分酶的活力，如核酸还原酶发挥作用时需自由

基参与。自由基还参与机体内一些活性物质（如前列腺素、凝血酶原和胶原蛋白）的合成；核苷

酸的合成、肝脏的解毒过程中，自由基可激活某些合成酶或解毒酶（Valavanidis A, 2006；Valdez LB,

2006）。炎症过程中，自由基可促进炎性细胞吞噬细菌或杀死细菌，如中性粒细胞发生呼吸爆发时，

细菌会因自由基水平升高而逐渐消失。炎症过程中 MPO 和一些卤素作用能起到杀灭细菌的作用。

NO 作为一种信号分子，对神经系统的多种功能有调节作用。自由基能促进细胞内单加氧酶的活

性，进而使许多化学物质发生羟化反应而易于排泄。

1.2.7.4 抗氧化酶对自由基清除剂

酶既是自由基攻击的靶分子，又是自由基的天然清除剂。当自由基水平升高时，SOD、CAT、

GSH-Px、MPO、乳酸脱氢酶，还有硫转移酶、肌酸激酶的活性都会或多或少发生变化（赵克然，

2000；Valdez LB, 2000；Ghezzi P, 2005）。哺乳动物细胞内有两类 SOD，一类为 Cu,Zn-SOD，另

一类为 Mn-SOD，前者主要分布于细胞质中，后者主要分布于线粒体内。SOD 在辐射、炎症、缺

血再灌和实验性皮肤癌等病变过程中，均有明显抗脂质过氧化作用。CAT 不但能阻止 H2O2 转变

为.OH，还能使之分解为 H2O 和 O2，这是 CAT 抗炎和抗 UV 照射损伤的机理。SOD 和 CAT 在脂

质过氧化方面有协同作用。GSH-Px 也能催化 H2O2的分解，降低机体内.OH 的水平。GSH-PX 有直

接保护组织免受 LPO 损伤的作用，其机理是可使 LOOH 分解，从而保护生物膜。葡萄糖-6-磷酸

脱氢酶能维持 NADPH 在体内清除活性氧的能力。乳酸脱氢酶和肌酸激酶也有抗氧化作用，但机
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理尚不清楚（Jeannette VV，2000）。

1.2.8 兽药的免疫毒理评价意义

药物对机体免疫机能的影响，已逐渐成为人们关注的焦点，尤其是药物对幼儿或幼年动物免

疫系统发育的影响研究，占药物毒理学研究的很大一部分，免疫毒理学也逐渐成为毒理学研究的

一个分支学科。免疫毒性作用往往没有明显临床症状，是一种慢性毒性过程。以前药物毒理研究

只注重急性毒性和有临床症状的慢性毒性试验，对隐性毒作用并不重视。Julien van Grevenynghe

等（2003）报道，多环芳烃（PAH）对动物有免疫抑制性损伤作用，该化学物质能降低单核细胞

分化为巨噬细胞和树突状细胞的能力。我们知道，巨噬细胞是机体非特异性免疫系统的主要成员，

是清除外源性异物的先锋，它和树突状细胞均是免疫系统中主要的抗原递呈细胞（APC），它们的

损伤可能会影响到机体全身免疫系统功能的正常发挥。Holsapple MP等（2004）综述了免疫毒理

学研究在幼儿免疫系统发育中的重要性。Cederbrant K等（2003）报道，NK细胞活性的变化，可

以作为检测一种新药免疫毒作用的重要指标。Hastings KL（2002）指出，外源性抗生素也可能会

导致免疫系统损伤。外源性化学物质介导的免疫功能紊乱发生的可能机制有：（1）药物导致造血

功能、细胞免疫、体液免疫、非特异免疫改变，从而引起免疫抑制，抗病力减弱，肿瘤形成等；

（2）药物所致抗原识别和敏感性的改变，引起变态反应或自身免疫性疾病；（3）炎症因子表达与

分泌量的改变导致组织损伤或中毒。

1.2.8.1 NO 的生物学作用

自美国科学家发现一氧化氮（Nitric oxide, NO）是心血管系统中一种重要的生物信号递质以

来，它的各种生物学作用就成为人们研究的热点，1992 年《Nature》杂志将 NO 评为明星分子，

1998 年 Robert F. Furchgott、Louis J. Ignarro、Ferid Murad 三位科学家因此而获得了医学生理学诺贝尔奖。

机体内的 NO 是在一氧化氮合酶（NO synthase, NOS）的催化作用下，由 L-精氨酸(L-Arg)转变为

L-瓜氨酸（L-Cit）的过程中产生的，随即被扩散到周围组织中，并发挥生物学作用。机体内 NO

的水平一般维持在一个平衡状态，虽然有大量的 NO 在体内生成，但是由于其生物半衰期很短，

仅有 5-6s 的时间，因此很容易被氧化成 NO2，然后以硝酸根（NO3
－）和亚硝酸根(NO2

－)离子的形

式存在于细胞内外液中。目前认为，NO 的生物学作用有三方面：一是细胞毒作用，即当细菌、

病毒或肿瘤细胞产生后，会刺激机体内巨噬细胞产生大量的 NO，NO 会转变成自由基 ONOO，该

物质进入微生物或肿瘤细胞后，与 DNA 结合或抑制 DNA 合成酶，从而杀死病原微生物或肿瘤细

胞；二是神经递质作用，NO 作为一种生物信使物质，在信号传导过程中有重要作用，研究认为

大脑的许多部位都有产生 NO 的能力，Moncada 等提出 NO 在哺乳动物的消化、生殖、呼吸、循

环等系统的自主调节过程中有重要作用，如嗅觉、痛觉等的信号传递就有 NO 的参与。近年来研

究还发现，成年动物体内的 NO 在兴奋性氨基酸引起的短期突触性效应和神经发育、学习、记忆

等长期效应中也有重要作用；三是心血管调节因子，Murad 等（Murad，1980）报道，血管平滑肌

的舒张需要鸟苷环化酶(guanylatecyclase, GC)的活化，从而使鸟苷(guanosine 5’-triphosphate, GTP)

转化为环化的单磷酸鸟苷[cyclicguanosine(3’,5’)-monophosphate, cGMP]，NO 是 GC 活化的活性介

质；Furchgott 等（Furchgott，1980）在研究乙酰胆碱对血管平滑肌的舒张作用时，发现 NO 作为

一种“第二信使”在其中起着关键作用，当时称之为“内皮舒张因子”(EDRF)，后来很多实验证实
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EDRF 就是 NO。研究发现，NO 能够促进血管平滑肌松弛，并可抑制血小板凝集和黏附于内皮细

胞，从而调节血压。

催化和调节机体内 NO 生物合成的酶有三类：神经型 NOS（nNOS）、内皮型（eNOS）和诱

导型(iNOS)，这三种酶分别存在于神经、血管内皮和免疫细胞如巨噬细胞等组织中，在机体内外

的许多因素刺激下，会导致这三种酶的表达，从而产生大量的 NO，并在维持细胞内环境中发挥

重要作用。随着人们对 NO 生物学研究的深入，其免疫调节作用及其机理的研究也越来越深入，

NO 也被认为是一种免疫分子，在机体的非特异性免疫中扮演重要角色。机体的免疫系统中，许

多细胞的活动与 NO 有关，如 Th1/Th2、中性粒细胞和巨噬细胞等（Kiechle FL，1996）。研究认

为，当抗原、细菌或病毒等进入机体后，诱导 NOS 酶的表达，导致巨噬细胞内产生大量 NO，从

而在细菌的杀灭和病毒破坏中发挥作用（Valerie B，2001）。试验发现，有脾脏培养液中加入脂多

糖 LPS 后，检测发现 NO 的含量有显著性升高作用，因此在许多研究中用 LPS 作为 NO 的诱导剂

使用（Charles J，1994）。由此可见，研究外源性物质对机体内 NO 和 NOS 的影响，对阐述药物

或毒物的药理或毒理学作用，评价药物对机体免疫机能影响具有重要意义。

1.2.8.2 细胞因子

细胞因子（cytokine）是机体免疫细胞或非免疫细胞合成或分泌的具有生物活性的小分子多肽

或糖蛋白的总称。淋巴细胞产生的细胞因子称为淋巴因子；单核细胞产生的细胞因子称为单核细

胞因子；纤维细胞或内皮细胞产生的可刺激骨髓干细胞或祖细胞分化成熟的细胞因子叫集落刺激

因子（colony stimulating factor，CSF）。细胞因子参与机体的多种生理活动的调节，调节免疫，参

与细胞间的互相作用，调节细胞的生长和分化等（金伯泉，2001）。研究细胞因子有助于阐明分子

水平的免疫调节机制，有助于疾病的预防、诊断和治疗，特别是利用细胞因子治疗肿瘤、感染、

造血功能障碍、自身免疫病等，已收到初步疗效，具有非常广阔的应用前景。目前，已知的细胞

因子有多种，其在免疫调节过程发挥的作用也各不相同。肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)

是一类能直接造成肿瘤细胞死亡或凋亡的细胞因子，而对机体其它细胞几乎无毒性作用。根据其

来源和结构分为两种，即 TNF-α和 TNF-β，前者由单核巨噬细胞产生；后者由活化的 T 细胞产生，

又名淋巴毒素(lymphotoxin)。TNF-α是一种多功能细胞因子，具有广泛的生物学特性，其最显著

的活性特征是在体内外特异性地杀伤肿瘤细胞，而对正常细胞无明显毒性作用(Laird S.M,2003;

Keller C,2003;Robert F,2006)。白细胞介素 2（interleukin-2，IL-2）是由 CD4+T 细胞产生，CD8+T

细胞也可产生，其生物学作用是活化 CD4+和 CD8+T 细胞，促进其它细胞因子的产生，还能够刺激

NK 细胞增殖、活化，诱导 LAK 细胞的产生，对 B 细胞活、增殖、抗体的产生有积极作用，还能

激活单核-巨噬细胞(Yun Jiang, 1999)。白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）主要由 Th2 细胞产生，

也可由单核-巨噬细胞、血管内皮细胞、成纤维细胞产生，其生物学功能主要有刺激肝细胞合成急

性期血浆蛋白，参与炎症反应；刺激活化Ｂ细胞的增殖，分泌抗体；协同刺激Ｔ细胞、胸腺细胞

和骨髓造血干细胞增殖；促进骨髓瘤细胞增殖等(Nicholas J. 1999; Eric Jüttler, 2002)。可见这三种

细胞因子在机体的免疫调节中，有重要作用。在外源性或内源物质、病源微生物入侵、病理或异

常生理过程中，细胞因子可能会产生诱导会抑制作用。喹胺醇是 quinoxaline-1’4-dioxide 结构衍生

物，是一种新型的抗菌促生长药物性添加剂。近年来对添加剂对免疫机能的影响研究较多，但集

中在多肽类、酶制剂和中药添加剂等方面，对药物性添加剂尤其中喹喔啉类（如喹乙醇等）对机

体免疫机能的影响研究相对较少，还未见影响免疫细胞活性因子的研究报道。
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1.3 研究内容与方法

1.3.1 研究内容

1.3.1.1 喹胺醇在靶动物体内药代动力学研究

猪单剂量口服喹胺醇药代动力学研究；猪单剂量静脉注射喹胺醇药代动力学研究；喹胺醇的

排泄途径研究；鸡多剂量口服喹胺醇的药代动力学研究。

1.3.1.2、喹胺醇对细胞色素 P450 的影响

喹胺醇对肝微粒体细胞色素 P450 基因表达的影响；喹胺醇对肝微粒体蛋白和细胞色素 P450、

b5 水平影响；喹胺醇对细胞色素 P450 同工酶活性的影响。

1.3.1.3、喹胺醇对机体抗氧化机能的影响

喹胺醇对抗氧化酶活性影响；喹喔啉类药物与氧应激关系研究；喹胺醇与机体自由基代谢间

的关系研究。

1.3.1.4、喹胺醇对机体免疫机能的影响

喹胺醇对大鼠血液学变化的影响；喹胺醇对小鼠外周血细胞因子水平的影响；喹胺醇对腹腔

巨噬细胞 NO 及其酶活性的影响。

1.3.2 研究方案

1.3.2.1、药代动力学研究

药代动力学以靶动物猪为试验对象，单次给药，给药途径分别为胃导管灌胃和耳缘静脉注射；

以鸡为试验对象，多次口服喹胺醇。在药代动力学实验理论指导下，分别采集不同的生物样品，

借助于 HPLC 技术，通过药物在生物样品中的浓度变化，阐述喹胺醇的药代动力学参数。

1.3.2.2、喹胺醇的排泄研究

以靶动物猪为试验动物，单次口服大剂量的喹胺醇，收集给药前后不同时间动物排出的尿液

和粪便，用萃取法提取其中的喹胺醇，再利用 HPLC 技术检测其中原药的含量，以确定药物的排

泄途径和排泄率。

1.3.2.3、肝药酶分析

给大鼠连续口服给药后，提取肝组织微粒体。用酶学对肝微粒体蛋白含量、细胞色素 P450、

细胞色素 b5 的水平进行分析和研究；用柴外、荧光法分析细胞色素 P450 同工酶和 GST 活性；利

用 RT-PCR 技术对 CYP450 亚型的基因表达进行分析和研究。

1.3.2.4、喹胺醇对自由基代谢影响研究

以猪为试验动物，分别单次口服高剂量和静脉注射小剂量的喹胺醇，通过检测抗氧化酶活性

的变化和脂质过氧化产物 MDA 的含量变化，评估喹胺醇引起氧应激的潜在性作用；以小鼠为试

验动物，连续口服不同剂量的喹胺醇 30d 再停药 10d。在给药的不同时间段分别检测了血液中抗

氧化酶活性、脂质过氧化反应，检测肝组织自由基水平和抗自由基的能力，阐述了喹胺醇与自由

基代谢间的关系。

1.3.2.5、喹胺醇免疫机能的影响研究

以小鼠为试验动物，连续口服喹胺醇后，分别在不同时间利用放射免疫法分析了外周血 TNF、

IL-2 和 IL-6 的变化水平；将提取的腹腔巨噬细胞在体外进行原代培养，分别在不同时间在培养基

中加入不同剂量的喹胺醇，分析喹胺醇对 NO 和 iNOS 的影响；以大鼠为试验动物，连续口服喹

胺醇后，利用细胞自动分析技术，检测喹胺醇对血细胞变化的影响。
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第二章 “喹胺醇”药代动力学研究

喹胺醇（Kuianchun）由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所研制而成，是一种新型兽用药

物性饲料添加剂，母体结构为对二氮杂奈－N,N’－二氧化物(Quinoxaline-1,4-dioxide)（梁剑平，

2001），与近年来报道的卡巴氧、痢菌净、喹烯酮、喹赛多等一样，有良好的促生长作用和抗菌效

果，对革兰氏阴性菌如大肠杆菌、沙门氏菌等有明显抑制作用（Carta. A, 2005；张力，2001；张

丽芳，2005）。喹胺醇作为一种新型兽用产品，前期研究结果表明在畜产品中的残留量少、毒副

作用小，但促生长作用却较好，因此有望成为喹乙醇等的替代品候选药。本实验通过口服和静脉

注射两种给药途径，利用 RP-HPLC 技术，在试验动物猪和鸡体内研究了喹胺醇的代谢过程，分析

了药代动力学特征，旨在为临床安全用药提供科学的理论依据。

2.1 喹胺醇结构鉴定

2.1.1 材料与方法

2.1.1.1 药物 喹胺醇由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药研究室提供，纯度为

98.7%，本实验室再行纯结晶纯化后，做供试药物。

2.1.1.2 试剂 乙腈、甲醇、氯仿、KBr 为色谱纯，其余试剂均为国产分析纯。

2.1.1.3 仪器 Cintra-6 型紫外－可见分光光度计（澳大利亚，GBC）；Nicolet NEXUS 670 型 FT-IR
傅立叶红外光谱仪（美国，THERMO）；ZAB-HS 型质谱仪（英国，MICROMASS）；INOVA-400MHz
超导核磁共振波谱仪（德国，BRUKER）。

2.1.1.4 紫外检测 将纯结晶所得喹胺醇用色谱乙腈配制成 2.20μg/mL 的溶液；然后在

450nm-200nm 之间扫描，检测喹胺醇的紫外吸收波长。

2.1.1.5 红外检测 采用 KBr 压片法。

2.1.1.6 NMR 检测 溶剂为 CDCl3，分别对氢碰和碳谱进行检测和分析。

2.1.1.7 质谱检测 用快速原子轰击法（FAB-MS）

2.1.2 结果

2.1.2.1 紫外检测结果 由图 2-1 可见，喹胺醇在紫外可见光谱下有三个吸收峰，对应波长分别为

352.00nm、255.60nm、236.60nm，对应的吸光度 0.2584、0.1729、0.2014。

图 2-1 喹胺醇的紫外可见扫描曲线
Fig. 2-1 Scanning curve of kuianchun under UV spectrum
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2.1.2.2 红外检测结果 红外检测结果为（KBr）cm-1：3500~2846，3103，1668，1604，1546，

1316，1335，1271，758（见图 2-2），均检测到喹胺醇的功能基团。

2.1.2.3 质谱检测结果 从质谱扫描图上可见，在分子离子峰 296.8 处，就是被检物喹胺醇。

2.1.2.4 核磁检测结果 核磁碳氢谱检测结果 1HNMR（CDCl3）δppm:8.61(1H,d,J=8.4Hz, H-5),

8.55(1H, d, J=8.4Hz, H-8), 7.85(2H, m, H-6, H-7), 7.53(1H, H-16), 7.34(1H, d, J=15.6Hz, H-13),

6.96(1H, d, J=15.6Hz, H-12), 6.75(1H, d, J=3.6Hz, H-18), 6.49(1H, dd, J=2.0, 3.6Hz, H-17), 2.53(3H, s,

3-CH3);
13CNMR(CDCl3) δppm: 185.2, 150.4, 146.4, 139.9, 139.1, 137.8, 136.9, 132.7, 132.5, 131.4,

图 2-2 喹胺醇的红外扫描曲线
Fig. 2-2 Scanning curve of kuianchun under infrared spectrum

图 2-3 喹胺醇的质谱图
Fig. 2-3 Scanning curve of kuianchun under mass spectrumr



中国农业科学院研究生院博士论文 第二章 喹胺醇药代动力学研究

17

121.9, 120.2, 120.1, 118.5, 113.2, 14.2。

2.1.3 讨论

分析上述检测数据可知，试验药物与喹胺醇设计结构一致，母体结构和官能团均被检测到。

因此，可以进行后续实验。

图 2-4 喹胺醇 NMR 图谱：A 为 1HNMR, B 为 13CNMR, C 为 COSY, D 为 HMQC

Fig. 2-4 NMR spectrum of kuianchun: A for 1HNMR, B for 13CNMR, C for COSY, D for HMQC

A

B

C

D
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2.2 喹胺醇在猪体内药代动力学研究

2.2.1 材料与方法

2.2.1.1 药品与试剂

喹胺醇由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药研究室提供，纯度为98.7%，本实验室

再行纯化，纯度达99.7%。乙酰甲喹（Maquindox），由中国兽药监察所提供；乙腈、甲醇为色谱

纯，其余试剂均为国产分析纯。

2.2.1.2 主要仪器

Waters高效液相色谱仪（Waters）；Beckman JP-6型大容量低温离心机（Beckman）；岛津

LIBROR L-1600TP型万分之一精密天秤（Shimadzu），Mettler Tdedo AX205分析天平（Mettler）。

2.2.1.2 实验动物

健康长白×约克夏杂交二元仔猪6头，雄性阉割，体重20±3 kg，正常免疫，购自甘肃省原种猪

场。试验饲料均为自配，以玉米、麸皮和豆粕为主，不添加任何其它药物。

2.2.1.3 给药途径与剂量

试验猪购来后，分笼饲养，用自配饲料饲喂10d后，再行正式试验。口服给药，方法是将药物

装入小胶囊后，通过导管用水直接冲入胃中，剂量为300mg/kg 体重；静脉给药，方法是将配制好

的喹胺醇溶液通过耳缘静脉注入体内，剂量为3.3mg/kg 体重。口服和静脉注射均为单剂量。给药

前12h禁食不禁水。

2.2.1.4 样品采集

分别在口服给药前及给药后0h、0.25h、0.5h、1h、2h、4h、6h、8h、12h、16h、24h、36h、

48h从前腔静脉采血5.0mL，肝素抗凝，2 800 rpm离心15min，分离血浆，-20℃冰箱保存待用。20d

后，再经耳缘静脉注射喹胺醇溶液，分别在给药前及给药后0、5min、10min、15min、30min、45min、

1h、2h、3h、4h、6h、8h、12h、16h、24h、36h、48h同样方式采血，血样处理同上。

2.2.1.5 测试条件

Waters高效液相色谱仪系列：Waters 510型泵，480型紫外检测器，U6K型进样阀，AST型数

据处理仪；固定相为Kromasil C18色谱柱(256×4.6mm，5μ)，天津市航程科技仪器有限公司提供；

流动相为乙腈-水(40:60)，流速1.0mL·min-1，柱温30.0 ±0.5℃，检测波长352nm，内标为乙酰甲喹

（Mequindox）。

2.2.1.6 血中药物提取

（1）准确取各时点血浆样品1.0 mL，精确加入内标乙酰甲喹(浓度60μg/mL)100μL，涡旋振荡

5 min；（2）加100μL 0.1mol/L 的盐酸，涡旋振荡5 min；（3）加1.0mL饱和(NH4)2SO4 涡旋振荡

10 min；（4）加提取液(乙腈：乙酸乙酯：异丙醇=60：40：4) 4.0mL，涡旋振荡20 min；（5）4 000

rpm离心20 min，取上层有机相于棕色离心管中；（6）余液加4.0mL提取液，涡旋振荡20 min；（7）

4 000 rpm离心20 min，取上层有机相于前棕色离心管中；（8）余液加2.0mL提取液，涡旋振荡20 min；

（9）4 000 rpm离心20 min，取上层有机相于前棕色离心管中；（10）合并三次提取有机相，60℃

水浴氮气缓慢吹干；（12）残渣-20℃保存待测；（13）整个过程避光操作；（14）测定前，将残

渣用流动相500μL溶解，用0.22μm的针筒式过滤器过滤后，取20μl 进样做RP-HPLC检测。

2.2.1.7 数据处理

实验数据采用中国农业科学院原中兽医研究所编制的MCPKP药代动力学程序处理，求得各试
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验样品的药代动力学参数。

2.2.2 结果

2.2.2.1 线性范围与检测灵敏度

采用内标法，分别建立低、高两个浓度范围，浓度为 0.022~0.220μg/mL、0.11~1.10μg/mL 见

表 2-1。分别在 14 个试管中，准确量取 1.0mL 空白血浆，按设计浓度分别加入喹胺醇标准品，涡

旋振荡 20min 后；再按上述样品提取过程分别处理，RP-HPLC 测定。以喹胺醇标准品曲线下面积

和内标曲线下面积比值与喹胺醇标准品浓度间进行线性回归，标准曲线见图 2-5 和图 2-6，线性方

程分别如下：

Y=0.7972X＋0.0011 R2=0.9952，n=8（0.022~0.220μg/mL）

Y=0.8565X－0.0228 R2=0.9977，n=8（0.11~1.10μg/mL）

最低检出浓度为 0.02μg/mL，最低检测量为 0.01μg。

2.2.2.2 精密度和准确度

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为0.11、0.44、1.10、1.54μg/mL的标准血浆样品，各三个平

行，精确加入内标，样品处理和检测依上法操作，分别进行日内、日间精密度和准确度的分析。

准确度计算方法如公式2-1；精密度计算方法如公式2-2，由表2-2可见，日内精密度RSD为2.27%，

日内准确度为2.99%；由表2-3可见，测得的日间精密度RSD为3.55%，日间准确度为6.17%。

2.2.2.3 回收率

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为0.11、0.44、1.10、1.54μg/mL的标准空白血浆样品，各三

个平行，精确加入与样品提取时相当量和浓度的内标，依样品处理法和检测操作。样品回收率以测

得标准血样的曲线下面积和测得流动相中相应浓度的曲线下面积比值的百分比来表示，见公式

2-3。如表2-4所示，测得四个浓度的方法回收率由低到高分别为97.86±6.45%、73.85±8.35％、

65.77±5.37％、60.41±3.24％，平均值为74.48±4.58%。方法回收率用血样中喹胺醇标准品曲线下面

积和内标曲线下面积的比值与流动想中喹胺醇标准品曲线下面积和内标曲线下面积的比值的比值

的百分比表示，见公式2-4。如表2-5所示，测得四个浓度的方法回收率由低到高分别为119.21±6.76

％、114.79±12.23％、102.47±7.70％、93.26±2.18％，平均值为107.43 ±12.69％。

精密度（％）＝

标准偏差

理论浓度

× 100％ 公式 2-2

公式 2-1准确度（％）＝

测得浓度－理论浓度

理论浓度

× 100％

样品回收率（％）＝
标准血样 AUC

标准流动相 AUC
× 100％ 公式 2-3

AUCsm/AUCsn

方法回收率（％）＝

AUCk/AUCn

× 100％ 公式 2-4



中国农业科学院研究生院博士论文 第二章 喹胺醇药代动力学研究

20

表 2-1 标准曲线喹胺醇浓度

Table 2-1 kuianchun concentration of calibration

序号

Sequence
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

浓度（μg/mL）

Concentration （μg/mL）
0.022 0.044 0.066 0.077 0.088 0.099 0.110 0.220 0.330 0.440 0.550 0.660 0.880 1.100

AUCk/AUCi 0.0259 0.0507 0.0788 0.0946 0.1113 0.1204 0.1484 0.2700 0.3999 0.5478 0.6989 0.8102 1.065 1.2811

0.00

0.05

0.09

0.14

0.18

0.23

0.27

0.00 0.05 0.09 0.14 0.18 0.23 0.27 0.32

C
on

ce
nt

ra
tio

n(
μg

/m
L

)

图 2-5 低浓度标准曲线
Fig. 2-5 The calibration curve of low concentration
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图 2-6 低浓度标准曲线
Fig. 2-6 The calibration curve of high concentration

表 2-2 日内精密度和准确度
Table 2-2 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of intra-day

理论浓度
(μg/mL)

Theoretical
Concentration

测得浓度
(μg/mL)

Calculated
Concentration

SD
精密度

Precision
RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.11 0.1091 0.0050 4.57 3.06

0.44 0.4523 0.0091 2.01 2.79

1.10 1.0675 0.0074 0.69 2.95

1.54 1.4908 0.0271 1.82

2.27±1.64

3.19

2.99±1.67

表 2-3 日间精密度和准确度
Table 2-3 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of inter-day

理论浓度
(μg/mL)

Theoretical
Concentration

测得浓度
(μg/mL)

Calculated
Concentration

SD
精密度

Precision
RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.11 0.0987 0.0023 5.73 10.32

0.44 0.4199 0.0105 2.49 4.58

1.10 1.0345 0.0331 3.20 5.96

1.54 1.4807 0.0414 2.80

3.55±1.48

4.58

6.18±2.89
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2.2.2.4 HPLC曲线行为

由图2-7可见，A为流动相中的喹胺醇和内标乙酰甲喹的HPLC色谱图，无杂质峰出现，喹胺醇

的保留时间为8.0±1.0min，内标的保留时间为4±1.0min；由图B、C、D可见，在喹胺醇和内标乙酰

甲喹保留时间附近亦无噪音峰。图2-8的A为口服给药后4h的血浆样品中内标和喹胺醇的HPLC色谱

图，B为静脉注射给药后5min的血浆样品中内标和喹胺醇的HPLC色谱图，由图可见给药后采集的

血浆样品喹胺醇附近HPLC色谱图也无杂质峰，但在其后约4min的时间，又出现了一个新的吸收峰。

2.2.2.5 血药浓度

由表2-6和2-8可见，无论是单剂量口服还是静脉注射喹胺醇，血浆中喹胺醇原药的浓度均不

高；口服喹胺醇后6h时，血液中药物浓度最高，约为0.5109μg/mL；口服喹胺醇后血药浓度观察值

和拟合值间的的相关系数R2=0.9171±0.0405。而静脉注射喹胺醇后，5min时血液中药物浓度

0.6118μg/mL，高于口服血药最高浓度；静脉注射喹胺醇后血药浓度观察值和拟合值间的的相关系

数R2=0.9648±0.0204。

表 2-6 口服喹胺醇后血药浓度观察值(μg/mL)

Table 2-6 The observed drug concentration in plasma after oral administration kuianchun(μg/mL)

动物号

Animal sequenceTime(h)

k1 k2 K3 K4 K5

MEAN±SD

0.25h 0.0476 0.078 0.1323 0.1532 0.0203 0.0863±0.0559

0.5h 0.097 0.1549 0.291 0.1611 0.057 0.1522±0.1091

1h 0.1008 0.2948 0.3649 0.3068 0.3671 0.2869±0.1371

2h 0.1504 0.394 0.4792 0.4926 0.3759 0.3784±0.1373

4h 0.1801 0.4375 0.5202 0.5279 0.3827 0.4097±0.1418

6h 0.2956 0.5189 0.5999 0.6066 0.5336 0.5109±0.1265

8h 0.2893 0.4294 0.5272 0.5393 0.4818 0.4534±0.1014

12h 0.2797 0.3522 0.4741 0.4512 0.3329 0.3780±0.0821

16h 0.1919 0.2057 0.2815 0.2894 0.2201 0.2377±0.0448

24h 0.129 0.1806 0.2309 0.2122 0.2146 0.1935±0.0404

48 0.0348 0.055 0.1267 0.1227 0.0157 0.0710±0.051

表 2-4 样品回收率
Table 2-4 Sample Recovery

标准血样浓度(μg/mL)
Standard concentration

in blood(μg/mL)

回收率（%）
Recovery (%)

MEAN

0.1100 97.86±6.45

0.4400 73.85±8.35

1.1000 65.77±5.37

1.5400 60.41±3.24

74.47±15.8

表 2-5 方法回收率
Table 2-5 Method Recovery

标准血样浓度(μg/mL)
Standard concentration

in blood(μg/mL)

回收率（%）
Recovery (%)

MEAN

0.1100 119.21±6.76

0.4400 114.79±12.23

1.1000 102.47±7.70
1.5400 93.26±2.18

107.43 ±12.69



中国农业科学院研究生院博士论文 第二章 喹胺醇药代动力学研究

22

表 2-7 口服喹胺醇后血药浓度拟合值(μg/mL)

Table 2-7 The estimated drug concentration in plasma after oral administration kuianchun(μg/mL)

动物号

Animal sequenceTime(h)

k1 k2 K3 K4 K5

MEAN±SD

0.25 0.0274 0.0831 0.1323 0.1048 0.0574 0.081±0.0407

0.5 0.0525 0.1542 0.291 0.193 0.1345 0.165±0.0871

1 0.096 0.2662 0.3798 0.329 0.2562 0.2654±0.1071

2 0.1615 0.4025 0.4672 0.4856 0.404 0.3842±0.1299

4 0.2327 0.487 0.5216 0.5637 0.4929 0.4596±0.1304

6 0.2573 0.4732 0.5128 0.531 0.4723 0.4493±0.1103

8 0.2581 0.433 0.4856 0.4759 0.4218 0.4149±0.0918

12 0.2305 0.3483 0.4229 0.3784 0.317 0.3394±0.0723

16 0.1932 0.2795 0.3656 0.3106 0.2339 0.2766±0.0668

24 0.1281 0.1834 0.2727 0.2297 0.1266 0.1881±0.0638

48 0.0348 0.055 0.1131 0.1232 0.02 0.0692±0.0465

表 2-8 静注喹胺醇后血药浓度观察值(μg/ml)

Table 2-8 The observed drug concentration in plasma after injection kuianchun in vein (μg/ml)

动物号

Animal sequenceTime(min)

Z1 Z2 Z3 Z4 Z5

MEAN±SD

5 0.5707 0.6795 0.4734 0.6152 0.7202 0.6118±0.0964

10 0.3827 0.5385 0.3547 0.458 0.5725 0.4613±0.0947

15 0.2975 0.1896 0.1992 0.2249 0.2381 0.2299±0.0425

30 0.1992 0.1447 0.1322 0.1751 0.1534 0.1549±0.0362

45 0.1283 0.1202 0.1106 0.0927 0.069 0.0865±0.0423

60 0.0579 0.0389 0.0294 0.0579 0.0602 0.0470±0.0174

120 0.0244 0.0181 0.0185 0.0194 0.0213 0.0203±0.0026

180 0.0125 0.0094 0.0135 0.0089 0.0139 0.0116±0.0023

表 2-9 静注喹胺醇后血药浓度拟合值(μg/ml)

Table 2-8 The estimated drug concentration in plasma after injection kuianchun in vein (μg/mL)

动物号

Animal sequenceTime(min)

Z1 Z2 Z3 Z4 Z5

MEAN±SD

5 0.5707 0.6484 0.5111 0.6152 0.6678 0.6026±0.063

10 0.3827 0.4579 0.3111 0.458 0.4635 0.4146±0.0669

15 0.2862 0.3275 0.2084 0.3506 0.3298 0.3005±0.0565

30 0.1745 0.1334 0.1048 0.1843 0.1434 0.1481±0.0321

45 0.1273 0.0678 0.0765 0.1162 0.084 0.0944±0.026

60 0.0953 0.0433 0.0604 0.0807 0.0602 0.068±0.0202

120 0.0303 0.0182 0.0248 0.0237 0.0264 0.0247±0.0044

180 0.0097 0.0094 0.0102 0.0072 0.0125 0.0089±0.0019
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图 2-7 A 为流动相中喹胺醇和内标乙酰甲喹的 HPLC 曲线；B 为空白血浆的 HPLC 曲线；C 为空白血浆中

内标乙酰甲喹的 HPLC 曲线；D 为空白血浆中喹胺醇和乙酰甲喹的 HPLC 曲线

Fig. 2-7 Chromatograms for (A) mobile phase with internal standard and kuianchun standard (B) blank plasma (C)

blank plasma with internal standard (D) blank plasma with internal standard and kuianchun standard
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2.2.2.6 药时曲线

图2-9所示，口服喹胺醇后，药时曲线的趋势，呈一室动力学模型曲线，48h虽可检测出喹胺

醇的存在，但浓度及低；图2-10所示，静脉注射喹胺醇后，药时曲线的趋势，呈典型的二室动力

学模型曲线，3h后即检测不出喹胺醇原药的存在。
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图 2-9 口服喹胺醇后药时曲线
Fig. 2.9 Fitting curve of concentration time profile of kuianchun in plasma after oral

administration kuianchun

图 2-8 A 为口服喹胺醇后 4h 的血浆 HPLC 曲线 B 为静脉注射喹胺醇 5min 后的血浆 HPLC 曲线

Fig. 2-8 Chromatograms for (A) the plasma obtained from a pig at 4 h after oral administration of 100 mg/kg kuianchun

(B) the plasma obtained from a pig at 5 minutes after venous injection of 3 mg/kg kuianchun
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2.2.2.7 药代动力学参数

猪单剂量口服喹胺醇后，药代动力学参数见表2-11；单剂量静脉注射喹胺后，药代动力学参

数见表2-10。

表 2-10 静脉注射喹胺醇后动学参数
Table 2-10 Pharmacokinetics parameters after injection kuianchun in vein

动 物 号
Animal number

药动学参数
Pharmacokinetics

parameters

单位
Unit

Z1 Z2 Z3 Z4 Z5

平均数
MEAN±AD

Dose mg/kg 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3

Co μg /mL 1.0033 0.9557 1.1626 0.8471 0.7140 0.9365±0.1684
A μg /mL 0.8984 0.7583 1.0570 0.5098 0.5701 0.7587±0.2030

B μg /mL 0.1049 0.1975 0.1057 0.3373 0.1439 0.1779±0.0866
α /h 5.8545 6.6242 6.2405 8.1652 6.1054 6.5980±0.8222
β /h 0.8626 1.1707 0.7218 1.4206 1.0991 1.0550±0.2437

T1/2α h 0.1184 0.1046 0.1111 0.0849 0.1135 0.1065±0.0117
T1/2β h 0.8034 0.5919 0.9601 0.4878 0.6305 0.6947±0.1869
K12 /h 1.6851 2.1219 2.0569 2.6546 1.9132 2.0863±0.3592

K21 /h 1.3846 2.2975 1.2233 4.1065 2.1081 2.2240±1.1477
Kel /h 3.6474 3.3755 3.6820 2.8248 3.1831 3.3426±0.3545
V1 l/kg 3.2891 3.4529 2.8385 3.8956 4.6216 3.6195±0.6759

VB l/kg 13..9075 9.9557 14.4796 7.7459 13.3847 9.1132±5.7592
CLB l/kg/h 11.9970 11.6553 10.4512 11.0041 14.7112 11.9638±1.6472

AUC mg/l·h 0.2751 0.2831 0.3158 0.2999 0.2243 0.2796±0.0379

FC 0.2365 0.3468 0.1960 0.5029 0.3453 0.3255±0.1194
TCP(ther) h 8.0634 8.4484 12.834 7.3391 8.7111 9.0792±2.1617
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图 2-10 静脉注射喹胺醇后药时曲线
Fig. 2.10 Fitting curve of concentration time profile of kuianchun in plasma after injection

kuianchun



中国农业科学院研究生院博士论文 第二章 喹胺醇药代动力学研究

26

表 2-11 猪单剂量口服喹胺醇后药代动力学参数
Table 2-11 Pharmacokinetics parameters after oral administration kuianchun

动 物 号
Animal number

平均数药动学参数
Pharmacokinetics

parameters

单位
Unit

K1 K2 K3 K4 K5 MEAN±SD

Dose mg /kg 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0 300.0

Co μg /ml 0.4113 0.5999 0.6384 0.6828 0.7056 0.6098±0.1124

Ka /h 0.2737 0.6263 0.9651 0.6601 0.4089 0.5708±0.2894

K /h 0.0563 0.0570 0.0395 0.0458 0.0755 0.0557±0.0125

T1/2 Ka h 2.5323 1.1065 0.7181 1.0498 1.6947 1.6297±1.1453

T1/2K h 12.3072 12.1541 17.5254 15.1367 9.1824 13.0892±3.2674

Tp h 7.2740 4.2096 3.4518 4.3438 5.2551 5.1994±2.0785

Cmax μg /ml 0.2731 0.4719 0.5570 0.5596 0.4811 0.4639±0.1269

AUC mg/l·h 7.3050 10.5220 16.1460 14.913 9.3494 11.5812±3.8488

Lagtime h 0 0 0 0 0.1875 0.0375±0.0839

TCP(ther) h 43.862 41.908 93.706 37.491 50.42 53.48±22.96

2.2.2.8 喹胺醇的生物利用度

喹胺醇的生物利用度用绝对生物利用度来表示，见公式2-5，计算得喹胺醇的绝对生物利用度

约为45.56%。

表2-12 喹胺醇的生物利用度

Table 2-12 Bioavailability of kuianchun

动物号

Number

口服剂量

Oral dose

静注剂量

Injection dose

口服曲线下面积

Oral AUC

静脉注射曲线下

面积

Injection AUC

生物利用度(%)

Bioavailability(%)

1 276.78 3.3 6.9757 0.2751 30.23

2 300.648 3.3 10.522 0.2831 40.80

3 300.72 3.3 16.146 0.3158 56.11

4 299.18 3.3 14.913 0.2999 54.85

5 300.28 3.3 9.3494 0.2243 45.81

MEAN 295.52 3.3 11.5812 0.2796 45.56

2.2.3 讨论

2.2.3.1 HPLC保留时间和吸收峰

喹胺醇溶解在本实验用流动相后，其紫外扫描结果显示分别在352nm、255nm、236nm处有三

个吸收峰。喹胺醇溶液再经RP-HPLC检测结果显示，236nm处杂质峰较多，影响了被检药物的特

征吸收峰，在352nm、255nm处均有特征吸收峰，且无其它杂质峰干扰，但相同浓度的样品在352nm

处的吸收峰峰高和曲线下面积均大于255nm处。因此，本实验检测波长选用了352nm。为避免实验

绝对生物利用度＝

Div × AUCoral

Doral × AUCiv

× 100% 公式 2-5
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误差，实验中选用乙酰甲喹作为内标，HPLC检测结果显示它的紫外吸收峰附近也没有明显杂质峰

干扰，而且稳定性较强。喹胺醇的保留时间在8.0±1.0 min左右，而内标乙酰甲喹的保留时间在4.0

±1.0 min左右，重复性较好。

在同类结构药物的高效液相检测中，由于实验条件不同，即使结构相似的同类药物HPLC检测

时，出峰波长和保留时间会略有差异，因此试验前均应做紫外扫描分析。喹噁啉药物喹乙醇在鱼

体内提取物的HPLC吸收峰在372nm处（艾晓辉，2003）；孙永学（1998）报道，用甲醇和水（12:88）

作为流动相，鸡饲喂喹乙醇后药代动力学的HPLC检测发现，血药提取物在356nm处有特征吸收峰。

李剑勇（2004）等报道，用甲醇和水（70:30）作为流动相，喹烯酮在鸡组织中提取物的HPLC特

征吸收峰则在312nm处。曹香林（2005）报道，用乙腈和水作流动相，鸡组织提取物中HPLC的特

征吸收峰在334nm处。邱银生（2003）等报道，用乙腈和水（20:80）作为流动相，喹赛多猪血浆

提取物的HPLC吸收峰在305nm处。邱银生（2003）报道，卡巴氧代谢物喹噁啉-2-羧酸亦在320nm

处有特征的HPLC紫外吸收峰。上述几种物质和喹胺醇一样，均属喹噁啉类不同铡链衍生化合物。

Anadon A（1990）等对喹乙醇在鸡体内的药代动力学和残留研究结果表明，喹乙醇亦在相近的波

长处有特征的HPLC吸收峰。痢菌净是另一种与喹胺醇相似结构的喹噁啉类药物，其HPLC的特征

吸收峰在365nm。由此可见，以喹叨嗪为母体结构的不同铡链的喹噁啉衍生化合物的HPLC特征吸

收峰对应的波长可能多在300-380nm之间。

2.2.3.2 单剂量给药后药代动力学模型

药物代谢动力学是揭示示药物在体内的动态变化规律，即药物或代谢产物在各种体液、组织

和排泄物中的水平随时间变化的过程（王广基，2005）。它是借助数学方法，根据体内药量和时

间的关系，建立相应的数学模型，求得相应的参数，从而描述药物体内过程的动态变化规律。本

实验中，给猪分别单次口服高剂量（300mg/kg 体重）和单次静脉注射低剂量（3mg/kg 体重）的

喹胺醇后，通过国产药代动力学软件MCPKP分析了喹胺醇在猪体内的药代动力学模型。结果显示，

单剂量口服喹胺醇后药代动力学符合一级一室开放模型，而单剂量静脉注射给药后其药代动力学

模型符合二室开放模型（陈章锐，1987）。药代动力学房室模型对应的函数表达式分别见公式2-6

和公式2-7所示。这与同类结构药物喹烯酮在猪体内的药代动力学研究结果相似（李剑勇，2001）。

但与鸡多次口服同类结构药物喹乙醇后，体内药代动力学数学模型一级二室开放模型（孙永学，

1998）不同。

2.2.3.3 单剂量口服喹胺醇后药代动力学参数

本实验结果显示，单剂量口服 300mg/kg 体重的喹胺醇后，其吸收半衰期 T1/ 2ka 为 1.6297 h，

消除半衰期 T1/2 k 为 13.0892 h，达峰时间 Tp 为 5.1994 h，最高浓度 Cmax 为 0.4639 μg/mL，曲线

下面积 AUC 也只有 11.5812 mg/L.h。这表明该剂量下，猪对喹胺醇的吸收和分布较快，但消除则

较慢。这可能与实验 48h 血液中还能检测到微量喹胺醇有一定关系。一般认为，消除半衰期在 8-24h

之间则为慢消除类药物，磺胺类药物就属于此类；小于 1h 的药物属超快速消除；1-4h 之间为快速

消除；4-8h 之间属中速消除。同类药物喹烯酮，猪口服 30mg/kg 体重的剂量时（李剑勇，2003），

其达峰时间和吸收半衰期均较大剂量口服喹胺醇的短。喹乙醇与喹胺醇相比分子量较小，鸡多次

口服 120mg/kg 体重的喹乙醇后，吸收半衰期 T1/2ka为 0. 63 h, 分布半衰期 T1/2α为 1.12 h, 平均达峰时

C＝C0e-0.0557t 公式 2-6

C＝0.7587e-6.5980t+0.1779 e-1.5550t 公式 2-7
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间(Tmax ) 为 1.19 h（孙永学，1998）。这说明喹乙醇、喹烯酮的吸收、分布均比喹胺醇快。但是，

本试验中的给药剂量却比二者高数倍，这可能是其达峰时间长和消除速率慢的主要原因。从血药最高

浓度来看，喹胺醇和同类结构药物喹烯酮一样均较低，这可能与药物的生物利用度低有关。喹胺醇在

组织内的分布量也很低，VL 仅占 VB 的 39.7%。前期研究结果表明，鸡连续口服 50mg/kg 体重的喹胺

醇 7d 后，组织内的残留量很少，最后一次给药 24h 后已用 RP-HPLC 技术检测不到原药的存在（张

力，2000；曹香林，2005），这与本研究中血液药物浓度低可能有一定的相关性。由此推测，靶

动物口服正常剂量的喹胺醇后，其吸收和分布可能较快；药物的吸收率和生物利用度均可能较低，

正常给药剂量下不会导致药物在组织内的大量残留。

2.2.3.4 单剂量静脉注射喹胺醇后药代动力学参数

喹胺醇分子量较喹乙醇、乙酰甲喹大，且几乎不溶于水，属亲脂性较高的化合物，很难找到

合适的溶媒将其配制成能够在体内使用的注射液，这给静脉注射研究药代动力学造成很大困难。

本试验中，用水和乙醇为溶剂，甘油助溶，将喹胺醇配制成浓度较低的溶液，进行了静脉推注给

药后的代谢动力学试验。结果显示，静脉推注给药后，分布半衰期 T1/2α仅为 6.39min，消除半衰

期 T1/2β为 0.6947h，说明静脉注射喹胺醇后，其分布较快，消除时间相对于口服给药却很短。中

央室分布容积(VL)占总体分布容积(VB)的比例较小，说明药物可能在机体内的分布较广，这还有

待进一步研究证实。结果提示，喹胺醇在猪体内的消除可能较其它同类产品慢。

2.2.3.5 喹胺醇的生物利用度

上文看到，由于缺乏溶媒，所以分析喹胺醇的生物利用度相对较难。药物生物利用度的高低，

是反应机体吸收和利用药物的程度，一般可用相对生物利用度和绝对生物利用度来表示（王广基，

2005）。本试验中二种给药途径所用药物剂量相差较大，所以只能采用绝对生物利用度的计算法，

在假定两种给药途径下消除率相同时，对喹胺醇在猪体内的利用情况进行了推测和评估。结果显

示，口服喹胺醇后其绝对生物利用为 45.56%。据文献报道，生物利用度在 80%以上，可视为吸收

较好，在 60%以下则视为吸收较差。上述结果提示，口服喹胺醇生物利用度低、血药浓度低等可

能与吸收较差有关。

2.2.3.6 实验方法

本实验中，为了减少实验过程中人为因素和其它不稳定因素所引起的误差对结果的影响，选

用了内标法进行检测。分别利用批内和批间精密度、准确度对试验方法进行了评估，结果批内精

密度为 2.27±1.64%、准确度为 2.99±1.67%，批间精密度为 3.55±1.48%、准确度为 6.17±3.41%，批

内 RSD 小于 6，批间 RSD 小于 8。回收率分别用样品回收率和方法回收率进行了评估，结果显示

二者分别为 74.47±15.8%和 107.43±12.69%。在标准曲线的制作中，由于血药浓度较低，因此采用

高、低两个浓度范围，低浓度标准曲线的 R2=0.9952，高浓度的标准曲线 R2=0.9977。由上述指标

可见，样品的提取率虽然较低，可能会影响样品的准确性，但 RP-HPLC 检测方法较为稳定。

综上所述，无论是静脉小剂量注射、还是大剂量口服喹胺醇后，其吸收均较快、分布均较快，

但高剂量口服后的消除较慢，血药浓度均相对较低，生物利用度亦很低、吸收较差；这与同类结

构药物喹烯酮相似，但和喹乙醇相差较大，推测这可能是药物毒性低的原因之一；猪单次口服

300mg/kg 体重的喹胺醇后，药代动力学符合一室开放数学模型，而静脉注射低剂量的喹胺醇后，

药代动力学符合二室开放数学模型；在波长 352nm 处，HPLC 检测时紫外吸收峰曲线下面积较大、

峰高也较好，且该实验检测方法较为稳定，建议可用于该药的临床安全性检测和质量制定的参考

方法之一。
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2.3 喹胺醇在猪体内排泄

2.3.1 材料与方法

2.3.1.1 药品与试剂

喹胺醇由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药研究室提供，纯度为98.7%，本实验室

再行纯结晶后纯度为99.7%。乙酰甲喹，由中国兽药监察所提供。乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂

均为国产分析纯。

2.3.1.2 主要仪器

Waters高效液相色谱仪（Waters）；Beckman JP-6型大容量低温离心机（Beckman）；岛津

LIBROR L-1600TP型万分之一天秤（Shimadzu），Mettler Tdedo AX205分析天平（Mettler），过

滤柱（天津）。

2.3.1.2 实验动物

健康长白×约克夏杂交二元仔猪6头，雄性阉割，体重20±3.0 kg，正常免疫，购自甘肃省原种

猪场。试验饲料均为自配，以玉米、麸皮和豆粕为主，不添加任何其它药物。

2.3.1.3 给药途径与剂量

试验猪购来后，分笼饲养，用自配饲料饲喂10d后，再行正式试验。口服给药，将药物装入小

胶囊后，通过导管用水直接冲入胃中，剂量为300mg/kg 体重；静脉给药，将配制好的喹胺醇溶液

通过耳缘静脉注入体内，剂量为3.0mg/kg 体重。口服和静脉注射均为单剂量。给药前12h禁食不

禁水。

2.3.1.4 样品采集

分别在口服给药前及给药后0, 0~4, 4~8, 8~12, 12~16, 16~24, 24~48, 48~72、72~96、96~120h，

收集每个动物的尿，并记录尿量，装入瓶中，-80℃冰箱保存待用；并在0, 0~12, 12~24, 24~36, 36~48,

48~72, 72~96 h，收集每个动物的全部粪便，称重并记录，-80℃冰箱保存待用。

2.3.1.5 测试条件

Waters高效液相色谱仪系列：Waters 510型泵，480型紫外检测器，U6K型进样阀，AST型数

据处理仪；固定相为Kromasil C18色谱柱(256×4.6mm，5μ)，天津市航程科技仪器有限公司提供；

流动相为乙腈-水(40:60)，流速1.0mL·min-1，柱温30.0 ±0.5℃，检测波长352nm，内标为乙酰甲喹。

2.3.1.6 尿中药物提取

（1）准确量取各时点尿样品2.0 mL，精确加入内标乙酰甲喹(浓度60μg/mL)100μL，涡旋振荡

5 min；（2）加400μL 0.1mol/L 的盐酸，涡旋振荡5 min；（3）加1.0 mL饱和(NH4)2SO4 涡旋振荡

10 min；（4）加提取液(乙腈：乙酸乙酯：异丙醇=60：40：4) 8.0 mL，涡旋振荡20 min；（5）4 000

rpm离心20 min，取上层有机相于棕色离心管中；（6）余液加8.0 mL提取液，涡旋振荡20 min；（7）

4 000 rpm离心20 min，取上层有机相于前棕色离心管中；（8）余液再加8.0 mL提取液，涡旋振荡
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20 min；（9）4 000 rpm离心20 min，取上层有机相于前棕色离心管中；（10）合并三次提取有机

相；（11）用针筒式水型萃取柱缓慢过滤后，60℃水浴中氮气缓慢吹干；（12）残渣-20℃保存待

测；（13）整个过程避光操作；（14）测试前，将残渣用流动相500μL溶解，用0.22μm的针筒式

过滤器过滤后，取20μl 进样，做RP-HPLC检测。

2.3.1.7 粪样中药物提取

（1）准确称取粪样3.0 g，加3.0mL 0.9%的NaCl溶液，匀浆5 min。（2）精确加入内标乙酰甲

喹(浓度60μg/mL)250μL，涡旋振荡5 min；（3）加600μL 0.1mol/L 的盐酸，涡旋振荡5 min；（4）

加6.0 mL饱和(NH4)2SO4 涡旋振荡10 min；（5）加提取液(乙腈：乙酸乙酯：异丙醇=60：40：4) 12.0

mL，涡旋振荡20 mins；（6）4 000 rpm离心25 min，取上层有机相于棕色离心管中；（7）余液加

12.0 mL提取液，涡旋振荡20 min；（8）4 000 rpm离心25 min，取上层有机相于前棕色离心管中；

（9）余液加12.0 mL提取液，涡旋振荡20 min；（10）4 000 rpm离心25 min，取上层有机相于前棕

色离心管中；（11）合并三次提取有机相；（12）用针筒式水型萃取柱缓慢过滤后，60℃水浴中

氮气缓慢吹干；（13）残渣-20℃保存待测；（14）整个过程避光操作；（15）测定前，将残渣用

流动相500μL溶解，用0.22μm的针筒式过滤器过滤后，取20μl 进样，做RP-HPLC检测。

2.3.1.8 数据处理

用SPSS 11.0软件计算各相应数据均数MEAN±SD间的差异显著性。

2.3.2 结果

2.3.2.1 尿样中喹胺醇的排泄

2.3.2.1.1 尿样线性范围与检测灵敏度

仍采用内标法，分别建立低、高两个浓度范围，浓度分别为 0.2784~1.9720μg/2mL、

3.0160~23.9830μg/2mL，见表 2-13。分别在 16 个试管中，准确量取 2.0mL 空白尿，按设计浓度分

别加入喹胺醇标准品，涡旋振荡 20 mins 后。再按上述样品提取过程分别处理，做 RP-HPLC 测定。

以喹胺醇标准品曲线下面积和内标曲线下面积比值与喹胺醇标准品浓度间进行线性回归（图 2-11

和 2-12），线性方程分别如下：

Y＝12.7785X－0.0634，R2＝0.9706，n＝8，（0.2784~1.9720μg/2mL）；

Y＝5.4259X＋2.7031，R2＝0.9936，n＝8，（3.0160~23.9830μg/2mL）

最低检出浓度为 0.2784μg/mL，最低检测量为 10ng。

2.3.2.1.2 尿精密度和准确度

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为0.3712、0.696、3.016、12.992μg/2mL的标准空白尿样，

每个浓度各三个平行，精确加入内标，再按尿样品处理法依次处理和检测。分别进行日内和日间

精密度和准确度的分析。准确度计算方法见公式2-1，是用测得浓度与理论浓度差值的绝对值与理

论浓度的比值百分比表示；精密度计算方法如公式2-2，用测得值的标准偏差与理论浓度比值的百

分比表示。由表2-16可见，日内精密度RSD为4.36%，日内准确度为12.61%；由表2-17可见，日间

精密度RSD为7.49%，日间准确度为16.75%。
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表 2-13 尿标准曲线浓度

Table 2-13 The concentration of calibration in urine

序号

Sequence
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

浓度（μg/mL）

Concentration

（μg/mL）

0.2784 0.3712 0.4988 0.6032 0.696 0.8004 0.9976 1.972 3.016 4.002 5.974 8.004 12.992 15.979 19.981 23.983

AUCk/AUCi 0.016 0.0338 0.0443 0.0522 0.0636 0.0749 0.0918 0.1494 0.1848 0.2362 0.5016 1.0373 1.8868 2.3948 3.0027 4.0819

图 2-11 尿低浓度标准曲线
Fig. 2-11 Calibration curves of low concentration in urine
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图 2-12 尿高浓度标准曲线
Fig. 2-12 Calibration curves of high concentration in urine
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表 2-14 尿样品回收率
Table 2-14 recovery of urine sample

标准尿样浓度(μg/mL)
Standard concentration in

urine(μg/mL)

回收率（%）
Recovery (%)

MEAN±SD

0.6032 20.42±3.34
1.9720 19.68±4.54
3.0160 16.12±3.02

5.9740 14.21±3.46

17.61±2.94

表 2-15 尿方法回收率
Table 2-15 Method Recovery of urine

标准尿样浓度(μg/mL)
Standard concentration in

urine(μg/mL)

回收率（%）
Recovery (%)

MEAN±SD

0.6032 28.13±1.23
1.9720 24.19±10.00
3.0160 15.53±0.41

5.9740 15.04±2.04

20.72 ±3.42
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表 2-16 尿日内精密度和准确度

Table 2-14 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of intra-day in urine

理论浓度(μg/mL)

Theoretical

concentration

测得浓度(μg/mL)

Calculated

concentration

SD

精密度

Precision

RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.3712 0.4216 0.015 3.56 13.57

0.696 0.7736 0.0831 10.74 12.74

3.016 3.6855 0.0478 1.30 22.20

12.992 12.7703 0.2364 1.85

4.36

1.93

12.61

表 2-17 尿日间精密度和准确度

Table 2-15 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of inter-day in urine

理论浓度(μg/mL)

Theoretical

concentration

测得浓度(μg/mL)

Calculated

concentration

SD
精密度

Precision RSD(%)
MEAN

准确度

Accuracy
MEAN

0.3712 0.3487 0.0576 16.5 12.51

0.696 0.8230 0.0421 5.12 18.25

3.016 3.9440 0.0561 1.42 30.77

12.992 12.2818 0.8510 6.93

7.49

5.46

16.75

2.3.2.1.3 尿回收率测定

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为 0.6032、1.972、3.16、5.974μg/mL 的标准空白尿样品，

各浓度三个平行，精确加入与样品提取时相当量和浓度的内标，依样品处理法和检测操作；再将

喹胺醇质控样品配制成上述浓度的流动相溶液，各浓度三个平行，加入相应内标，上机检测。样

品回收率以测得原药的标准尿样中的曲线下面积和测得流动相中相应浓度的样品曲线下面积比值

的百分比来表示，见公式 2-3。如表 2-14 所示，测得四个浓度的样品回收率由低到高分别为 20.42±

3.34%、19.685±4.54％、16.12±3.02％、16.12±3.02％，平均值为 17.61±2.94%。方法回收率用尿样

样中喹胺醇标准品曲线下面积和内标曲线下面积的比值与流动想中喹胺醇标准品曲线下面积和内

标曲线下面积的比值的比的百分比表示，见公式 2-4。如表 2-15 所示，测得四个浓度的方法回收

率由低到高分别为 28.13±1.23％、24.19±4.23％、15.53±0.41％、15.04±2.18％，平均值为 20.72 ±3.42

％。

2.3.2.1.4 HPLC线性行为

由图2-13可见，A为空白尿样品中加入内标后的HPLC色谱图，B为空白尿中加入了内标和喹

胺醇的标准样品的HPLC色谱图，C为口服给药后一头猪的尿样品中喹胺醇的HPLC色谱图。内标

的保留时间为4.45±0.50 min，喹胺醇的保留时间为8.13±0.50 min。由图中可以看出，在内标和喹

胺醇处，杂质峰的干扰较少。C图可见，喹胺醇吸收峰之后又有一个小的吸收峰出现，可能为喹

胺醇的同分异构体，也可能为代谢物。
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2.3.2.1.5 尿样品中药物浓度

由表2-18可以看出，尿液中药物的含量同样很低，但48-72h的尿液中可检测出喹胺醇原药的

存在，说明一部分药以原型结构从尿中排出；由表2-19可以看出，从尿液中排出药物的总量很少，

只占口服药物总量的0.31%。而静脉注射给药后，在试验动物的尿液中没有检测到喹胺醇原药的存

在。如图2-14所示，尿药浓度随时间变化与血药浓度相似。
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图 2-13 A 为空白尿加内标的 HPLC 色谱图，B 为空白尿加内标和喹胺醇的 HPLC 色谱图，C 为口服
给药后一头猪的 HPLC 色谱图。
Fig. 2-13 Chromatograms for (A) blank urine with internal standard (B) blank urine with internal standard and
kuianchun (C) urine obtained from a pig at 4 h after oral administration kuianchun

A

M
eq

ui
nd

ox

-10

725

(m
v）

M
eq

ui
nd

ox

ku
ia

nc
hu

n

B

17
.0

(m
in

)

0.
00

-10

725

(m
v）

M
eq

ui
nd

ox

ku
ia

nc
hu

n

C

17
.0

(m
in

)

0.
00

-112

2113

(m
v）



中国农业科学院研究生院博士论文 第二章 喹胺醇药代动力学研究

34

表 2-18 口服给药后各检测点尿中喹胺醇浓度（μg/2ml）

Table 2-18 The kuianchun concentration in urine after oral administration at every examined time

动物号

animal number

时间（h）

Time(h)

1 2 3 4 5

MEAN±SD

0~5 4.3949 3.2475 4.3017 0.5116 4.5314 3.3974±1.69

5~8 7.8224 4.3927 8.0148 19.3402 5.8166 9.0773±5.93

8~12 9.4432 8.2895 16.4913 10.7855 5.4690 10.0957±4.08

12~24 8.4003 7.9231 8.5762 5.6893 8.8613 7.8900±1.28

24~36 6.3498 8.6721 9.1900 9.2717 7.5757 8.2119±1.24

36~48 4.4459 4.2219 4.8365 5.0694 3.4913 4.4130±0.61

48~72 0.1500 1.5647 0.7059 3.5875 3.8672 1.9751±1.68

72-96 － － － － － －

96~120 － － － － － －

注：“－”表示未检测到原药喹胺醇

表 2-19 尿中喹胺醇的回收率

Table 2-19 Recovery ratio of kuianchun from urine after oral administration

序号

（No）

体重

（KG）
回收总量（mg）

总药量

（mg）

回收率

（%）

1 21.0 18.22 5812.300 0.31

2 19.0 18.47 5712.200 0.32

3 22.0 23.97 6615.800 0.36

4 20.0 22.49 5983.500 0.38

5 20.0 10.74 6005.600 0.18

MEAN 0.31

2.3.2.2 喹胺醇随粪排泄

2.3.2.2.1 粪样线性范围与检测灵敏度

采用内标法，建立低、中、高三个浓度范围，分别为 0.2784~1.9720μg/3g、9.5325~99.9750μg/3g、

149.9625~755.0μg/3g（见表 2-19）。分别在 24 个试管中，准确称取 3g 空白粪样，按设计浓度分

别加入喹胺醇标准品，涡旋振荡 20 min 后。再按上述样品提取过程分别处理，做 RP-HPLC 测定。

以喹胺醇标准品曲线下面积和内标曲线下面积比值与喹胺醇标准品浓度间进行线性回归（图
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图 2-14 尿样中喹胺醇原药浓度随时间变化曲线

Fig. 2-14 Fitting curve of concentration time profile of kuianchun in urine

after oral administration kuianchun
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2-11），线性方程分别如下：

Y＝10.1490X＋0.0817 R2＝0.9983 浓度范围：0.1008~9.9975μg/3g n＝9；

Y＝11.891X－2.345 R2＝0.9956 浓度范围：9.5325~99.9750μg/3g n＝9

Y＝7.9236X＋77.1990 R2＝0.9898 浓度范围：149.9625~755.0μg/3g n＝8

最低检出浓度为 0.1008μg/3g，最低检测量为 10ng。

表 2-20 粪样品标准曲线

Table 2-20 Parameters of kuianchun calibration in feces

样品号

Sequence

浓度(μg/3g)

Concentration(μg/3g)
AUCk/AUCn

样品号

Sequence

浓度(μg/3g)

Concentration(μg/3g)
AUCk/AUCn

1 0.1008 0.0109 13 49.9875 4.7907

2 0.2496 0.0198 14 65.1000 5.4736

3 0.4991 0.0496 15 79.8250 7.0253

4 0.9998 0.0715 16 99.9750 8.4203

5 1.9995 0.1634 17 149.9625 10.6052

6 3.9990 0.4119 18 224.7500 21.3034

7 5.9985 0.5936 19 299.9250 28.4204

8 9.5325 0.9233 20 349.9125 34.7148

9 9.9975 0.9721 21 403.7250 39.4004

10 19.9950 1.8526 22 475.8500 45.3628

11 29.9925 2.7376 23 549.4750 59.0081

12 39.9125 3.5823 24 775.0000 90.7063
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图 2-15 A 为低浓度粪标准曲线，B 为中浓度

粪标准曲线，C 为高浓度粪标准曲线

Fig. 2-15 The calibration curves of kuianchun in

feces. A for low concentration, B for

mid-concentration and C for high concentration
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2.3.2.2.2 粪样品检测精密度与准确度

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为0.9998、1.9995、9.9975、29.9925μg/3g的标准空白

粪样品，各三个平行，精确加入内标，样品处理和检测依上法操作分别进行日内和日间精密度和

准确度的分析。准确度计算方法如公式2-1，用测得浓度与理论浓度差值的绝对值与理论浓度的比

值百分比表示；精密度计算方法如公式2-2，用测得值的标准偏差与理论浓度比值的百分比表示。

由表2-22可见，日内精密度RSD为5.33%，日内准确度为24.9%；由表2-23可见，日间精密度RSD

为7.71%，日间准确度为25.11%。
表 2-21 粪日内精密度和准确度

Table 2-21 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of intra-day in feces
理论浓度(μg/mL)

Theoretical
concentration

测得浓度(μg/mL)
Calculated

concentration
SD

精密度
Precision
RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.9998 0.6643 0.0492 4.92 33.56

1.9995 2.3304 0.1327 6.64 16.55

9.9975 6.2117 0.2844 2.83 37.87

29.9925 33.4802 2.0732 6.91

5.33

11.63

24.90

表 2-22 粪日间精密度和准确度
Table 2-22 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of inter-day

理论浓度(μg/mL)
Theoretical

concentration

测得浓度(μg/mL)
Calculated

concentration
SD

精密度
Precision
RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.9998 0.7383 0.0568 7.96 26.15

1.9995 2.2827 0.1156 5.25 14.16

9.9975 5.7354 0.5569 9.13 42.63

29.9925 24.7395 2.1414 8.51

7.71

17.52

25.11

2.3.2.2.3 粪回收率测定

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为0.9998、5.9985、9.9975、49.9925μg/3g的标准空白粪样

品，各三个平行，精确加入与样品提取时相当量和浓度的内标，依样品处理法和检测操作；再将

喹胺醇质控样品配制成上述浓度的流动相溶液，各三个平行，加入相应浓度的内标，上机检测。

回收率以测得标准粪样中喹胺醇的曲线下面积和测得流动相中相应浓度的喹胺醇的的曲线下面积

比值的百分比来表示，见公式2-3。如表2-23所示，测得四个浓度的样品回收率由低到高分别为

82.26±2.21%、79.07±2.53％、72.03±4.49％、59.95±10.17％，平均值为72.33±4.85%。方法回收率

表 2-23 粪样品回收率

Table 2-23 Sample Recovery of feces

标准粪样浓度(μg/mL)

Standard concentration

in blood(μg/mL)

MEAN±SD
回收率（%）

Recovery (%)

0.9998 82.26±2.21

5.9985 79.07±2.53

9.9975 72.03±4.49

49.9925 59.95±10.17

73.33±4.85

表 2-24 粪方法回收率

Table 2-24 Method recovery of feces

标准粪样浓度(μg/mL)

Standard concentration

in blood(μg/mL)

MEAN±SD
回收率（％）

Recovery (%)

0.9998 95.08±0.26

5.9985 86.45±1.78

9.9975 84.07±6.22

49.9925 67.34±6.14

83.24 ±3.60
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用粪样中喹胺醇标准品曲线下面积和内标曲线下面积的比值与流动想中喹胺醇标准品曲线下面积

和内标曲线下面积的比值的比的百分数表示，见公式2-4。如表2-24所示，测得四个浓度的方法回

收率由低到高分别为95.08±0.26％、86.45±1.78％、84.07±6.22％、67.34±6.14％，平均值为83.24

±3.60%。

2.3.2.2.4 HPLC线性行为

图 2-16 A 为空白粪样品的 HPLC 色谱图，B 为口服给药后一头猪的粪样品中喹胺醇的 HPLC

色谱图。内标的保留时间为 5.0±1.5 min，喹胺醇的保留时间为 11.0±1.5 min。由图中可以看出，

在内标和喹胺醇处，杂质峰对其干扰很小；在喹胺醇峰之后，也有一个小的吸收峰出现，但不明

显，与尿和血中的 HPLC 检测结果相似，均可能为同分异构体或代谢产物。

2.3.2.2.5 粪中喹胺醇含量

由表2-25和图2-17可见，口服喹胺醇后，在12-24h的粪中，喹胺醇原药的浓度最高，36-72h粪

中，喹胺醇的浓度很低。粪中喹胺醇的回收率为53.76%。而静脉注射后的试验动物粪中用HPLC

法检测不出喹胺醇原药的存在。
表 2-25 口服喹胺醇后粪排泄物中浓度（μg/3g）

Table 2-25 Concentration of kuianchun in feces after oral administration
时间（h） 1 2 3 4 5 MEAN±SD

0~12 2230.22 3105.78 764.10 14561.93 3145.77 4761.56±5562.98
12~24 39613.15 66877.54 29328.14 22213.28 45124.63 40631.35±17154.28
24~36 1688.24 553.56 757.16 636.51 369.16 800.926±515.72
36~48 64.18 42.99 113.55 95.93 36.44 70.618±33.38
48~72 18.6275 28.5186 2.1242 10.0384 7.6473 13.3912±10.34
72~96 － － － － － －

96~120 － － － － － －

注：“－”表示未检测到原药喹胺醇
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图 2-16 A 为空白粪样的色谱图，B 为口服喹胺醇后的色谱图
Fig. 2-16 Chromatograms for (A) blank feces. (B) feces after oral administration kuianchun
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表 2-26 不同时段粪中喹胺醇的回收量

Table 2-26 Recovery volume of kuianchun in feces at every period time

序号

Sequence
0~12h 12~24h 24~36h 36~48h 48~72h

回收总量（mg）

Recovery sum

volume

给药量（mg）

Sum drug volume

1 341.22 3327.50 189.65 3.7009 2.4526 3864.52 5812.37

2 100.41 3522.44 54.62 4.5000 0.8000 3682.77 5712.27

3 50.43 2639.53 104.74 6.624 0.1862 2801.51 6615.87

4 1456.19 910.74 30.13 2.3983 0.6023 2400.06 5983.57

5 285.22 3023.35 14.77 2.58 0.8488 3326.77 6005.67

表 2-27 不同时段粪中喹胺醇的回收率(%)

Table2-27 Recovery ratio of kuianchun in feces at each period

时点（h）

Time(h)
3 5 6 7 10 MEAN

0~12 5.87 1.76 0.76 24.34 4.75 7.505

12~24 57.25 61.67 39.90 15.22 50.35 44.88

24~36 3.26 0.96 1.58 0.50 0.25 1.31

36~48 0.06 0.08 0.10 0.04 0.04 0.064

48~72 0.04 0.01 0 0.01 0.01 0.014

SUM 66.48 64.48 42.34 40.11 55.4 53.76

2.3.3 讨论

2.3.3.1 HPLC 曲线行为

本试验中猪排泄物粪和尿中的HPLC检测条件仍同血液中喹胺醇的检测一样，选用352nm为检

测波长。检测结果显示，尿样和粪样中喹胺醇原药的保留时间各个样品间有一定差异，即使同一

样品不同提取批次也存在较大差异，如尿样提取物中喹胺醇的保留时间一般在6.49~8.40 min之间，

粪样中喹胺醇的保留时间误差范围为±1.5min。但由图2-13和图2-16可见，在内标和喹胺醇吸收峰

附近，并无其它明显的杂质峰影响，这说明保留时间的误差不会影响药物检测的准确度。

2.3.3.2 方法稳定性

尿标准曲线的制作分两个范围，相关系数比较理想，R2分别为0.9706和0.9936，但最低检出浓

度较高为0.2784/2mL。日内和日间精密度RSD分别为4.36%和7.49%，均小于8；准确度分别为12.61%

图 2-17 粪样品中喹胺醇浓度随时间变化的曲线
Fig. 2-17 Curve of drug concentration-time in fece after oral administration
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和16.75%。但尿样的方法回收率和样品回收率均较低，分别为20.72%和17.61%。该结果提示，本

实验方法虽然可在尿样中检测出喹胺醇原药的存在，但方法相关指标均较低，没有达到药物分析

所要求的指标。因此，对喹胺醇在尿液中的排泄量的检测还需大量实验，进行尿样中喹胺醇最佳

提取方法的摸索。

粪样标准曲线用了三个浓度范围，从低到高的相关系数R2分别0.9983、0.9956、0.9898，较为

理想，最低检出浓度为0.1008μg/3g，可见检测灵敏度和稳定性较尿样好。粪样品中喹胺醇的提取

率为72.33%，方法回收率为83.24%；日内和日间精密度RSD分别为5.33%、7.71%，日内和日间准

确度分别为24.9%和25.11%。可见，粪样品的处理方法和检测方法虽然不及血液样品中喹胺醇的

RP-HPLC检测，但优于尿样提取方法。

2.3.3.3 喹胺醇的排泄

外源性药物无论是通过血管外给药，还是血管内给药，进入机体后的消除（elimination）一般

依靠二种途径：一是不经任何代谢转化而直接以原药的形式排出体外；另一种是在肝脏等组织中，

经代谢酶催化作用，代谢转化而产生新的物质，代谢物部分可能仍然以原型、部分可能以其它代

谢物的形式排出体外。药物消除是研究药物体内过程的一个重要方面，它和吸收（absorption）、

分布（distribution）、代谢（metabolism）一起组成了药物代谢全过程。消除的药物一般排出体外。

通常药物排泄（excretion）有三条途径：经肾随尿排出、随胆汗排出、随粪便排出。

本实验结果表明，喹胺醇进入机体后，被吸收的药物有一部分经过肾脏以原药的形式随尿排

出体外，但尿中喹胺醇的浓度很低，在8~12h之间尿药浓度最高为10.10mg/2mL。口服300mg/kg 体

重的喹胺醇后，原药在尿中的变化曲线与血药浓度-时间曲线相似，但达峰时间相对滞后，同时在

24~36h之间又出现了一个小峰（见图2-14），即有双峰现象，具体原因有待进一步研究。喹胺醇随

尿的排泄率为0.31%，可以忽略不计。分析认为可能性的原因：（1）喹胺醇以原药的形式随尿排泄

本身就很少，主要途径不是经肾随尿排泄；（2）由于样品的前期处理方法回收率低，可能导致检

出率也很低；（3）喹胺醇可能转化为其它代谢物经肾脏排泄；（4）喹胺醇的生物利用度低。同类

药物喹烯酮也有这种现象，即用HPLC法检测不到喹烯酮在尿中以原药的形式存在或浓度很低（李

剑勇，2001）。这与喹诺酮类药物的排泄不同，喹诺酮药物大部分是经肾脏随尿排出体外（李建

晴，2002）。

猪单剂量口服喹胺醇后，粪样中药物浓度较高，12-24h的粪样品中喹胺醇原药浓度最高可达

40.63mg/3g。粪样品中喹胺醇的排泄高峰期比尿中的排泄高峰期滞后4h。喹胺醇从粪中排泄的总

量占总给药量的53.76%。这表明口服给药后约50%的喹胺醇以原药随粪便直接排出体外；也可能

粪中的部分药物是随胆汁进入肠道和粪便一起排出，需具体实验数据验证。据报道，口服喹烯酮

后随粪便排出的药量占总给药量的90%以上，这与本试验中喹胺醇随粪排泄量有较大差距（李剑

勇，2001）。口服喹胺醇后，除随粪和尿排出54%的原药外，还有46%的喹胺醇可能转化为其它

产物而被代谢，但尚无法用目前的研究数据证明，推测可能是在机体内被转化为其它代谢物，并

被消除。因此，进一步研究喹胺醇的体内外生物转化非常必要。

综上所述，喹胺醇的排泄主要依靠胃肠道直接排出体外；试验动物吸收的喹胺醇部分可以经

肾脏随尿排出体外；部分药物进入机体后，可能转化为中间代谢产物被试验动物重新利用或被排

泄。
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2.4 多剂量口服喹胺醇在鸡体内药代动力学研究

2.4.1 材料与方法

2.4.1.1 药品与试剂

喹胺醇原料药由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药研究室提供，经本实验纯结晶

纯化后，纯度为99.7%，作为试验用药，将其装入胶囊，供试；纯结晶16次后，检测其纯度达99.97%，

作喹胺醇标准品使用；乙酰甲喹，由中国兽药监察所提供；乙腈、甲醇为HPLC级（天津化工试剂

公司）；其余试剂均为国产分析纯。

2.4.1.2 实验动物

35日龄健康AA肉仔鸡16只，体重1.5±0.3kg，购自甘肃省华陇种鸡场，正常免疫。试验鸡购来

后，在本试验室动物房饲喂适应15d之后，再进行正式试验。实验饲料为自配，主要组成有玉米、

豆粕、棉粕、菜粕、油等，不添加任何其它药物，自由饮水。

2.4.1.3 给药途径

每只鸡给药前12h禁食不禁水。喹胺醇胶囊放入舌根，让其自然吞咽，剂量为100 mg/kg 体重，

连续用药7d。

2.4.1.4 采样

分别在最后1次给药后的0.5h、1h、2h、4h、8h、12h、16h、24h、36h、48h从翅静脉采血2.5mL，

肝素抗凝，2 800 rpm离心15min，分离血浆，-20℃冰箱保存待用。

2.3.1.5 测试条件

Agilant 1100型高效液相色谱仪系列：Agilant分析型泵系统G1312A，G1315A/B二极管阵列检

测器(DAD)检测器，G1313A微盘式自动进样器，G1316A柱温箱，CAG Bootp Server数据采集、控

制和处理工作站；Agilant系列ZORBAX Eclipse XDB C18色谱柱(256×4.6mm，5μm)；流动相为乙

腈-水(40:60)，流速1.0mL·min-1，柱温30.0 ±0.5℃，检测波长352nm，内标为乙酰甲喹。

2.3.1.6 样品处理

（1）准确取血浆样品1.0 mL，精确加入内标乙酰甲喹(浓度60μg/mL)100μL，涡旋振荡5 min；

（2）加100μL 0.1mol/L 的盐酸，涡旋振荡5 min；（3）加1.0 mL饱和(NH4)2SO4 涡旋振荡10 min；

（4）加提取液(乙腈：乙酸乙酯：异丙醇=60：40：4) 4.0 mL，涡旋振荡20 min；（5）4 000 rpm

离心20 min，取上层有机相于棕色离心管中；（6）余液加4.0 mL提取液，涡旋振荡20 min；（7）

4 000 rpm离心20 min，取上层有机相于前棕色离心管中；（8）余液加2.0 mL提取液，涡旋振荡20

min；（9）4 000 rpm离心20 min，取上层有机相于前棕色离心管中；（10）合并三次提取的有机

相，60℃水浴氮气缓慢吹干；（12）残渣-20℃保存待测；（13）整个过程避光操作；（14）测定

前，将残渣用流动相500μL溶解，用0.22μm的针筒式过滤器过滤后，取20μl 进样，RP-HPLC检测。

2.3.1.7 数据处理

实验数据采用中国农业科学院原中兽医研究所编制的MCPKP药代动力学程序处理，求得各例

的药代动力学参数及平均值，比较动力学特征参数。
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2.4.2 结果

2.4.2.1 线性范围与检测灵敏度

采用内标法，分别建立低、高两个浓度范围，浓度分别为 0.020~0.600μg/mL、0.6~6.40μg/mL

见表 2-30。分别在 14 个试管中，准确量取 1.0mL 空白血浆，按设计浓度分别加入喹胺醇标准品，

分别涡旋振荡 20min 后。再按上述样品提取过程分别处理，做 RP-HPLC 测定。以喹胺醇标准品

曲线下面积和内标曲线下面积比值与喹胺醇标准品浓度间进行线性回归，标准曲线见图 2-18 和图

2-19，线性方程分别如下：

Y=0.8068X－0.0075 R2=0.9900，n=8（0.020~0.600μg/mL）

Y=0.8569X＋0.1200 R2=0.9919，n=7（0.60~6.40μg/mL）

最低检出浓度为 0.0200μg/mL，最低检测量为 10ng。

2.1.2.2 精密度和准确度试验

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为0.06、0.40、1.60、6.40μg/mL的标准血浆样品各三个平行，

配制0.04、0.20、1.00、4.80μg/mL的标准血浆样品各三个平行，精确加入内标，样品处理和检测依

上法操作，分别进行日内、日间精密度和准确度的分析。准确度计算方法如公式2-1，是用测得浓

度与理论浓度差值的绝对与理论浓度的比值百分数表示；精密度计算方法如公式2-2，用测得值的

标准偏差与理论浓度比值的百分数表示。由表2-31可见，日内精密度RSD为3.36%，日内准确度为

15.23%；由表2-32可见，日间精密度RSD为2.84%，日间准确度为6.58%.

2.1.2.3 回收率测定

分别将喹胺醇质控样品配制成浓度为 0.32、1.60、4.80、12.80μg/mL 的标准血浆样品，各三

个平行，精确加入与样品提取时相当量和浓度的内标，依样品处理法和检测操作。回收率以测得

标准血样的曲线下面积和测得流动相中相应浓度的样品的曲线下面积比值的百分比来表示，见公

式 2-3。如表 2-28 所示，测得四个浓度的样品回收率由低到高分别为 76.77±14.91%、62.37±12.06%、

73.47±7.22％、72.53±8.95％，平均值为 71.29±5.80%。方法回收率用血样中喹胺醇标准品曲线下

面积和内标曲线下面积的比值与流动相中喹胺醇标准品曲线下面积和内标曲线下面积的比值的比

值的百分数表示，见公式 2-4。如表 2-29 所示，测得四个浓度的方法回收率由低到高分别为

125.51±10.05％、95.42±9.46％、101.45±9.65％、110.79±6.72％，平均值为 108.29 ±14.25％。

表 2-28 粪样品回收率

Table 2-28 Sample Recovery of feces

标准粪样浓度(μg/mL)

Standard concentration

in blood(μg/mL)

MEAN±SD
回收率（%）

Recovery (%)

0.32 76.77±14.91

1.60 62.37±12.06

4.80 73.47±7.22

12.80 72.53±8.95

71.29±5.80

表 2-29 粪方法回收率

Table 2-29 Method recovery of feces

标准粪样浓度(μg/mL)

Standard concentration

in blood(μg/mL)

MEAN±SD
回收率（%）

Recovery (%)

0.32 125.51±10.05

1.60 95.42±9.46

4.80 101.45±9.65

12.80 110.79±6.72

108.29 ±14.25
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表 2-30 标准曲线浓度

Table 2-30 The concentration of calibration

序号

Sequence
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

浓度（μg/mL）

Concentration （μg/mL）
0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.600 2.400 4.800 6.400

AUCk/AUCi 0.0429 0.0535 0.0642 0.1172 0.1239 0.2626 0.5546 0.7141 0.9111 0.9419 1.4669 2.9117 5.1099 7.5037

图 2-18 低浓度标准曲线
Fig. 2-18 The calibration curves of low concentration
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图 2-19 高浓度标准曲线
Fig. 2-19 The calibration curves of high concentration
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表 2-31 日内精密度和准确度

Table 2-31 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of intra-day

理论浓度

(μg/mL)

Theoretical

concentration

测得浓度

(μg/mL)

Calculated

concentration

SD

精密度

Precision

RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.06 0.0465 0.0024 5.17 33.56

0.40 0.4430 0.0061 1.39 16.55

1.60 1.3322 0.0731 5.49 37.87

6.40 6.6031 0.0931 1.41

3.36±2.27

11.63

13.29±8.27

表 2-32 日间精密度和准确度

Table 2-32 The relative standard deviation (RSD) and accuracy of inter-day

理论浓度

(μg/mL)

Theoretical

concentration

测得浓度

(μg/mL)

Calculated

concentration

SD

精密度

Precision

RSD(%)

MEAN
准确度

Accuracy
MEAN

0.04 0.0352 0.002 5.72 12.12

0.20 0.2049 0.0017 0.83 2.44

1.00 0.9478 0.0436 4.60 5.22

4.80 4.4870 0.0103 0.23

2.84±2.72

6.52

6.58±4.07
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2.1.2.4 HPLC线性行为

图2-20是最后一次给药8h的一只鸡的血浆样品中提取的醇胺醇和内标的HPLC扫描曲线，由

图 2-21 A 为流动相中喹胺醇和内标乙酰甲喹的 HPLC 曲线；B 为空白血浆中内标乙酰甲喹的 HPLC 曲线；
C 为空白血浆中喹胺醇和乙酰甲喹的 HPLC 曲线
Fig. 2-21 Chromatograms for (A) mobile phase with internal standard and kuianchun standard (B) blank plasma
with internal standard (C) blank plasma with internal standard and kuianchun standard
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图 2-20 最后一次口服喹胺醇 8h 的血浆 HPLC 曲线
Fig. 2-20 Chromatograms for the plasma obtained from a pig at 8 h after the last time of oral administration at 100

mg/kg kuianchun
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图上可见，在喹胺醇的吸收峰前后分别出现了两个新的吸收峰，保留时间分别为5.82min和

7.44min。图2-21所示，A为流动相中的喹胺醇和内标乙酰甲喹的HPLC色谱图，无杂质峰，喹胺

醇的保留时间为6.190 min左右，内标的保留时间为3.426 min左右；图B、C分别是空白血浆加内

标和空白血浆加喹胺醇的HPLC图谱。在喹胺醇和内标乙酰甲喹保留时间附近无干扰峰存在，图

2-21C与图2-20的不同是没有5.82min和7.44min两个吸收峰。

2.1.2.5 血药浓度

药代动力学分析结果显示，鸡连续口服喹胺醇后，药代动力学模型符合二室数学模型，血药

浓度测得值2h最高为0.4519μg/mL，24h之后再检测不到喹胺醇原药的存在。

表 2-33 鸡连续口服喹胺醇 7d 后血药浓度（单位：μg/mL）

Table 2-33 Drug concentration-II in plasma after 7 days by oral administration at dose of 100 mg/kg

时间

Time(h)

样本数(n)

Number(n)

观察值

Observed value

拟合值

Estimated value

0.5 16 0.3201±0.0136 0.2007±0.0875

1 16 0.3824±0.0544 0.2802±0.0495

2 16 0.4519±0.1817 0.3071±0.0382

4 16 0.3874±0.0205 0.2508±0.088

8 16 0.1554±0.0077 0.1430±0.0387

12 16 0.0381±0.0066 0.0801±0.0178

16 16 0.0288±0.0027 0.0449±0.0079

24 16 0.0251±0.0067 0.0142±0.0013

2.1.2.6 药时曲线

鸡连续7d口服喹胺醇后，药时曲线的变化趋势和药代动力学模型有两种变化，一组符合二室

动力学模型的，一组符合一室模型，均在24h后检测不到原药的存在。由于多数鸡呈二室模型(图

2-22)，所以暂定为鸡多次口服100mg/kg的喹胺醇的药代动力学数学模型为二室开放模型。观察值

和拟合值间的相关系数分别为R2=0.9037和R2=0.9638。拟合值和观察值重复性不是很好。
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图 2-22 鸡连续口服喹胺醇后的药时曲线-I
Fig. 2-22 Fitting curve of concentration time profile of
kuianchun in plasma after continuously oral administration in
broiler
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2.1.2.7 药代动力学参数

由表2-34可见, 鸡连续口服喹胺醇7d后，符合二室模型。吸收半衰期T1/2ka为0.8034h，分布半

衰期T1/2α为2.0908h，消除半衰期T1/2β为33.1911h，达峰时间Tp为1.7767h，峰浓度Cmax为

0.4736μg/mL，曲线下面积AUC为1.1525mg/L.h。

表 2-34 鸡连续口服喹胺醇后药代动力学参数— I

Table 2-34 Parameters-I of kuianchun pharmacokinetics after continuously oral administration in broiler

药动学参数
单位 MEAN±SD

Dose mg /kg 100.0

Co μg /ml 0.8581±0.1881

A μg/mL 1.5166±0.3633

B μg/mL 0.0435±0.0113

α /h 0.3317±0.0117

β /h 0.0303±0.0017

Ka /h 1.1442±0.1179

K12 /h 0.1255±0.0792

K21 /h 0.0482±0.0087

KeL /h 0.1884±0.0613

Lagtime h 0

T1/2Ka h 0.8034±0.4207

T1/2α h 2.0908±0.0723

T1/2β h 33.1911±7.7060

AUC mg/L.h 1.5125±0.3086

Tp h 1.7767±0.5939

Cmax μg/mL 0.4736±0.0791

TCP(ther) h 0

2.3.3 讨论

2.3.3.1 RP-HPLC保留时间和吸收峰

仍采用与猪单剂量口服喹胺醇同样的检测方法和条件，用内标法，以乙酰甲喹为内标参考物，

流动相、提取液和提取方法均相同，流速等都为1min，柱温30±1.0℃，但检测仪器不同。本实验

所用仪器为Agilent 1100系列，均为自动控制装置。在试验之前，对检测波长亦先做了紫外扫描波
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长分析，仍是波长352nm处光吸收度较好。RP-HPLC测试结果亦显示在波长352nm条件下曲线下

面积和峰高均优于255和236nm，因此仍采用352nm做为RP-HPLC的检测波长。

由图2-20，21可见，内标乙酰甲喹的保留时间为3.40±0.45min，目标检测物喹胺醇的保留时

间为6.19±0.40min。在内标乙酰甲喹和喹胺醇吸收峰处未见有其它杂质吸收峰重叠。可见，无论

是用Waters 486检测体系还是用Agilent 1100检测体系，本研究所建立的实验方法比较稳定，可以

作为该药的标准制定参考方法，喹胺醇原药的检测波长可定为352nm。这与文献报道多数喹喔啉

类药物的检测波长在300~380nm之间相似（莫正宗，1997）。

2.2.3.2 鸡多剂量口服喹胺醇药代动力学模型

前文的实验结果显示，猪单剂量口服喹胺醇后，药物代谢动力学模型符合一级一室开放模型。

本实验中，每天给鸡口服剂量为100mg/kg 体重的喹胺醇，连续7d。最后一次给药后的0.5-48h，

共采集了8个时间点的血浆样品，检测了血药浓度。用MCPKP软件进行房室模型的模拟结果显示，

16只试验鸡中，有10只鸡的药代动力学符合二室代谢模型，而有6只鸡的药代动力学模型与猪的

一样属一级一室开放模型。药代动力学数学模型分别可用公式2-8表示。从试验结果推测，药代动

力学模型可能为二室模型。孙永学等报道（孙永学, 1998），给鸡连续饲喂120mg/kg 体重的喹乙

醇后，其药代动力学模型和本实验结果相似。

2.2.3.3 鸡多剂量口服喹胺醇后药代动力学特征

符合二室模型，动力学参数结果如表 2-34 所示，吸收半衰期 T1/ 2ka 为 0.8034 h，分布半衰期

T1/2α为 2.0907h，消除半衰期 T1/2β为 33.1991h。该结果表明喹胺醇在鸡体内的吸收和分布均较快，

这与猪单剂量口服 300mg/kg 体重喹胺醇后的吸收和分布相似。但是，消除相比猪单剂量用药慢，

这可能与多剂量给药有关。达峰时间 Tp 为 1.7767 h，最高浓度 Cmax 为 0.4736 μg/mL，曲线下面

积 AUC 也只有 1.5125 mg/L.h。结果表明喹胺醇在鸡体内的吸收和生物利用率与猪单剂量口服后

一样。上述动力学参数均与鸡多次口服喹乙醇后的动力学参数相近（孙永学，1998），但曲线下

面积比喹乙醇小，可能与生物利用率低有关。

2.3.3.4 试验方法

本实验采用内标法，日内精密度RSD为3.36%，日内准确度为15.23%；日间精密度RSD为

2.84%，日间准确度为6.58%.。回收率用样品回收率和方法回收率进行了评估，结果显示二者分

别为76.77±14.91%和108.29 ±14.25％。由于本试验中血药浓度较低，因此采用高、低两个浓度范

围进行了标准曲线的制作，低浓度标准曲线的R2=0.9900，高浓度的标准曲线R2=0.9919。由此可

见，该试验方法比较稳定，但样品回收率仍和猪的药代学一样均为70%左右。样品的前处理在以

后试验中还需继续摸索。

C＝1.5166e-0.3317t+0.0435 e-0.0303t 公式 2-8
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第三章 喹胺醇对大鼠肝细胞色素 P450 酶的影响研究

细胞色素 P450 酶系包括细胞色素 P450（Cytochrome P450，CYP450）和细胞色素

b5(Cytochrome b5，Cyt b5)，是生物体一类重要的活性酶，其活性中心有含铁血红素和半胱氨酸，

因此属血红素酶类，是 B 族红细胞色素（冷欣夫，2001）。还原型 CYP450 酶可与一氧化碳（CO）

反应而形成复合物 CYP450-CO，并在波长 450nm 处有一强的吸收峰，故而得名 CYP450(Ross

A,2000)。多种动物、植物、微生物体内都含有大量 CYP450，它是微粒体混合功能氧化酶系

（microsomal mixed-function oxidase system, MFO）中最重要的一类，在机体的许多生理功能活动

中发挥着非常重要的作用（许华夏，2002）。CYP450 是一个超基因家族，目前已发现的哺乳动物

CYP450有14个基因家族，26个亚基因家族，主要有CYP1-CYP4四大家族，其中最多的有CYP1A、

CYP2A6、CYP2D6、CYP2C、CYP2E1 和 CYP3A 等。它们主要分布在肝、肾等器官中，不同基

因型或亚型在机体内所占比例不尽相同，其作用也不一样。

CYP450 是机体内参与药物Ⅰ相代谢的主要酶组成员，当外源性化合物（Xenobiotics）进入

机体后，它可催化其发生氧化、还原、水解等反应，从而转变成带氧的极性基团。该过程不但可

改变原有的功能基团，而且可能会产生新的水溶性功能基团如-OH、-SH、-NH、-COOH 等，并

为Ⅱ相代谢做准备。可见，CYP450 在药物或毒物的体内生物转化、活性作用发挥、解毒等过程

中起着决定性作用(夏世钧，2001)。一般认为，CYP450 酶是药物在体内代谢关键酶，也叫限速

酶，其水平的高低与药物代谢速率、清除率密切相关，影响着药物的生物利用度，是药代谢动力

学和药效学个体差异的根本所在(金念祖，1995；Venkatakrishnan,2002)。研究认为，如果某种药

物代谢相关的 CYP450 缺乏或受抑制，血药浓度可能会升高、半衰期会延长，也有导致中毒的现

象；如果两种药物同时应用，一种药对另一种药物的代谢酶有抑制作用时，会影响其在机体内的

代谢过程和药效发挥（Hersh EV，2004）。有些药物本身并无活性或毒性，但经体内酶 CYP450

等的作用而发生代谢转化后，会转变成有生物活性或毒性的代谢产物，如氯胍需要在体内经

CYP2C19 代谢生成环氯胍后才能发挥抗疟作用（Lu AH,2000）。另外，如某些前致癌物

(procarcinogen)和前毒物 (protoxin)在 CYP450 酶（CYP2E1 或 CYP1A1 等）的作用下发生代谢活

化，形成亲电性中间产物，可与细胞内大分子物质如 DNA、RNA、蛋白质相互作用后形成加合

物，从而损伤细胞结构（如诱导细胞凋亡、组织坏死等），并致功能紊乱，甚至有诱发肿瘤和癌

症的可能，如工业和家庭常用的化学溶剂和环境污染物芳香族化合物苯、苯胺、乙醚、亚硝胺、

卤烷、卤烯类等，本身无毒性，但在体内经 CYP2E1 催化氧化后（Pentiuk OO, 2004）可能会生成

毒性代谢物或潜在致癌物，又如黄曲霉素 B1 及其它一些前致癌物在 CYP3A4 催化下形成活性代

谢中间物，并有诱发肿瘤的可能（Kamdem LK, 2006）。所以，研究药物对 CYP450 的影响，对

药物在体内的代谢过程的阐述、毒性评价、临床安全和合理用药具有重要意义。

喹胺醇是一种兽用新型抗菌促生长类药，属喹喔啉类不同侧链结构的衍生化合物，其对大肠

埃希氏菌、沙门氏菌等有明显抑菌效果，对雏鸡白痢、仔猪黄痢预防效果高于喹乙醇 15-20％（张

力，2001；梁剑平，2001）。前期研究结果显示该药毒性作用低于同类产品，抗菌促生长效果较

好，有良好的市场前景。喹胺醇作为一种新型兽药，市场前景良好，但据报道其同类产品卡巴氧、

喹乙醇等有诱导突变等潜在毒性作用，可见深入研究喹胺醇的毒理学或药理学非常重要。因此，

为了探索喹胺醇的作用机制，为临床安全、合理用药提供科学依据，本实验就其对大鼠 CYP450
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酶系及相关亚型 CYP1A、CYP2E 和 CYP3A 在基因水平和蛋白活性水平上做了初步研究。

3.1 喹胺醇对大鼠细胞色素 P450 酶亚型 mRNA 表达水平的影响

3.1.1 材料和方法

3.1.1.1 主要试剂

总 RNA 提取试剂盒（TAKARA，B702-1），RT-PCR 一步法试剂盒（TAKARA，B3201-1），

DNA Marker DL2000（TAKARA，CD4101），焦碳酸二乙酯 DEPC（BBI，1221S05），琼脂糖（OXLID

LIMITED，848674-02），EDTA（BBI，0919S05），Tris（上海生工，AMRESCO 分装，3044B19），

溴化乙锭 EB（SIGMA 分装，E8751），6×Loading Buffer（大连宝生物，A134），其余试剂均为国

产分析纯。

3.1.1.2 主要仪器

BIO-RAD MyCycler 梯度 PCR 仪（美国），BIO-RAD Gel Doc EQ 电泳凝胶成像系统（美国），

BIO-RAD PowerPac 3000 电泳仪（美国），METTLER TOLEDO AX205 电子分析天平（瑞士），

METTLER TOLEDO AL204 电子分析天平（瑞士），Ilshin IF300-150 制冰机（韩国），BECKMAN

J2-21M 高速冷冻离心机（美国），BECKMAN J6-HC 低速冷冻离心机（美国）。

3.1.1.3 试验药物

喹胺醇原料药由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药工程实验室提供，经本实验室

纯结晶纯化后，纯度为 99.97%。

3.1.1.4 试验动物

30 只雄性 Wistar 大鼠，体重 180±30g，购自兰州军区陆军总医院实验动物中心。随机分为 5

组，分别为高剂量组（Ⅰ）、较高剂量组（Ⅱ）、中剂量组（Ⅲ）、低剂量组（Ⅳ）和对照组（C）。

3.1.1.5 试验饲料

试验饲料为大鼠专用饲料，购自兰州军区陆军总医院实验动物中心，未添加任何其它药物。

自由采食、自由饮水。

3.1.1.6 给药剂量

将喹胺醇用 2%的吐温-80 助溶，再用蒸馏水配制成不同浓度的混悬液，剂量和浓度见表 3-1。

对照组用 0.9% NaCl 代替喹胺醇药液。
表 3-1 药物浓度和给药剂量

Table 3-1 Drug concentration and dose

组别

Group

给药剂量（mg/kg.体重）

Drug dose (mg/kg.BW)

饲料添加量（mg/kg.饲料）

Additive dose (mg/kg.diet)

浓度（mg/mL）

Concentration(mg/mL)

Ⅰ 400 2880 60

Ⅱ 200 1440 30

Ⅲ 100 720 15

Ⅳ 50 360 7.5

3.1.1.7 给药方法

按每天 25g 体重 0.1mL 药液，分别给不同组大鼠灌胃相应剂量的喹胺醇混悬液，连续 7d。
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每天称量试验鼠体重，以确定给药量。对照组灌胃等体积的 0.9%NaCl 溶液。

3.1.1.8 研究内容

（1）喹胺醇对 CYP1A1 mRNA 表达水平的影响

（2）喹胺醇对 CYP2E1 mRNA 表达水平的影响

（3）喹胺醇对 CYP3A1 mRNA 表达水平的影响

3.1.1.9 引物

引物设计参照参考文献（余爱荣，2004；辛华雯，2004；），由大连宝生物公司合成，分别见

表 3-2
表 3-2 引物及扩增片段长度

Table 3-2 Primers and gene fragments size

基因

Gene

上游引物

5’Sense primer(5→ 3)

下游引物

3’Antisense primer(5→ 3)

片段长度

Fragment size（bp）

CYP1A1 CTGGTTCTGGATACCCAGCTG CCTAGGGTTGGTTACCAGG 331

CYP2E1 CTCCTCGTCATATCCATCTG GCAGCCAATCAGAAATGTGG 473

CYP3A1 ATCCGATATGGAGATCAC GAAGAAGTCCTTGTCTGC 597

β-actin CACGATGGAGGGGCCGGACTCATCTAAAGACCTCTATGCCAACACAGT 240

3.1.1.10 检测方法

3.1.1.10.1 肝分离

最后一次给药后，禁食 12h 不禁水。然后断头处死试验鼠，分离肝脏，切成小块，体积为 1cm3，

立即用 RNase-Free 0.9％生理盐水冲洗数次，用铝箔包裹，置液氮中速冻，后保存于-80℃低温冰

箱中以备后用。

3.1.1.10.2 总 RNA 提取

（1）肝组织样处理：取冰冻肝组织样品 100mg，在液氮中研磨成粉后，立即加入 0.5mL RNAiso

试剂，充分研磨后，转入匀浆器中；再用少许 RNAiso 试剂充分冲洗肝脏粉末，并转入匀浆器；

冰浴中充分匀浆，至无明显颗粒呈透明状即可；匀浆液转移至 2.0mL 离心管，室温放置 5min；

12 000g，4℃，离心 5min；上清液转移至 2.0mL 离心管中。（2）总 RNA 提取：加 0.4mLCHCl3，

充分振荡，至乳化溶液呈乳白色（无分相）后，室温静置 5 min；12 000g，4℃，离心 15min；取

上层无色水相，约 0.7mL 转移至 1.5mL EP 管中，切忌吸出白色中间层；加入等体积异丙醇，颠

倒离心管数次使之彻底混匀，室温静置 10min，至 RNA 沉淀形成完全；12 000g，4℃，离心 10min。

（3）RNA 沉淀洗涤：弃上清，沿管壁缓慢加入 75％乙醇 1.0mL，轻轻颠倒洗涤管壁，漩涡清洗

RNA 沉淀；12 000g，4℃，离心 5min，充分弃去乙醇。（4）RNA 溶解：沉淀真空抽干，约用时

5min，充分挥发 RNA 沉淀中过量乙醇；用适量 DEPC 处理过的不含 RNA 酶的水溶解 RNA 沉淀，

用移液枪轻轻吹打，使之充分溶解，转置-80℃低温冰箱保存备用。

3.1.1.10.3 RNA 质量鉴定

（1）光密度法：取总 RNA 1.0μL，TE 缓冲液 20 倍稀释，分别在紫外分光光度计上测定 260nm、

280nm、320nm 处的吸光度 OD 值，用 OD260nm/OD280nm初步估算 RNA 的纯度。

RNA 浓度依下式计算：

RNA 浓度（μg/μL）＝ (OD260 - OD320) × 稀释倍数 ×0.04μg/μL 公式 3-1
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（2）凝胶电泳法：1％琼脂糖浓度；0.5％TBE 电泳缓冲液；2 μL 加样缓冲液；5μL RNA 上

样量；200V 电压，冰浴电泳 8min，即溴汾蓝跑到凝胶 1/5，EB 染色 3min

3.1.1.10.4 RT-PCR 扩增反应

TaKaRa 一步法 RNA PCR KIT(AMV)试剂盒法。

（1）10×One Step RNA PCR buffer 5μL，MgCl2(25 mM) 10μL，dNTP Mixture (10 mM) 5μL，

RNase Inhibitor (40 U/μL) 1μL，AMV RTase XL (5 U/μL) 1μL，AMV-Optimized Taq (5 U/μL) 1μL，

上游特异性引物 (20μM)1μL，下游特异性引物 (20μM) 1μL，样品 RNA (≤ 1μg total RNA) 1μL，

RNase-Free dH2O 24μL。（2）RT-PCR 反应：RT 反应，50℃，40min；RTase 失活，95℃，3min；PCR

反应，95 30s℃ ，57℃ 45s，72℃ 1min，共 30 个循环；72 10min℃ ，4℃保温。

3.1.1.10.5 电泳

扩增产物和 DNA Marker 各 5μL，上样缓冲液 1μL，1.5％琼脂糖凝胶电泳；将凝胶在 0.5μg/mL

EB 中染色约 8min，凝胶成像分析。

3.1.1.10.6 条带光密度分析

用 Quantity One v4.52 软件进行条带光密度值分析。

3.1.1.10.7 基因表达量的测定

采用内标法，即基因表达量用目的基因光密度与内标基因光密度比值表示（见公式 3-2）。

公式 3-2

3.1.1.11 数据分析

用 SPSS 11.0 进行均数间（MEAN±SD）差异显著性比较

3.1.2 结果

3.1.2.1 喹胺醇对 CYP 1A1 mRNA 表达影响

由表 3-3 可见，200mg/kg 以下剂量处理组大鼠肝微粒体 CYP1A1 的 mRNA 表达水平与对照

组（C）间无明显差别，400mg.kg 剂量组 CYP1A1 mRNA 却显著低于对照组（P<0.05）；药物处

理组Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组间该基因 mRNA 表达水平亦无明显差异，但最高剂量组（Ⅰ）mRNA 水平则

略低于其它三个药物剂量组。200mg.kg 以下剂量组间无任何明显差别（见图 3-1）。
表 3-3 鼠肝 CYP1A1 mRNA 表达水平

Table3-3 CYP 1A1 mRNA expression of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量（mg/kg.体重）Drug

dose（mg/kg.BW）
ODCYP1A1/ODβ-actin

Ⅰ 6 400 0.8647±0.1612*

Ⅱ 6 200 0.9009±0.1305

Ⅲ 6 100 0.8948±0.0782

Ⅳ 6 50 0.8919±0.1430

C 6 0.9% NaCl 0.9055±0.0972

注：*药物处理与对照组 P<0.05，**与对照组 P<0.01 下表同

Note: * represent treated groups compared with Control group P<0.05, ** represent treated groups compared with Control group

P<0.01. Following tables are same

基因表达量 =
目的基因 OD 值

内标基因 OD 值
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3.1.2.2 喹胺醇对 CYP 2E1 mRNA 表达影响

表 3-4 鼠肝 CYP2E1 mRNA 表达水平

Table3-4 CYP 2E1 mRNA expression of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量（mg/kg.体重）Drug

dose（mg/kg.BW）
ODCYP2E1/ODβ-actin

Ⅰ 6 400 0.9969±0.1374**

Ⅱ 6 200 1.0152±0.0970**

Ⅲ 6 100 1.0543±0.1511

Ⅳ 6 50 1.0365±0.1867

C 6 0.9% NaCl 1.1176±0.1025

由表 3-4 可见，药物处理组大鼠肝 CYP2E1 mRNA 表达水平均低于对照组，而 200mg/kg 以

上剂量组与对照组间的差异呈极显著性（P<0.01）。药物处理组间，50、100mg/kg 二个剂量组该

图 3-1 各组间 CYP1A1 mRNA 表达水平比较
Fig.3-1 Comparison of CYP1A1 mRNA expression between group C and drug treated

groups
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*

图 3-2 各组间 CYP 2E1 mRNA 表达水平比较
Fig.3-2 Comparison of CYP 2E1 mRNA expression between group C and drug treated

groups
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基因 mRNA 表达水平高于 200mg/kg、400mg/kg 剂量组，但无明显统计学意义（见图 3-2）。

3.1.2.3 喹胺醇对 CYP 3A1 mRNA 表达影响

由表 3-5 可见，药物处理组大鼠肝 CYP3A1 mRNA 表达水平亦均低于对照组（C），200mg/kg

以上剂量组与对照组间差异极显著（P<0.01）。药物处理组间，200、400mg/kg 剂量组该基因 mRNA

表达水平显著低于 100mg/kg 剂量组（P<0.05）（见图 3-3）。

表 3-5 鼠肝 CYP3A1 mRNA 表达水平

Table3-5 CYP 3A1 mRNA expression of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量（mg/kg.体重）Drug

dose（mg/kg.BW）
ODCYP3A1/ODβ-actin

Ⅰ 6 400 0.9243±0.1205**

Ⅱ 6 200 0.9571±0.1038**

Ⅲ 6 100 1.0629±0.0861

Ⅳ 6 50 1.0177±0.0820

C 6 0.9% NaCl 1.0931±0.1105

3.1.2.4 CYP 三个亚型基因 PCR 扩增图

图 3-3 各组间 CYP 3A1 mRNA 表达水平比较

Fig.3-3 Comparison of CYP 3A1 mRNA expression between group C and drug treated

groups
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由 RT-PCR 扩增图可见，无论是药物处理组还是空白对照组，目标基因 CYP3A1, CYP2E1、

CYP1A1 和 β-actin 均有表达。

3.1.2.4 喹胺醇对 CYP 基因亚型 mRNA 表达水平与给药剂量间的相关性分析

表 3-6 鼠肝 CYP 基因亚型 mRNA 表达水平与给药剂量间的相关性

Table3-6 Correlation between expression of CYP 3A1 mRNA and drug dose

基因

Gene

相关方程

Correlation equation

相关系数平方（R2）

R square (R2)

P 值

P Value

CYP1A1 y = -8E-05x + 0.9035 0.6329 0.204

CYP2E1 y = -0.0001x + 1.0463 0.6305 0.118

CYP3A1 y = -0.0003x + 1.0546 0.7311 0.145

由图 3-1、2、3 可见，不同给药剂量组目标基因表达水平的变化高低变化趋势不尽相同，但

总体趋势基本一致，即随给药剂量的增加，基因表达量呈下降趋势。给药剂量与三个 CYP450 亚

基因的 mRNA 水平间均呈负相关性（表 3-6），但无显著性统计学意义。

3.1.3 讨论

3.1.3.1 喹胺醇对 CYP1A1 mRNA 表达水平的影响

图 3-4 目标基因 PCR 扩增。1. Marker，2.
CYP3A1, 3. CYP2E1, 4. CYP1A1、5. β-actin
Fig. 3-4 Target gene PCR amplification. 1.
Marker，2. CYP3A1, 3. CYP2E1, 4. CYP1A1、5.
β-actin
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CYP1A1属CYP1A基因家族成员，是目前研究最多、最为深入的CYP亚型之一。不同物种

CYP1A1基因组成差异较大，大鼠CYP1A1 mRNA全长约2615bp（Genbank, NM_012540.2,

GI:46048640）。CYP1A1基因组中，有一段高度同源序列，位于700-1100bp之间，常被做为目标基

因扩增片段，检测该基因的mRMA表达量。一般认为，外源性物质进入机体后，如果CYP1A1

mRNA表达量增加，就可以认为该物质可能对CYP1A1有诱导作用，或CYP1A1参与了该物质在机

体内的代谢；如果CYP1A1 mRNA表达量下调，则认为该物质可能对CYP1A1有抑制作用；如果

对CYP1A1 mRNA的表达没有明显影响，就可以认为该物质对CYP1A1在转录水平上无影响（庞

莉萍，2005）。广泛流行病学调查研究发现，CYP1A1在许多癌症（如肺癌、胃癌、乳腺癌等）发

病学中有一定作用，因此其被认为是一种外源性化合物致癌作用的潜在性指标（Masson LF,

2005）。CYP1A1在外源性化合物、外源性致癌物或前致癌物的活化过程中起重要作用，催化这

些物质发生氧化反应，并将其转化成活性较高的亲电子化合物（electrophile），这类化合物可与蛋

白质、DNA、RNA等发生亲合反应，并形成加合物（adducts），从而损伤这些大分子物质，导致

细胞发生异常变化，甚至诱发肿瘤或癌症（Kisselev P, 2005）。如当环境毒物多环芳烃（polycyclic

aromatic hydrocarbon, PAHs）、多氯代二苯并二噁英（Polychlorinated dibenzo-p-dioxins，PCDDs）、

TCDD、多氯联苯（polychlorinated biphenyls, PBs）、黄曲霉素B1（aflatoxin B1）等进入机体或

加入细胞培养介质中，在CYP1A1的催化作用下发生环化反应，形成环氧化物（epoxide），并可

能攻击大分子物质如蛋白质、核酸等而致毒（Adam T，1998）。因此，研究药物对机体CYP1A1

的影响，对药物或毒物的安全性评价有重要意义。

喹胺醇是新型兽用抗菌促生长药物，其母体结构为喹叨嗪不同铡链衍生化合物，喹叨嗪也是

一种杂环芳烃类物质。前期研究结果虽表明，喹胺醇毒性作用小于同类产品卡巴氧、喹乙醇等。

但报报道象同类产品喹乙醇、卡巴氧等在体外培养细胞中可能有弱的致突变作用。这类药物是否

与CYP1A1有关，CYP1A1是否参与了该类药物的代谢，尚未见报道。本实验给Wistar大鼠分别连

续7d口服剂量50、100、200、400mg/kg·体重的喹胺醇后，结果200mg/kg以下药物剂量组鼠肝微

粒体中CYP1A1 m RNA的表达量与对照组（给生理盐水7d）无明显差别，但400mg/kg剂量组则显

著低于对照组（P<0.05）（见表3-3）；药物处理组之间，连续口服400mg/kg喹胺醇的大鼠肝微粒

体CYP1A1 mRNA的表达量却低于200mg/kg以下三个剂量组，并具有显著性统计学意义（P<0.05）；

药物剂量与CYP1A1 mRNA水平间呈负相关性，但不显著。这些结果提示，当给药剂量低于

200mg/kg·体重时，喹胺醇不会对大鼠肝微粒体CYP1A1在mRNA水平上产生明显影响；但当给药

剂量大于400mg/kg·体重时，喹胺醇可能对大鼠肝微粒体CYP1A1 mRNA的基因表达产生抑制作

用。文献报道（刘兆颖，2006），当给动物饲喂同类药物喹乙醇后，通过HPLC法检测发现，肝

组织中CYP1A1可能没有参与喹乙醇的I相代谢反应，因为肝组织中CYP1A1的活性变化不明显。

结合本实验推测，CYP1A1可能未参与低剂量喹胺醇或喹乙醇的体内代谢；也可能与肝内CYP1A1

水平低有关，因为该酶大量存在于肝外其它组织细胞中（Yoshaki. FJ, 1992）。因此推测，喹胺醇

可能不会因CYP1A1在转录水平上的过表达，从而对机体产生某种毒性作用，这还需大量研究数

据证明。但文献报道中，喹噁啉不同侧链衍生物则具有诱导CYP1A1基因表达的作用，不过作用

相对较弱。Hummerich J（2004）报道，食物源性杂环芳香胺会引起肝细胞CYP1A1基因表达量的

增加，当细胞培养液中2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (MeIQx)的量达到0.001M时，

其对杂环芳香胺诱导CYP1A1基因表达有协同作用。在MeIQx影响CYP1A1的研究中，也有持不同

观点者。Josephy PD（2001）通过重组人CYP450在大肠肝菌E. coli lacZ中表达发现，MeIQx对
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CYP1A1的影响很微弱。Sadrieh N（1995）研究发现，喹噁啉类药物2-amino-3,8-dimethylimidazo

[4,5-f]quinoxaline 和 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline(IQ) 在猴子体内， 对 CYP1A1 和

CYP1A2的诱导作用也很微弱。由此推测，喹噁啉类药物对机体肝微粒体CYP1A1的诱导作用也可

能很微弱。

CYP1A1的诱导机制与芳香烃受体(aryl hydrocarbon receptor, AhR)有关，它是一个配体活化的

转录因子，与许多杂环芳烃(PAH)的生物反应调节有关，CYP1A1可催化多环芳烃化合物生成活性

代谢产物（冷欣夫，2001；Morioka, 2006）。主要是因为该酶基因的5’端有外源化合物反应元件

(xenobiotic responsive elements，XREs)，该元件通常与HSP90、AhR相关蛋白(AhR interaction

protein，AIP)结合。当有外源性配体如TCDD、三甲基胆蒽（3-MC）等进入机体或加入细胞培养

液中后，会迅速靠近AhR并与之结合，导致构象改变，结果HSP90等结合蛋白脱离，AhR核转移

因子(Ah receptor nuclear transloeator，ARNT)与其又结合形成异二聚体，之后进入细胞核，并与

P4501A1基因的XRE结合，从而增强基因的转录活性(Meredith C, 2003)。有些药物如7，8-苯黄酮、

三羟黄酮等对CYP1A1会产生抑制作用(夏世钧，2001)，但对该酶的抑制机理尚不清楚，其中有些

抑制是可逆的、有些是不可逆的。本实验中，高剂量的喹胺醇对CYP1A1在mRNA水平上可产生

抑制效果，其原理是否与CYP1A1的传统抑制剂相同，是否会产生病理反应，这有待深入研究。

另据报道，有一种转录因子SP1，其中含有三个高度同源的C端锌指结构基元（zinc— finger motifs）

可能与CYP1A1基因表达抑制有关。因此，临床上喹胺醇可以与一些具有诱导CYP1A1的药物同时

使用。

3.1.3.2 喹胺醇对 CYP2E1 mRNA 表达水平的影响

目前在人和大鼠 CYP2E 基因家族中，只发现了 CYP2E1 一个家族成员。大鼠和人的 CYP2E1

非常相似（Wrighton, 1986），所以常选用试验动物大鼠推测 CYP2E1 在人类疾病和相关药物代谢

中的作用。虽然，CYP2E1 最初发现于肝组织，肝小叶区含量最高，其次是枯否氏细胞，但肝外

组织中含量也较高，如肾、脑、肠等组织中均有各自的 CYP2E1（Ingelman-Sundberg M,1988，

Neve EP,1999）。CYP2E1 和其它大多数 CYP450 一样，也依靠疏水氨基端附着在内质网膜上，

催化中心位于羧基端并游离于细胞浆中。CYP2E1 从内质网中转运到高尔基器，装配后可附着于

质膜上，这些 CYP2E1 可能与一些自身免疫病所致的肝细胞毒性有关（Neve EP,2001）。线粒体

CYP2E1 磷酸化在药物代谢过程中起重要作用，磷酸化可被吡唑诱导（Robin MA,2001）。CYP2E1

的生物学意义在毒理学和毒物代谢方面。CYP2E1 参与了许多毒性物质或药物的动员和活化，如

乙醇、四氯化碳、对乙酰氨基酚、一些潜在性致癌物如亚硝胺等，这些物质被动员或活化后，发

生代谢转化，毒性会更强。体内、外试验研究发现，CYP2E1 诱导物具有协同作用，会导致毒性

作用增大；如果有 CYP2E1 抑制剂存在时，诱导物的毒性作用会减弱。CYP2E1 除其在毒理学方

面的意义外，还可在某些病理过程中发挥积极作用，如马洛里小体（mallory body, MB）是慢性

肝病的一种病理变化， CYP2E1 水平升高后会降低 MB 的发生率，并有利于肝病好转

（Bardag-Gorce F，2005），这可能与该酶能促进毒物代谢有关（Girre C,1994）。

CYP2E1 底物及其诱导报道较多，但对其抑制相关研究较少。CYP2E1 的底物有多种，多为

小分子化合物，内源性底物以丙酮为主，在该酶的作用下丙酮会转变成乙酰甲醇或甲基乙二醛

（Koop DR,1985），外源性底物多为一些分子量较小的疏水性化学物质，如氯仿、四氯化碳、芳

香烃（如苯、甲苯）、醇（如乙醇、戊醇）、醛（如乙醛）、卤化麻醉剂（如氨氟醚、三氟溴氯

乙烷）、亚硝胺（二甲基亚硝胺）、药物（如氯唑沙宗（chlorzoxazone）、对乙酰氨基酚）等（Lieber
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CS，1999）。CYP2E1 的诱导因素是多方面的，可以归纳为以下几点 ：（1）药物性诱导，如上

述底物作用后，CYP2E1 的表达会上调；（2）营养因素，如饲料中脂肪含量过高碳水化合物含量

底时，CYP2E1 的水平也会升高；（3）病理性作用，如糖尿病（Woodcroft KJ,2002）；（4）生

理紊乱性作用，如垂体切除、三碘甲状氨酸过高时，CYP2E1 mRNA 水平也会升高（Hong JY,1990）。

目前，已公认的 CYP2E1 抑制剂为二硫化四乙基秋蓝姆（夏世钧，2001）；另外有报道，培养的

乳鼠肝细胞中胰高血糖素（glucagon）会降低 CYP2E1 的水平（Eliasson E,1992）。

本实验结果显示，当给大鼠连续口服 50、100、200、400mg/kg.体重的喹胺醇后，与对照组

相比 50、100mg/kg.体重剂量组的大鼠肝细胞 CYP2E1 mRNA 没有明显变化；但 200、400mg/kg.

体重则极显著低于对照组（P<0.01），同时也低于 100mg/kg.体重以下低剂量药物处理组，但无

明显统计学意义（见表 3-4、图 3-2）；相关性分析结果（见表 3-6）是，给药剂量与 CYP2E1 mRNA

水平间呈负相关性。上述结果表明，给试验动物大鼠饲喂剂量小于 100mg/kg.体重的喹胺醇后，

不会对肝细胞 CYP2E1 在 mRNA 水平上产生明显影响；但当喹胺醇剂量大于 200mg/kg.体重后，

可能会抑制大鼠肝细胞 CYP2E1 的 mRNA 表达，且这种抑制作用与药物剂量间有剂-效关系。因

此，可以推测喹胺醇不会因为 CYP2E1 而有潜在致癌的毒性作用，这还需要大量的研究数据证实；

喹胺醇抑制 CYP2E1 mRNA 的表达的可能性机理亦有待深入研究，推测可能与喹胺醇在体内代谢

成某种能抑制 CYP2E1 的物质或其本身就有抑制作用有关。喹胺醇在体内的代谢产物尚不清楚，

但同类药物如喹烯酮、喹赛多等的代谢研究结果是，这类物质可能会在机体内转化为喹噁啉-2-

羧酸，但具体代谢转化仍在研究中。是否这种代谢物会对 CYP2E1 产生本实验结果中同样的影响

呢？还不得而知，有待研究。据报道，CYP2E1 的抑制多在转录后水平，所以一般不会表现在 mRNA

水平（Morishima Y, 2005）。

3.1.3.3 喹胺醇对 CYP3A1 mRNA 表达水平的影响

CYP3A 是 CYP3 家族成员之一类，CYP3A1 属 3A 亚族。大鼠 CYP3A1 基因组约有 1700bp

（Gen bank：M86850.1 GI:205919），该类酶在许多临床药理、毒理学和药物代谢方面具有重要意

义，参与药物的首过效应和药物相互作用（Ma Y, 2004）。目前，已被鉴定的大鼠 CYP3A 基因有：

CYP3A1 (Gonzalez FJ, 1983)，CYP3A2(Gonzalez, 1986)，CYP3A9(Mahnke, 1997)，CYP3A18

(Nagata, 1996)，CYP3A23(Noreault-Conti TL, 2006), and CYP3A62 (Matsubara, 2004)。大鼠

CYP3A1 和 CYP3A2 的基因组有 90%的同源性、而辅基蛋白也有 89%的同源性

(Gonzalez,1986)。

本试验结果显示（见表 3-5），当给试验大鼠连续口服不同剂量的喹胺醇后，大鼠肝微粒体

CYP3A1 的 mRNA 水平均低于对照组（C），而 200mg/kg.体重和 400mg/kg.体重剂量组小鼠肝组

织该酶 CYP3A1 mRNA 与对照组间呈极显著性统计学意义（P<0.01）。药物处理组之间，最高剂

量组（即 400mg/kg.体重）CYP3A1 基因 mRNA 表达水平显著低于 50、100mg/kg.体重组（P<0.05）；

200mg/kg.体重组略低于低于 100mg/kg.体重以下剂量组，但无明显统计学意义（见图 3-3）；另外，

根据相关性分析结果，给药剂量与 CYP3A1 mRNA 表达水平间呈负相关性等。我们可以推测，喹

胺醇可能对大鼠 CYP3A1 的转录水平上有某种抑制作用，随给药剂量的增加这种影响抑制作用会

增强。

CYP3A1既能被多种化合物所诱导，也能被某些化合物所抑制。如大鼠体内或培养细胞中 16α-

孕烯（甾）酮醇（pregnenolone-16α-carbonitrile，PCN）过量时，大鼠肝脏 CYP3A1 mRNA 会大

量表达，表明 PCN 可诱导 CYP3A1（Meredith. C, et al, 2003），该物质是 CYP3A1 的代表性诱导
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剂。抗癌药物紫杉醇、多西塔塞、紫杉烷等也可诱导大鼠、人等肝细胞或体外培养细胞中 CYP3A1、

CYP3A2 的大量表达（Gut I, 2006），这有助于药物的抗癌作用。奥美沙星进入机体后，其主要 I

相代谢酶就是 CYP3A1，该药也会诱导 CYP3A1 的表达（Lee DY, 2006）。利福霉素是临床上常

用的抗结核药，也能诱导人或鼠的 CYP3A1 mRNA 的表达（Morioka Y，2006）。对 CYP3A1 抑

制作用药物近年来也报道了很多。环孢素 A（cyclosporin A, CsA）和盐酸小檗碱（berberine chloride,

Ber）在人器官移植后可以作为免疫抑制药物和治疗腹泻的药物，试验发现当这两种药物同时使

用后，会导致小鼠肝细胞中 CYP3A1 mRNA 水平的下降，表明药物对该酶有抑制作用，这种作用

可以延长药物在体内作用时间，有利用于药效的最大程度发挥（辛华雯，2004）。酮康唑是临床

上用于抗真菌的药物，它对小鼠 CYP3A1 mRNA 的表达也有抑制作用（余爱华，2004）。据报道

随年龄的增加，试验动物肝细胞 CYP3A1 mRNA 也会逐渐下降，说明衰老对该酶也有抑制效果或

促进降解的作用（Day KC，2006）。虽然对 CYP3A1 的诱导物或抑制剂作了大量研究工作，但目

前对 CYP3A1 的诱导和抑制机制尚不清楚。结合本实验结果和文献报道，喹胺醇在机体内的代谢

与 CYP3A1 有一定关系，但只有在高剂量时才能诱导该酶水平下降，这是否也有利于药物在体内

作用时间的延长，有利于提高药物的生物利用率，是否会产生某些病理或毒理影响，还不得而知，

不过本试验各给药剂量下的试验鼠均未见任何异常变化，具体还需深入研究。

3.2 喹胺醇对大鼠肝细胞色素 P450 同工酶活性影响

3.2.1 材料与方法

3.2.1.1 主要试剂

EDTA（BBI，0919s05），Tris（AMRESCO，3044B19），NADPH-Na4（ROCHE，621706），

Resorufin（SIGMA，11128CE），Ethoxyresorufin（SIGMA，036k4098），红霉素（BBI，1217S05），

氨基比林（上海生工，0201S05），保险粉（上海生工，1026S04），Na2S2O4（上海生工，1026s04），

其余试剂均为国产分析纯级。

3.2.1.2 主要仪器

Super 22K 型高速离心机（韩国），Beckman J6-HC 型低速大容量离心机（美国），METTLER

TOLEDO AX205 电子分析天平（瑞士），METTLER TOLEDO AL204 电子分析天平（瑞士），

GBC Cintra 6 型紫外-可见双光束分光光度计（澳大利亚），SHIMADZU RF-5301PC 型荧光分光光

度计（日本）。

3.2.1.3 试验动物和饲料

Wistar 大鼠 60 只，体重 180±30g，雌雄各半，购自兰州军区陆军总医院实验动物中心，随机

分为 5 组，每组 12 只。分别为高剂量组（Ⅰ）、较高剂量组（Ⅱ）、中剂量组（Ⅲ）、低剂量组（Ⅳ）

和生理盐水对照组（Control），雌雄分开饲养。试验饲料亦购自兰州军区陆军总医院实验动物中

心，为大鼠专用颗粒饲料，未添加任何其它药物。动物自由饮水、自由采食。

3.2.1.4 试验药物

喹胺醇原料药，由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药工程实验室提供，经本实验

室纯结晶纯化后，纯度为 99.97%。

3.2.1.5 给药剂量

将喹胺醇用 2%的吐温-80 助溶，再用蒸馏水配制成不同浓度的混悬液，见表 3-7，对照组用
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0.9% NaCl 溶液代替药物。

表 3-7 药物浓度和给药剂量

Table 3-7 Drug concentration and dose

组别

Group

给药剂量（mg/kg.体重）

Drug dose (mg/kg.BW)

饲料添加量（mg/kg.饲料）

Additive dose (mg/kg.diet)

浓度（mg/mL）

Concentration(mg/mL)

Ⅰ 400 2880 60

Ⅱ 200 1440 30

Ⅲ 100 720 15

Ⅳ 50 360 7.5

3.1.1.6 给药方法

按每天 25g 体重 0.1mL 药液，分别给不同组大鼠灌胃相应剂量的喹胺醇混悬液，连续 7d。

每天称量试验鼠体重，以确定给药量。

3.1.1.7 研究内容

（1） 喹胺醇对肝微粒体 CYP450 含量的影响

（2） 喹胺醇对肝微粒体氨基比林 N-脱甲基酶(APND)活性的影响

（3） 喹胺醇对肝微粒体红霉素 N-脱甲基酶(EMND)活性的影响

（4） 喹胺醇对肝微粒体 7-乙氧基香豆素脱乙基酶(EROD)活性的影响

（5） 喹胺醇对肝微粒体细胞色素 b5 的影响

（6） 喹胺醇对肝微粒体谷胱甘肽转硫酶（GST）的影响

3.1.1.8 微粒体制备

大鼠最后一次给药后，禁食 12h，断头处死，尽量放血，分离肝脏，采用钙沉淀法制备肝微

粒体（徐淑云，2001）。制作肝组织匀浆；4℃，12 500g，离心 25min，取上清加 88mmol/L CaCl2

溶液混匀，冰浴 5min；4℃，27 000g 离心 15min；洗涤沉淀 1 次，微粒体以 0.1mol/L 磷酸缓冲液

（含 20％甘油）重悬，-40℃保存备用。

3.1.1.9 酶活性检测

微粒体蛋白含量测定采用考马斯亮兰蛋白测定试剂盒；肝 CYP450 含量测定采用 CO 还原差

示光谱法（徐淑云，2001）；细胞色素 b5 参照徐淑云药理学实验方法学；氨基比林 N-脱甲基酶

(Aminopyrine N-Demethylase，APND)、红霉素 N-脱乙基酶(Erythromycin N-Demethylase，EMND)

活性测定方法参见文献（Nash T, 1953），稍加改进，氨基比林和红霉素终浓度分别为 24mg/mL 和

4mmol/L，反应时间 30min，代谢产物甲醛用 Nash 试剂定量；7-乙氧基香豆素脱乙基酶

(7-Ethoxyresorufin O-Deethylase，EROD)活性测定方法参见文献(Huggett RJ, 2006; Peng TZ, 2004)，

7-乙氧基香豆素终浓度为 1mmol/L，反应时间 10min，荧光条件为激发波长 530nm，发射波长

586nm；谷胱甘肽硫转酶活性检测，采用南京建成剂盒法。

3.1.1.10 数据处理

用 SSPS 11.0 统计各组间均数（MEAN±SD）差异显著性 T-检验。

3.2.1 结果

3.2.1.1 喹胺醇对 CYP450 含量影响
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表 3-8 鼠肝 CYP450 含量

Table 3-8 CYP450 Content of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量（mg/kg.体重）Drug

dose（mg/kg. BW）

雄 CYP450 含量(nmol·mg-1)

Male CYP450 content(nmol·mg-1)

雌 CYP450 含量(nmol·mg-1)

Female CYP450 content(nmol·mg-1)

Ⅰ 6 400 0.4134±0.0429* 0.4473±0.1144

Ⅱ 6 200 0.4528±0.0906* 0.4654±0.1041

Ⅲ 6 100 0.4919±0.0839* 0.4807±0.1108*

Ⅳ 6 50 0.5408±0.0808 0.5601±0.2577*

C 6 0.9% NaCl 0.5806±0.0929 0.4032±0.0603

由表 3-8 可见，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，肝微粒体 CYP450 含量均低于对照组（C）；

除低剂量组（Ⅳ）外，其它三个剂量组该酶含量与对照组间存在显著性差异（P<0.05）；药物处

理组之间，高剂量组（I）CYP450 含量显著低于低剂量组（IV）（P<0.05）。

雌鼠连续用药 7d 后，药物处理组肝微粒体 CYP450 含量均高于对照组，低剂量组（IV）和

中剂量组（III）与对照组间的差异有显著性统计学意义（P<0.05）；药物处理组间鼠肝微粒体

CYP450 含量低剂量组（IV）略高于其它三组，但差异不显著。

由表 3-8 和图 3-5 可见，对照组中雄鼠的肝微粒体 CYP450 含量极显著高于雌鼠（P<0.01），

但连续服用喹胺醇 7d 后，这种性别间的差异则变得不明显。该结果提示喹胺醇对雌鼠的 CYP450

影响作用更为显著。

图 3-6 CYP450 光谱扫描曲线
Fig. 3-6 CYP450 spectrometer scanning file

图 3-5 CYP 450 含量雌雄鼠间比较
Fig.3-5 Difference of CYP 450 content between male and female rats
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由图 3-6 可见，CYP450 在可见光范围内的扫描曲线吸收峰均在波长 450±2nm 处，且比较稳

定。

3.2.1.2 喹胺醇对 APND 活性影响

由表 3-9 可见，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，低剂量组（Ⅳ）肝微粒体 APND 活性高

于对照组（C），但无统计学意义；其它三个药物处理组该酶活性却极显著低于对照组（C）（P<0.01）；

药物处理组间，低剂量组鼠肝 APND 活性极显著高于其它三组（P<0.01），而Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三组间

鼠肝 APND 活性则无明显差异。

雌鼠连续用药 7d 后，药物处理组肝微粒体 APND 活性均低于对照组（C），中剂量组（Ⅲ）

显著（P<0.05）、高剂量组（Ⅰ）和较高剂量（Ⅱ）极显著（P<0.01）低于对照组；药物处理组间

鼠肝微粒体 APND 活性，二个高剂量组明显低于二个低剂量组（P<0.05）。

由上表 3-9 和图 3-7 可见，各组雄鼠的微粒体 APND 活性极显著高于雌鼠（P<0.01），连续口

服喹胺醇 7d 后，对这种性别差异无明显影响。
表 3-9 鼠肝 APND 活性

Table 3-9 APND activity of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量(mg/kg.体重)

Drug dose(mg/kg.BW)

雄 APND 活性(nmol/min·mg)

Male APND activity(nmol/min·mg)

雌 APND 活性(nmol/min·mg)

FemaleAPND activity(nmol/min·mg)

Ⅰ 6 400 0.8128±0.0572** 0.3849±0.0279**

Ⅱ 6 200 0.8414±0.0852** 0.4505±0.0269**

Ⅲ 6 100 0.9136±0.1715** 0.5318±0.0960*

Ⅳ 6 50 1.1699±0.0521 0.5503±0.0831

C 6 0.9% NaCl 1.0355±0.1508 0.5954±0.0420

3.2.1.3 喹胺醇对 EMND 活性影响

表 3-10 鼠肝 EMND 活性

Table 3-10 EMND activity of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量(mg/kg.体重)

Drug dose(mg/kg.BW)

雄 EMND 活性(nmol/min·mg)

Male EMND activity(nmol/min·mg)

雌 EMND 活性(nmol/min·mg)

Female EMND activity(nmol/min·mg)

Ⅰ 6 400 0.1325±0.0176** 0.1056±0.0099**

Ⅱ 6 200 0.1533±0.0126** 0.1026±0.0069**

Ⅲ 6 100 0.1628±0.0170 0.1338±0.0230

Ⅳ 6 50 0.1834±0.0110 0.1324±0.0341

C 6 0.9% NaCl 0.1691±0.0148 0.1267±0.0229

图 3-7 APND 活性雌雄鼠间比较
Fig.3-7 Difference of APND activity between male and female rats
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由表 3-10 可见，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，低剂量组（Ⅳ）肝微粒体 EMND 活性高

于对照组（C），但无统计学意义；另外三个药物处理组该酶活性均低于对照组，但只有较高剂量

组（II）和高剂量组（I）与对照组间存在极显著性差异（P<0.01）；药物处理组之间，低剂量组

（Ⅳ）鼠肝 EMND 活性极显著高于其它三组（P<0.01），中剂量组（III）亦极显著高于高剂量组

（P<0.01）。

雌鼠连续用药 7d 后，低剂量组（IV）和中剂量组（III）肝微粒体 EMND 活性则高于对照组

（C），但无明显统计学意义；较高剂量组（II）和高剂量组（I）鼠肝 EMND 活性极显著低于对

照组（P<0.01）；药物处理组间鼠肝微粒体 EMND 活性，二个高剂量组低于二个低剂量组。

由上表 3-10 和图 3-8 可见，各组雄鼠的微粒体 EMND 活性亦极显著高于雌鼠（P<0.01），给

药后不会改变雌雄鼠间的 EMND 活性差异。

3.2.1.4 喹胺醇对 EROD 活性影响
表 3-11 鼠肝 EROD 活性

Table 3-11 EROD activity of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量(mg/kg.体重)

Drug dose(mg/kg.BW)

雄 EROD 活性(nmol/min·mg)

Male EROD activity(nmol/min·mg)

雌 EROD 活性(nmol/min·mg)

Female EROD activity(nmol/min·mg)

Ⅰ 6 400 47.20±11.82** 61.79±10.94**

Ⅱ 6 200 50.20±13.47** 65.18±14.07**

Ⅲ 6 100 67.50±16.54** 64.39±22.32**

Ⅳ 6 50 70.73±22.41** 70.47±26.21**

C 6 0.9% NaCl 24.74±3.18 20.66±2.12

图 3-9 EROD 活性雌雄鼠间比较
Fig.3-9 Difference of EROD activity between male and female rats
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图 3-8 EMND 活性雌雄鼠间比较
Fig.3-8 Difference of EMND activity between male and female rats
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由表 3-11 可见，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，药物处理组鼠肝微粒体 EROD 活性均极

显著高于对照组（C）（P<0.01）；药物处理组之间，高剂量组（I）和较高剂量组（II）鼠肝微粒

体 EROD 活性显著低于低剂量组（IV）（P<0.05）。

雌鼠连续用药 7d 后，药物处理组鼠肝微粒体 EROD 活性亦极显著高于对照组（P<0.01）；药

物处理组间鼠肝微粒体 EROD 活性，低剂量组（IV）亦高于其它三个剂量组，但只有高剂量组（I）

与其有显著性差异（P<0.05）。

由上表 3-11 和图 3-9 可见，对照组雄鼠的微粒体 EROD 活性高于雌鼠，但无显著差异；药

物处理组之间，雌鼠在 200mg/kg.体重以上剂量组鼠微粒体 EROD 活性在连续口服喹胺醇 7d 后，

显著高于雄鼠(P<0.05)，低剂量组与对照组雌雄差异变化规律一样。

3.2.1.5 喹胺醇对细胞色素 b5 活性影响
表 3-12 鼠肝细胞色素 b5 含量

Table 3-12 Cyt b5 content of liver in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量(mg/kg.体重)

Drug dose(mg/kg.BW)

雄 Cyt b5 活性(nmol/ mg)

Male Cyt b5 activity(nmol/mg)

雌 Cyt b5 活性(nmol/ mg)

Female Cyt b5 activity(nmol/ mg)

Ⅰ 6 400 0.2165±0.0198** 0.2529±0.0328

Ⅱ 6 200 0.2143±0.0247** 0.2587±0.0547

Ⅲ 6 100 0.2297±0.0812** 0.2040±0.0254

Ⅳ 6 50 0.2038±0.0410 0.1831±0.0769

C 6 0.9% NaCl 0.1646±0.0533 0.2301±0.0366

由表 3-12 可见，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，药物处理组鼠肝微粒体 Cyt b5 含量均高

于对照组，100mg/kg 以上剂量组与对照组间的差异极显著（P<0.01）；药物处理组之间，雄鼠肝

Cyt b5 含量无明显差别。

雌鼠连续用药 7d 后药物处理组鼠肝微粒体 Cyt b5 含量，二个低剂量组低于对照组、二个高

剂量组高于对照组，但只有低剂量组（IV）与对照组有显著性统计学意义（P<0.05）；药物处理

组之间，鼠肝微粒体 Cyt b5 含量，二个低剂量组显著低于二个高剂量组（P<0.05）。

由上表 3-12 和图 3-10 可见，对照组雄鼠的肝微粒体 Cyt b5 含量明显低于雌鼠（P<0.05）；药

物处理组之间，鼠肝微粒体 Cyt b5 含量在连续口服喹胺醇 7d 后，各剂量对应组间除二个低剂量

组外，其它两个组亦是雌鼠明显高于雄鼠（P<0.05）。

图 3-10 各组肝 Cyt b5 含量雌雄鼠间比较
Fig.3-10 Difference of Cyt b5 content between male and female rats
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由图 3-11，Cyt b5 的可见光吸收峰在波长 424±2.5nm 处，且比较稳定。

3.2.1.6 喹胺醇对肝微粒体蛋白含量影响

由表 3-13 可见，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，药物处理组鼠肝微粒体蛋白水平除低剂

量组外，其它均高于对照组，但差异不显著；药物处理组间，高剂量组（I）肝微粒体蛋白显著高

于低剂量组（IV）（P<0.05）；同时，随着给药剂量的增加肝微粒蛋白亦逐渐升高。

雌鼠连续用药 7d 后，药物处理组鼠肝微粒体蛋白含量的变化和雄鼠变化相似；药物处理组

之间，鼠肝微粒体蛋白含量是二个高剂量组高于低剂量组，但差异不显著，规律性变化不明显。

由图 3-12 可见，无论是对照组还是药物处理组，雌鼠肝微粒体蛋白含量各组均显著高于雄鼠

（P<0.05）。

表 3-13 鼠肝微粒体蛋白含量

Table 3-13 Protein content of liver microsome in male rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量(mg/kg.体重)

Drug dose(mg/kg.BW)

雄蛋白含量(mg/mL)

Male protein content (nmol/mL)

雌蛋白含量(mg/mL)

Female protein content (nmol/mL)

Ⅰ 6 400 3.5995±0.5399 5.0490±0.8035

Ⅱ 6 200 3.1407±0.4895 5.2854±0.1103

Ⅲ 6 100 3.0406±0.2836 4.0181±0.7633

Ⅳ 6 50 2.8118±0.4523 4.0363±0.9369

C 6 0.9% NaCl 2.9171±0.4259 4.0675±0.5412

图 3-11 Cyt b5 光谱扫描曲线
Fig. 3-11 Cyt b5 spectrometer scanning file

图 3-12 肝微粒体蛋白含量雌雄鼠间比较
Fig.3-12 Difference of protein content between male and female rats
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3.2.1.7 喹胺醇对肝 GST 水平的影响

表 3-14 肝微粒体 GST 活性

Table 3-14 GST activity of liver microsome in rats

组别

Group

样本数

Number

药物剂量(mg/kg.体重)

Drug dose(mg/kg.BW)

雄 GST 活性(U/mgprot)

Male GST activity (U/mgprot)

雌 GST 活性(U/mgprot)

Female GST activity (U/mgprot)

Ⅰ 6 400 154.76±20.27 112.30±22.22**

Ⅱ 6 200 164.50±23.17 107.82±8.55**

Ⅲ 6 100 180.86±10.54* 145.50±22.59*

Ⅳ 6 50 176.40±17.46 138.82±30.75

C 6 0.9% NaCl 169.12±9.60 134.95±11.33

由表 3-14 可见，试验鼠连续口服 7d 后，雌雄鼠 50、100mg/kg 剂量组肝微粒体 GST 活性均

高于相应的对照组，但只有 100mg/kg 剂量组与对照组间的差异呈显著性（P<0.05）。雄鼠 200mg/kg

以上剂量组则低于对照组，无明显统计学意义；雌鼠 200mg/kg 以上剂量组则极显著低于对照组

（P<0.01）。药物处理组之间，雌雄鼠肝微粒体 GST 的变化规律随剂量的增加均呈高-再高-低-再

低的趋势，且酶活性的最高点与最低点间均呈极显著性差异（P<0.01）。

由图 3-13 可见，无论是对照组还是药物处理组，雄性大鼠的肝微粒体 GST 活性均极显著高

于雌鼠（P<0.01），药物剂量的变化对这种雌雄鼠间的 GST 活性差异无明显影响。

3.2.1.8 喹胺醇给药剂量与肝药酶活性间相关性

由表 3-15、3-16 可见，给药剂量与鼠肝微粒体蛋白水平间的变化呈正相关关系，这种正相关

性在雄鼠有显著性关系（P<0.05）；给药剂量与 CYP 450 水平呈负相关性；给药剂量与雄鼠 CYP b5

水平间呈微弱的负相关性，而与雌鼠 CYP b5 含量间呈正相关性；给药剂量与试验鼠肝微粒体

APND 活性间呈负相关性，雌鼠的这种相关性很显著（P<0.05）；给药剂量与 EMND 活性间呈负

相关性，雄鼠则更为明显（P<0.05）；给药剂量与 EROD 活性间亦呈负相关关系，但均不显著；

药物剂量与 GST 间也呈负相关关系，雄鼠较为显著（P<0.05）。
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表 3-15 雄鼠肝 CYP450 同工酶水平与给药剂量间的相关性

Table3-15 Correlation between CYP 450 isoenzyme activity and drug dose in male rats

相关方程

Correlation equation

相关系数的平方（r2）

R square

P 值

P Value

微粒体蛋白 y = 0.0021x + 2.753 0.9719 P<0.05

CYP450 水平 y = -0.0003x + 0.5359 0.6217

CYP b5 水平 y = -7E-05x + 0.2433 0.0654

APND y = -0.0008x + 1.0846 0.5812

EMND y = -0.0001x + 0.1825 0.9151 P<0.05

EROD y = -0.0692x + 71.883 0.8071

GST y = -0.0715x + 182.53 0.8778 P<0.05

表 3-16 雌鼠肝 CYP450 同工酶水平与给药剂量间的相关性

Table3-16 Correlation between CYP 450 isoenzyme activity and drug dose in female rats

相关方程

Correlation equation

关系数的平方（r2）

R square

P 值

P Value

微粒体蛋白 y = 0.0032x + 3.9909 0.566

CYP450 水平 y = -0.0002x + 0.5507 0.0938

CYP b5 水平 y = 0.0002x + 0.1883 0.6586

APND y = -0.0005x + 0.5701 0.9594 P<0.05

EMND y = -9E-05x + 0.1347 0.6298

EROD y = -0.0192x + 69.054 0.6645

GST y = -0.0919x + 143.35 0.5717

3.2.3 讨论

3.2.3.1 喹胺醇对大鼠肝总 CYP450 和蛋白含量的影响

细胞色素 P450 是机体内一种重要的生物活性物质，在药物代谢、解毒和氧化还原反应过程

中起重要作用。CYP450 酶是一个超基因家族，由多种亚型组成，并发挥着不同的生物活性作用。

CYP450 基因多态性，决定着药物不同个体的代谢、代谢速度、药效、毒效作用等的差异（鞠美

华，1998）。研究药物对 CYP450 酶的影响，对临床安全、合理用药具有重要意义，也可以根据

P450 酶种类及其变化，推测药物或毒物在机体内的生物转化所涉及的相关反应及种类（柳晓

泉,2000；Gelboin HV，2006）。除过药物或毒物对 CYP450 的影响作用外，性别、发育、遗传变

异以及年龄等对 CYP450 均有不同形式的影响作用。

本研究中，给雄性大鼠连续口服不同剂量的喹胺醇 7d 后，肝微粒体 CYP450 含量均低于对

照组（C），且 100mg/kg.体重以上剂量组与对照组间呈显著性差异（P<0.05）（见表 3-8）；50mg/kg.

体重剂量组大鼠 CYP450 含量显著高于其它三个剂量组（P<0.05）。雌鼠连续用药 7d 后，药物处

理组肝微粒体 CYP450 含量却高于对照组，只有 100mg/kg 以下剂量组与对照组间有差异显著性

（P<0.05）；药物处理组间，50mg/kg 剂量组鼠肝微粒体 CYP450 含量却显著高于其它三个剂量组

（见图 3-5）。对照组（C）雌鼠 CYP450 酶含量极显著低于雄鼠（P<0.01），但连续口服喹胺醇 7d

后，雌雄鼠间酶含量的差异变得不明显。
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上述结果显示，连续口服喹胺醇可能对雄鼠肝微粒体总 CYP450 会产生抑制作用，对雌鼠

CYP450 却有促进作用，但是这种促进作用会随给药剂量的增大而减弱。由此推测，喹胺醇可能

在雌鼠或雄鼠体内的代谢有差异。本课题组前期研究结果也表明，喹胺醇在动物机体内作用具有

性别差异，表现在促生长剂量不同、提高饲料利用率的时间不同等(车业贵，2006)。这种药物的

临床作用在性别间的差异是否与 CYP450 的变化不同有关，还有待深入研究。本研究结果也与喹

胺醇对不同基因亚型 mRNA 的影响有相似之处。相关性分析结果还显示，给药剂量与 CYP450

酶含量间呈负相关关系。由此推测，喹胺醇对 CYP450 酶的影响总体趋势是抑制。另外，从 CYP450

在紫外-可见光下的扫描图可见，试验中 CYP450 的出峰波长稳定在 450±2nm 处，这与文献报道

一致（唐跃年，1998）。同类药物如喹乙醇、喹烯酮、卡巴氧等是否也会导致 CYP450 同样的变

化，还未见资料报道。但具有喹喔啉类结构的药物，如 2-amino-3,8-dimethylimidazo

[4,5-f]quinoxaline 等有诱导 CYP 亚型 2E1 和 1A 等的作用（Mori Y,2006）。

3.2.3.2 喹胺醇对大鼠肝微粒蛋白含量的影响

卡巴氧、喹叨嗪、喹乙醇等喹啉类药物有促生长与提高饲料利用率、改善饲料转化率和促进

蛋白质同化作用有关（Carta A, 2005）。本实验结果显示，雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，100mg/kg.

体重以上剂量组鼠肝微粒体蛋白水平高于对照组，药物处理组之间也是随剂量增加蛋白水平呈逐

渐升高趋势，但无明显统计学意义；雌鼠蛋白变化与雄鼠相似。无论是药物处理组还是对照组，

雌鼠肝微粒体蛋白均高于雄鼠。该结果是否与报道中，喹喔啉类药物如喹胺醇等的促生长机理有

关，还有待实验数据证实。

3.2.3.3 喹胺醇对大鼠肝细胞色素 b5 的影响

细胞色素 b5（Cytochrome b5, Cyt b5）是机体内的一种重要的氧化还原蛋白，属血红素结合

蛋白，有一条多肽。在动物红细胞中，组成 Cyt b5 的多肽有 98 个氨基酸残基，Cyt b5 和 NADH-Cyt

b5 还原酶一起参与高铁血红蛋白的还原反应，以维持输送氧的生理作用（Hultquiet D E,1978）。

肝脏中 Cyt b5 由 134 个氨基酸的蛋白肽组成，在羧基端有一段 36 个氨基酸的短肽，该肽段将 Cyt

b5 固定于内质网膜上（George. SK, 1989）。肝细胞中 Cyt b5 主要与 CYP450 协同作用，在药物代

谢或解毒过程中起重要作用。如 Cyt b5 协同 CYP2E1 催化类固醇、乙醇等的降解反应（Rashid MA,,

1973）。Cyt b5 在吸入性麻醉剂甲氧氟烷（methoxyflurane）的代谢活化中，与 CYP2B4 一起催化

该麻醉剂在机体内的代谢（Zhang H，2005）。

本研究中，给大鼠连续口服不同设计剂量的喹胺醇 7d 后，药物处理组雄鼠肝微粒体 Cyt b5

含量均高于对照组（C），而 100mg/kg.体重以上剂量组与对照组间呈极显著性差异（P<0.01），不

同给药剂量组间的雄鼠肝微粒体中 Cyt b5 含量没有明显差异。雌鼠 100mg/kg.体重以下剂量组 Cyt

b5 含量低于对照组，200mg/kg.体重以上剂量组高于对照组，但各组间均无明显统计学意义。另

外，给药剂量与 Cyt b5 含量间呈正相关性。性别间也有差异，对照组雄鼠的微粒体 Cyt b5 含量

明显低于雌鼠（P<0.05）；药物处理组，鼠肝微粒体 Cyt b5 含量在连续口服喹胺醇 7d 后，各剂量

组对应雌、雄鼠间除二个低剂量组外，两个高剂量组也是雌鼠明显高于雄鼠（P<0.05）。Cyt b5

在波长 424±2.5nm 处有一个稳定的吸收峰，这与文献报道相一致（George. SK, 1989）。上述结果

提示，喹胺醇有诱导 Cyt b5 的可能，这种诱导作用对雄鼠比雌鼠敏感，雌鼠只有加大剂量才可能

有诱导作用。
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3.2.3.4 喹胺醇对大鼠肝 CYP450 酶同工酶活性的影响

3.2.3.4.1 喹胺醇对大鼠肝 7-乙氧基香豆素-O-脱甲基酶的影响

机体内 CYP450 亚型 CYP1A 能催化 7-乙氧基香豆素转化为香豆素，功能与 7-乙氧基香豆素

-O-脱乙基酶（7-ethoxyresorufin O-deethylase，EROD）相似，所以实验研究中可以通过检测 EROD

的活性来推测 CYP1A 的活性，因此该酶是 CYP1A 的探针性物质 (Kapoor N,，et al, 2006) 。EROD

是体内外评价药物的毒性作用机理、药物与 I 相代谢酶之间的关系的重要生物分析（Bioassay）

工具，尤其是在毒理学研究中意义更大（Peter A. Behnisch, 2001,2002a）。如前文提到，3-甲基胆

蒽（3-methylcholanthrene，3-MC）是一种杂环芳香族化合物，具有诱导试验动物发生癌症的作用，

它在体内外均能诱导 EROD 酶活性的升高，也能诱导 CYP1A 蛋白和 mRNA 水平的升高(Moorthy

B,2000b)。本实验给大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，药物处理组鼠肝微粒体中 EROD 活性均极显著

高于生理盐水组（P<0.01），但是随给药剂量的增加该酶活性却呈下降趋势，药物剂量与酶活性

间呈负相关关系；相同给药剂量条件下，雌雄鼠组间该酶活性无明显差别。上述结果提示，连续

口服高剂量的喹胺醇后，可能有诱导大鼠肝细胞 CYP1A 的作用。但这与 CYP1A1 mRNA 的研究

结果呈相反变化趋势，喹胺醇对 CYP1A1 在 mRNA 水平上没有诱导作用、甚至高剂量还有抑制

的可能。由此推测，喹胺醇诱导 CYP1A 的活性变化可能与 CYP1A1 无关，但需更进一步研究证

实。

3.2.3.4.2 喹胺醇对大鼠肝红霉素-N-脱甲基酶的影响

红霉素 N-脱甲基酶（Erythromycin N-demethylase，EMND）是一种 CYP3A 相关性酶，常被

用来作为评估机体内或培养细胞中 CYP3A 酶活性的高低，并用以判断药物或外源性物质可能对

CYP3A 的诱导或抑制作用(Vences-Mejia A,2006)。前文所述，地塞米松是公认的 CYP3A 的诱导

剂，试验发现给大鼠连续 3d 使用地塞米松后，会导致外周血 EMND 活性升高 3-4 倍；CYP3A 能

被酮康唑（Ketoconazole）所抑制，当给大鼠一定剂量的该药后，EMND 的活性则会显著降低。

无论是地塞米松所导致的 EMND 升高、还是酮康唑造成的酶活性降低，均与 CYP3A 蛋白的变化

规律相一致（Dey A, 2006）。大鼠禁食或饥饿几天后，其体内 EMND 也会升高；当长期服用过量

天门冬氨酸后，也会导致 EMND 升高。分析认为，这可能与丙酮过量有关，因为丙酮也可诱导

机体 CYP3A 处于高水平[Vences-Mejia A,2006;Kachula SO,2004;Wan J,2006]。本研究结果显示，

雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，50mg/kg.体重剂量组鼠肝微粒体 EMND 活性显著高于对照组（C）

（P<0.05），200、400mg/kg.体重剂量组则极显著低于对照组（P<0.01）；药物处理组之间，50mg/kg.

体重剂量组极显著高于其它三个剂量组（P<0.01）（见表 3-10 和图 3-8）。雌鼠连续给药 7d 后，

100mg/kg.体重以下剂量组鼠肝微粒体 EMND 活性高于对照组（C），但无明显统计学意义；

200mg/kg.体重以上剂量组鼠肝 EMND 活性极显著低于对照组（P<0.01）（见表 3-10）；药物处理

组间，100mg/kg.体重以下剂量组极显著高于 200mg/kg.体重以上剂量组（P<0.01）。另外，无论是

对照组还是药物处理组，雄鼠肝微粒体 EMND 活性均极显著高于雌鼠（P<0.01）。这些试验结果

提示，大鼠连续口服剂量相对较低的喹胺醇后，可能对肝细胞 CYP3A 亚型产生诱导作用，但剂

量再高则会对 CYP3A 亚型产生抑制现象。高剂量喹胺醇对 CYP3A 亚型的影响与 CYP3A1 mRNA

的影响具有相似之处，即均为抑制作用；但低剂量对 CYP3A 活性的影响却与 CYP3A1 mRNA 的
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作用结果相反，这种相反的结果是何原因呢？尚不清楚，推测可能是高剂量对 CYP3A 在蛋白水

平和基因水平上均有影响，而低剂量则是只对 CYP3A 蛋白水平产生某种影响。另外，喹胺醇给

药剂量与肝微粒体 EMND 活性间的负相关性结果表明，随药物剂量的增加，药物对 EMND 活性

的抑制作用会越强。

3.2.3.4.3 喹胺醇对大鼠肝氨基比林-N-脱甲基酶的影响

氨基比林-N-脱甲基酶（aminopyrine N-demethylase，APND)活性的变化，与机体内多种

CYP450 酶的亚型有关，APND 活性的高低可以反应 CYP1A、CYP2A、CYP2B、CYP2D、CYP3A

的活性（Kuzhuvelil Bhaskarannair,2006, BC Eke,2002）。也有人认为 APND 的活性变化可以反应出

CYP2E1 的变化。本实验结果，给雄性大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，50mg/kg.体重剂量组鼠肝微粒

体 APND 活性显著高于对照组（P<0.05），100mg/kg.体重以上剂量组鼠肝 APND 极显著低于对照

组（P<0.01）：药物处理组之间，100mg/kg.体重以上剂量组鼠肝 APND 活性极显著低于 50mg/kg.

体重剂量组（P<0.01），100mg/kg.体重以上剂量组间无明显差别。雌鼠连续用药 7d 后，50mg/kg.

体重剂量组鼠肝 APND 虽然低于对照组，但差异不显著，而其它三组均显著或极显著低于对照组

（P<0.05 or P<0.01），同时随药物剂量的增加 APND 活性的下降越显著。无论是对照组还是给药

组，雄鼠肝微粒体 APND 的活性均极显著高于雌鼠（P<0.01），连续口服喹胺醇对这种性别间的

差异无明显影响。由此可见，低剂量的喹胺醇对雄鼠肝 APND 具有诱导作用，高低量则具有抑制

作用；喹胺醇对雌鼠该酶活性可能有抑制作用；雄鼠肝微粒体 APND 活性高于雌鼠，服用药物不

会对这种差异产生明显影响。前期实验结果显示，喹胺醇对 CYP2E1 mRNA 水平有抑制作用，这

与高剂量喹胺醇对 APND 酶活性的影响结果一致，但低剂量则呈相反的结果。推测，高剂量的喹

胺醇对 CYP2E1 在转录、转录后或蛋白质水平上均有一致的影响作用。

3.2.3.5 喹胺醇对大鼠肝 GST 活性的影响

前文述及，谷胱甘肽硫转酶（Glutathione-s-transferase, GST）是机体重要的Ⅱ相代谢酶之一，

由两个亚单位构成的二聚体，一般根据亚单位的不同而命名。不同的生物体内，GST 的种类和数

量均存在遗传多态性，这种遗传多态性与药物反应的个体差异也有一定的关系（McIlwain CC,

2006）。GST 能催化有害的亲电子底物发生结合、转化等反应，从而使其失活，其底物包括一些

环氧化物、活化的烯烃、有机过氧化氢等（Salinas AE, 1999）。因此，该酶在解毒过程中具有重

要意义。本实验结果显示（表 3-14），给 Wistar 大鼠连续口服喹胺醇 7d 后，100mg/kg.体重以下

剂量组鼠肝微粒体 GST 活性均高于或显著（P<0.05）高于对照组，200mg/kg.体重以上剂量组则

低于对照组，雌鼠则极为显著（P<0.01）。药物处理组间，雌雄鼠肝微粒体 GST 的变化规律随剂

量的增加均呈高-再高-低-再低的趋势，且酶活性的最高点与最低点间均呈极显著性差异（P<0.01）,

即 100mg/kg.体重剂量组极显著高于 400mg/kg.体重剂量组（P<0.01）。由图 3-13 可见，雄性大鼠

的肝微粒体 GST 活性均极显著高于雌鼠（P<0.01），连续口服不同剂量喹胺醇 7d 后，对这种性别

差异也没有明显影响。上述结果提示，低剂量的喹胺醇可能对大鼠肝 GST 具有诱导作用，也可

能与代偿性增强有关，而高剂量则有抑制作用；肝 GST 活性雌雄间存在明显的性别差异，喹胺

醇不会对这种性别差异产生任何明显影响。由该结果推测肝 GST 在喹胺醇的代谢过程发挥着重

要作用。
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第四章 喹胺醇对机体自由基代谢影响研究

近年来，自由基医学（Free radical medicine）已渗透到许多学科，成为生命科学领域的一个

研究热点。随着自由基医学的发展，其在毒理学、环境和药物安全性评价方面也具有重要意义（方

允中，1998；赵克然，2000）。正常情况下，生物体内自由基代谢水平处于平衡状态，并在机体

的正常生理功能维持方面发挥着重要作用。但当外源性物质进入机体（如 CCl4）、病毒或微生物

入侵（如新城疫病毒）后、某些病理过程（如糖尿病、动脉粥样硬化、癌症）、某些生理过程（如

衰老）中，自由基代谢可能会发生紊乱，机体内自由基生成量增加或不能被清除，达一定程度后，

大分子物质如蛋白质、RNA、DNA 会因此而发生脂质过氧化反应（LPO），抗氧化酶(Antioxidant

enzyme)活性或表达量会出现异常变化（升高或降低），脂质过氧化产物如 MDA 等的水平也会明

显升高，组织细胞因而会发生氧应激性损伤（Oxidative stress injury），并导致细胞变性、坏死、

凋亡等病变（李建喜，2006）。因此，通过检测机体内抗氧化酶如 SOD、GSH-Px、CAT 的活性、

检测 MDA 含量，可以反应机体脂质过氧化反应程度，间接推断自由基代谢变化和自由基水平；

用化学方法或自旋捕集技术（ESR）等，直接检测组织自由基水平，判断外源性物质或病理变化

对机体的氧应激性损伤的可能性和程度（赵世民，1993；Lee DH, 002）。

喹胺醇和卡巴氧、喹乙醇、西吖氧、以及近年来报道的喹烯酮、喹赛多、痢菌净等一样，均

是抗菌促生长类药物性添加剂，对革兰氏阴性菌如大肠杆菌、沙门氏菌等有明显抑制作用。但是，

随着毒理学发展和药理学作用机制研究的深入，发现卡巴氧具有一定的毒副作用，如精子致畸、

弱致突变、光敏毒性等（Carta A, 2005）。因此，卡巴氧、喹叨嗪等被限制使用于动物饲料添加

剂。前期研究结果虽表明喹胺醇在畜产品中的残留量少、毒副作用小。但前文述及，外源性化学

物质刺激，如四氯化碳、酒精中毒、环境污染物（如 PHA、PB、二恶英等）暴露等，均会引起

动物机体自由基代谢平衡失调，并导致生物膜、DNA、蛋白质等大分子物质发生脂质过氧化或氧

应激性损伤。象 PHA、PB、二恶英等属杂环芳烃类物质，有导致机体发生氧应激性损伤的可能，

据报道如 2-氨基-3-甲基咪唑[4,5-f]喹啉等也可致自由基代谢异常（Behrends A, 2004）。喹胺醇的

母体结构为 Quinoxaline-1,4-dioxide，也属杂环类化合物，是否会诱发机体抗氧化机能紊乱，并导

致机体自由基水平升高呢？无论是近年来研发的兽用喹喔啉类新产品，还是已经被禁止使用的卡

巴氧、喹叨嗪和被限制使用的喹乙醇等，都未有相关研究数据和资料报道。为了全面评价喹胺醇

的毒性或潜在毒性作用，有必要对其与自由基代谢和脂质过氧化损伤间的关系进行深入研究，以

确保临床用药的安全性。本实验给猪单剂量口服、静脉注射喹胺醇和给试验动物小鼠连续口服喹

胺醇后，通过检测相关抗氧化指标的变化和自由基水平变化，分析了喹胺醇诱导氧应性损伤的潜

在性作用及其对机体自由基代谢的影响，旨在为全面评价喹胺醇的毒理学作用补充数据，并为拓

宽兽医药理毒理学研究提供新思路和相关实验参考数据。

4.1 喹胺醇诱导仔猪氧化损伤的潜在性作用

4.1.1 材料和方法

4.1.1.1 试验动物

18 头长白与约克夏二元杂交断奶仔猪，体重 20±3.0kg，由甘肃省原兰州种猪场提供，随机分
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为 3 组，每组 6 头，I 组为口服组，II 组为静脉注射组，III 组为注射溶媒对照组，分笼饲喂。

4.1.1.2 试验饲料

按育成仔猪营养标准配方为依据，以玉米、麸皮、豆粕为主要组成成分，自配试验试验饲料，

同时添加复合预混料（天津 SSB-05），营养成分及含量见表 4-1。

表 4-1 试验饲料主要组成与营养成分

Table 4-1 Components and nutrition ingredient of experimental diets

组成与营养成分

Components and nutrition ingredients

含量

Cotent

组成与营养

Components and nutrition ingredients

含量

Content

玉米（kg/100kg）

Maize（kg/100kg）

62.0 泛酸(mg/kg)

Pantothenic acid (mg/kg)

≥12

麸皮（kg/100kg）

Bran（kg/100kg）

8.0 烟酸(mg/kg)

Niacin

≥24

豆粕（kg/100kg）

Bean cake（kg/100kg）

25.0 生物素(mg/kg)

Biotin (mg/kg)

≥0.16

预混料（kg/100kg）

Premix feed（kg/100kg）

5.0 硫酸粘杆菌素(mg/kg)

Colistin sulfate (mg/kg)

20

VA (IU/kg) ≥7500 Mn (mg/kg) ≥30

VB2 (mg/kg) ≥4.7 Fe (mg/kg) ≥135

VB6 (mg/kg) ≥0.7 Cu (mg/kg) 100~200

VD3 (IU/kg) ≥1650 Se (mg/kg) 150~300

VE (mg/kg) ≥22 I (mg/kg) ≥225

VK3 (mg/kg) ≥2.25 Ca (%) 0.8

NaCl (%) 0.375 P (%) 0.225

4.1.1.3 试验药物

喹胺醇原料药由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药工程研究室提供，经本实验室

再次纯化后得 99.97%。将其配制成两种剂型，一种为胶囊制剂；另一种为注射剂，浓度为 3.0

mg/mL。

4.1.1.4 给药剂量和方法

胶囊、注射剂和溶媒均为单剂量给药，胶囊经胃导管用水直接冲入胃中，剂量为 300 mg/kg 体

重；注射剂经耳缘静脉给药，剂量为 3.3 mg/kg 休重；溶媒亦经耳缘静脉推注，剂量和注射剂量

相同。

4.1.1.5 脂质过氧化相关活性物质检测

超氧化物歧化酶（SOD），采用黄嘌呤氧化酶法测定；谷光甘肽硫转移酶（GST），采用二硝

其苯显色法测定；谷光甘肽（GSH）采用二硫代二硝基苯甲酸还原显色法测定；谷光甘肽过氧化

物酶（GSH-Px），采用二硫代二硝基苯甲酸还原显色法测定；过氧化氢酶（CAT），采用钼酸铵显

色法测定；丙二醛（MDA），采用硫代巴比妥酸（TBA）显色法。以上试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所，其余试剂均为国产分析纯。

4.1.1.6 主要仪器

Waters高效液相色谱仪（Waters，美国）；Beckman JP-6型大容量低温离心机（Beckman，

美国）；Mettler Tdedo AX205分析天平（Mettler，瑞士）；GBC Cintra6型紫外可见分光光度计
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（Australia）。

4.1.1.7 血药浓度检测

用反相高效液相色谱法（RP-HPLC）测定。

4.1.1.8 样品采集

分别在口服和静脉注射给药前后，通过前腔静脉采集 0、0.25、0.5、0.75、1、2、4、6、8、

12、16、24、48h 和 0、0.083、0.17、0.25、0.5、0.75、1、2、3、4、6、8、12、16、24、48h 的

抗凝全血 2.0mL，1.0mL 全血供抗氧化酶 CAT、GSH-Px、GSH-ST 活性和 GSH 含量检测，1.0mL

分离血浆，用于 MDA、SOD 和血药浓度分析。

4.1.1.9 数据分析

用 SPSS 11.0 比较给药前后均数间(MEAN±SD)的差异显著性。

4.1.2 结果

4.1.2.1 口服给药后血抗氧化酶活力和脂质过氧化产物的变化

4.1.2.1.1 口服给药后全血 GSH 和 CAT 活性变化
表 4-2 口服喹胺醇后全血 GSH 含量和 CAT 酶活性

Table 4-2 GSH content and CAT activity of blood after oral Kuianchun

时间（h）
Time（h）

样本数

Number
CAT

(U/mg.Hemoglobin)
GSH

(mg/mL.blood)
0 6 0.2388±0.054 16.269±2.95

0.25 6 0.2432±0.058 15.983±3.89
0.5 6 0.2468±0.038 15.566±3.10
1 6 0.2628±0.068 14.152±1.41
2 6 0.2999±0.043* 12.856±2.22*
4 6 0.3003±0.043* 12.937±4.03*
6 6 0.2991±0.048* 13.537±2.91*
8 6 0.3299±0.025** 13.364±1.22*

12 6 0.3400±0.029** 13.638±2.40*
16 6 0.3321±0.043** 11.736±1.58**
24 6 0.4027±0.048** 13.498±1.60*
48 6 0.3857±0.094** 12.849±3.01*

注：*表示与 0 h 相比 P<0.05,**表示与 0 h 相比 P<0.01(下表同)。

Note: * represent compared with zero hour P<0.05; ** represent compared with zero hour P<0.01

Following tables are same as this

由表 4-2 可见，断奶仔猪一次性口服剂量为 300mg/kg 体重的喹胺醇后，全血 CAT 活性随时

间延长呈逐渐升高趋势，2-6h 显著高于给药前(P<0.05)，8-48h 极显著高于给药前（P<0.01）。全

血 GSH 含量从口服给药 2h 后显著低于给药前（P<0.05），并呈逐渐下降趋势。

4.1.2.1.2 口服给药后血 GSH-Px、GST 活性变化

口服喹胺后，GSH-Px 活力在给药后亦呈升高趋势，到 0.25-2h 又逐渐降低，后又逐渐升高直

到 24h，之后又恢复到接近给药前水平，但活力水平与给药前相比也无显著性差异。酶活力最高

点和最低点间却存在显著性差异（P<0.05）（见图 4-1）。血 GST 活力呈升高趋势，到 0.5h-2h 又

呈下降趋势，后又开始逐渐升高直到 16h，之后逐渐下降并恢复到给药前水平，但各时点该酶活

力均与给药前水平相比无显著性差异（见图 4-2）。
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4.1.2.1.3 口服给药后血 SOD 活性变化

SOD 活力在口服给药后呈下降趋势，到 2-8h 一直维持在低水平，8-16h 后又逐渐升高，之后

逐渐下降，48h 酶活力又恢复到给药前水平，该酶与前两种抗氧化酶活力变化一样，高水平与低

水平间亦存在显著性差异（P<0.05）（见图 4-3）。

4.1.2.1.4 口服给药后血浆 MDA 含量变化

血浆 MDA 含量在口服给药后 0-1h 呈升高趋势，1-12h 后逐渐下降到最低水平，之后又逐渐

升高，48h 后接近正常水平；高水平与低水平间亦存在显著性差异（P<0.05）（见图 4-4）。
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图 4-1 口服给药后全血 GSH-Px 活性
Fig. 4-1 GSH-Px activity of blood after oral administration kuianchun
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图 4-2 口服给药后全血 GST 活性
Fig. 4-2 GST activity of blood after oral administration kuianchun
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图 4-3 口服给药后血浆 SOD 活性
Fig. 4-3 SOD activity of plasam after oral administration kuianchun
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4.1.2.2 静脉注射给药后抗氧化酶活性和脂质过氧化产物变化

4.1.2.2.1 注射喹胺醇后血浆 SOD 活性和 MDA 含量的变化

表 4-3 静注喹胺醇后 SOD 活性和脂质过氧化物(MDA)含量

Table 4-3 SOD activity and MDA concentration of blood after injection Kuianchun

时间（h） 样本数
静注组

Injection group

溶媒组

Solution group

Time（h） Number
SOD

(U/mL)

MDA

(nmol/mL)

SOD

(U/mL)

MDA

(nmol/mL)

0 6 46.83±7.24 2.067±0.21 46.83±8.67 2.871±0.58

0.083 6 29.48±3.60** 5.173±1.06** 42.32±6.40 2.888±1.06

0.17 6 34.63±4.89* 5.516±1.57** 44.69±8.49 3.020±1.42

0.25 6 28.28±4.47** 4.191±1.29* 43.01±4.47 3.350±0.74

0.5 6 33.37±6.46* 4.171±1.22* 43.73±6. 64 3.399±1.34

0.75 6 42.53±3.17 4.379±0.42 42.00±7.31 3.020±0.56

1 6 40.54±5.50 4.521±1.57* 40.45±3.24 2.871±0.87

2 6 43.97±7.22 3.366±1.40 43.05±2.60 2.050±1.10

3 6 45.80±4.86 3.342±0.81 45.29±7.72 2.525±0.45

4 6 52.50±5.70 3.156±0.92 48.70±7.5 0 2.079±0.68

6 6 47.88±6.51 2.781±1.96 47.52±5.16 1.997±0.67

8 6 51.53±3.86 2.174±0.93 49.39±6.34 1.634±0.81

12 6 54.49±3.10 2.129±0.82 44.90±2.94 1.997±0.40

16 6 56.26±2.39 2.096±0.62 46.62±4.48 1.914±0.64

24 6 51.23±0.96 1.918±0.70 47.59±9.27 3.300±1.57

48 6 53.75±4.05 2.170±0.79 50.73±6.15 2.145±0.79

由表 4-3 可见，静脉注射药物组猪血浆 SOD 活性在给药后 0.083h、0.17h、0.25h 和 0.5h 时，

显著低于给药前（P<0.05）；0.75h 后该酶活力逐渐升高直到试验结束（48h），但与给药前酶活性

水平相比，无显著性差异。血浆 MDA 却与 SOD 活性变化呈相反结果，即给药后 0-1h 血浆 MDA

含量显著高于对照组（P<0.05），后又下降到给药前水平。而溶媒组试验猪血浆 MDA 水平和 SOD

活性无明显的规律性变化，注射前后无显著性差异。

4.1.2.2.2 注射喹胺醇后全血 GSH-Px 活性变化

静脉注射喹胺醇后，在 0.17h、0.25h 和 0.5h 时全血 GSH-Px 活力低于给药前水平（P<0.05），
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图 4-4 口服给药后血浆 MDA 含量
Fig. 4-4 MDA content of plasam after oral administration kuianchun
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其余时间该酶活性均与给药前水平无明显差异。而溶媒组该酶活性给药前后均无显著性变化（见

图 4-5）。

4.1.2.2.3 注射喹胺醇后全血 GST 活性变化

静脉注射喹胺醇后，GST 活力给药后 5min 就有升高趋势，但高水平酶活性与给药前无显著

性差异；到 12h 后该酶活性与给药前基本一样。而溶媒组试验猪该酶活力的变化趋势与药物组相

似，各时点间也无明显差别（见图 4-6）。

4.1.2.2.4 注射喹胺醇后全血 GSH 含量变化

由图 4-7 可见，GSH 含量给药后 0-8h 稍有下降，但不显著，后又升高到给药前水平；溶媒

组试验猪 GSH 在给药后亦呈下降趋势直到 8h 后，才开始升高并接近给药前水平。GSH 含量变化

与 GST 的变化相似。
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图 4-5 静脉注射喹胺醇后全血 GSH-Px 活力
Fig.4-5 GSH-Px activity of blood after injection kuianchun
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图 4-6 静脉注射喹胺醇后全血 GST 活力
Fig.4-6 GST activity of blood after injection kuianchun

图 4-7 静脉注射喹胺醇后全血 GSH 含量
Fig.4-7 GSH content of blood after injection kuianchun
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4.1.2.2.5 注射喹胺醇后全血 CAT 活性变化

由图 4-8 可见，无论是注射药物组还是注射溶媒组，试验猪全血 CAT 活力均无明显的规律性

变化，给药前后酶活力也无明显差别。

4.1.2.3 单剂量给药后血药浓度变化
表 4-4 口服给药后血药浓度（单位：μg/ml）

Table 4-4 Drug concentration in plasma after oral administration kuianchun(Unit: μg/mL)

0.25h 0.5h 1h 2h 4h 6h 8h 12h 16h 24h 48h

MEAN 0.0863 0.1522 0.2869 0.3784 0.4097 0.5109 0.4534 0.3780 0.2377 0.1935 0.0710

SD ±0.056 0.110 0.137 0.137 0.142 0.127 0.101 0.082 0.045 0.0404 0.051

由表 4-4、表 4-5 可见，试验猪口服 300mg/kg.体重的喹胺醇后血药浓度在 6h 达最高水平，

但仅为 0.5109μg/mL，之后又逐渐下降，到 24h 以后用 RP-HPLC 法已检测不到原药的存在。静脉

注射 3.3mg/kg.体重的喹胺醇后，药物在猪体内的分布很快，消除也较快，到 3h 后用 RP-HPLC

法也检测不到喹胺醇的存在。

表 4-5 静注喹胺醇后血药浓度(单位：μg/ml)

Table 4-5 Drug concentration in plasma after injection kuianchun (Unit: μg/mL)

5min 10min 15min 30min 45min 60min 120min 180min

MEAN±SD 0.6118 0.4613 0.2299 0.1549 0.0865 0.0470 0.0203 0.0116

SD 0..096 0.095 0.043 0.036 0.042 0.017 0.003 0.002

图 4-8 静脉注射喹胺醇后全血 CAT 活力
Fig.4-8 CAT activity of blood after injection kuianchun
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图 4-9 口服喹胺醇后血药时曲线
Figure 4-9 Plasma concentration-time curve after oral kuianchun

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Time(h)

C
on

ce
nt

ra
tio

n(
μg

/m
L

)



中国农业科学院研究生院博士论文 第四章 喹胺醇对机体自由基代谢影响研究

76

4.1.2.4 各指标间相关性分析

4.1.2.4.1 血药浓度与抗氧化酶间的相关性

表 4-6 给药后血药浓度与酶、MDA 间的相关性

Table 4-6 Correlation between drug concentration and antioxidative enzyme activity or MDA content in blood

口服

Oral administration

静注

Injection in vein

GSH-Px Y=-0.0099X＋2.2572, r=-0.3457, P=0.271 Y=-0.0050X＋1.3209, r=-0.5983, P=0.089

GSH Y=-0.0588X＋1.0595, r=-0.4431, P=0.149 Y=0.0832X-1.4844, r=0.2383, P=0.537

GST Y=-0.0023X＋0.7319, r=-0.3292, P=0.296 Y=-0.0005X＋0.0575, r=-0.0564, P=0.885

CAT Y=-0.1113X＋0.2787, r=-0.0326, P=0.920 Y=-2.9028X＋1.4745, r=-0.3906, P=0.299

SOD Y=-0.0502X＋3.0362, r=-0.6167, P=0.033* Y=-0.0286X＋1.276, r=-0.7943, P=0.011*

MDA Y=0.0134X＋0.1847, r=0.0383, P=0.906 Y=0.1660X-0.4785, r=0.8044, P=0.009**

如表 4-6 所示，血药浓度的变化与抗氧化酶 SOD、GSH-Px、CAT、GST 活力、以及 GSH 含

量变化间均呈负相关性，与血浆脂质过氧化产物 MDA 的含量间呈正相关性。血药浓度与 SOD

活力间负相关性尤为显著 (P<0.05)，静注后血药浓度与 MDA 间的正相关性呈极显著差异

（P<0.01）。

4.1.2.4.2 酶活性与脂质过氧化产物 MDA 间的相关性

试验猪口服 300mg/kg 体重的喹胺醇后，抗氧化化酶 GST、CAT、SOD 和 MDA 间呈负相关

性，而 GSH-Px、GSH 和 MDA 间呈正相关性；GSH-Px、GSH 和 SOD 间呈负相关性，GST、CAT

和 SOD 间呈正相关性；GSH-Px、GST 和 GSH 与 CAT 间呈负相关性；GST、GSH-Px 和 GSH 间

呈正相关性；GSH-Px 和 GST 呈负相关性。但以上相关性除 SOD 与 MDA 外，其它均为 P>0.05，

即无明显统计学意义（见表 4-7）。静脉注射喹胺醇后，抗氧化酶 GSH-Px、SOD、CAT 与 MDA

间呈负相关性，而 GST、GSH 与 MDA 间呈正相关性；GST、GSH 与 SOD 间呈负相关性，GSH-Px、

CAT 与 SOD 间呈正相关；GSH-Px 与 CAT 呈正相关性, GST、GSH 与 CAT 间呈负相关性，但不

显著；GSH-Px 和 GST、GSH 的相关性也不明显（见表 4-8）。
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图 4-10 静脉注射喹胺醇后血药时曲线
Figure 4-10 Plasma concentration-time curve after injection kuianchun
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表 4-7 口服喹胺醇后抗氧化酶与脂质过氧化物 MDA 间的相关性
Table 4-7 Correlation between antioxidative enzyme activity and MDA content in blood after oral kuianchun

GSH-Px GSH-ST GSH CAT SOD MDA

GSH-Px 1
y = -10.198x + 245.66

R2 = 0.0403
y = 0.5726x + 11.313

R2 = 0.047
y = -0.029x + 0.4362

R2 = 0.08
y = -2.091x + 64.894

R2 = 0.2363
Y=0.0314X-1.9477

R2=0.1487

GSH-St 1
y = 0.0124x + 11.377

R2 = 0.0571
y = -0.0009x + 0.484

R2 = 0.192
y = 0.0181x + 51.952

R2 = 0.0456
y = -0.004x + 5.2495

R2 = 0.0403

GSH 1
y = -0.0276x + 0.6893

R2 = 0.5041
y = -0.1678x + 57.898

R2 = 0.0106
y = 0.082x + 3.3208

R2 = 0.047

CAT 1
y = 15.211x + 50.905

R2 = 0.1317
y = -2.756x + 5.3039

R2 = 0.08

SOD 1
y = -0.113x + 10.738

R2 = 0.2363

MDA 1

表 4-8 静脉喹胺醇后抗氧化酶与脂质过氧化物 MDA 间的相关性
Table 4-8 Correlation between antioxidative enzyme activity and MDA content in blood after injection kuianchun in vein

GSH-Px GSH-ST GSH CAT SOD MDA

GSH-Px 1
y = -0.2304x + 289.09

R2 = 0.0286
y = -0.0206x + 23.785

R2 = 0.0992
y = 0.0009x + 0.2343

R2 = 0.334
y = 0.2973x - 24.107

R2 = 0.4387
y = -0.0288x + 9.9818

R2 = 0.2339

GSH-St
y = 0.0212x + 14.036

R2 = 0.1955
y = -0.0002x + 0.506

R2 = 0.0358
y = -0.2066x + 93.313

R2 = 0.3926
y = 0.0262x - 2.8495

R2 = 0.3567

GSH
y = -0.0042x + 0.533

R2 = 0.0286
y = -5.1587x + 142.78

R2 = 0.5627
y = 0.5959x - 8.0226

R2 = 0.4256

CAT
y = 120.94x - 10.146

R2 = 0.1938
y = -11.348x + 8.4558

R2 = 0.0967

SOD 1
y = -0.1141x + 8.407

R2 = 0.738

MDA 1
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4.1.3 讨论

4.1.3.1 喹胺醇对抗氧化酶活性和 MDA 含量的影响

1958 年 Harman 提出了自由基医学(陈瑷，1991)，多年来一直是人们研究的热点，并已渗透

到许多学科和研究领域。近年来，自由基则逐渐成为人们评价外源性化学物质(如二恶英、DDT、

CCl4等)中毒后，影响机体正常生理机能的重要指标之一（Hung RJ, 2004；Farombi EO，2000）。机体

抗氧化机能的正常发挥与否，和脂质过氧化反应、活性氧自由基代谢失调、氧应激性损伤(Oxidative

stress injury)等息息相关（Regoli F,2002）。SOD、GSH-Px、CAT 等抗氧化酶活力、以及脂质过氧化

产物 MDA 含量的变化均可直接反应机体抗氧化机能的状态，间接反应机体自由基代谢平衡的稳

定性和氧应激性损伤的可能性。

喹胺醇的母体结构为对二氮杂奈－N,N’－二氧化物，属含氮类杂环化合物，这类化合物可能

对机体大分子物质(如 DNA、蛋白质等)有一定的损伤作用（Peter Moller,2002）。兽用杂环化合物(如

喹噁啉类药物)是否会导致机体发生脂质过氧化损伤，至今还未见明确报道。本试验结果显示，断

奶仔猪一次性口服或注射喹胺醇制剂后，抗氧化酶 SOD 活力和脂质过氧化产物 MDA 含量，5min

后会出现降低或升高现象，但这种变化在给药 8h 后会逐渐恢复到给药前水平。这表明，单剂量服

用或注射喹胺醇后可能会引起机体抗氧化机能短暂失调，但不会导致抗氧化机能长期紊乱。这与

Peter Moller 等(2002)的报道结果相一致。他们在鼠饲料中添加了不同浓度的喹喔啉结构衍生物 2-

氨基-3-甲基咪唑并(4,5-f)喹啉，连续饲喂大鼠 3w 后，发现血浆 SOD 活力和 MDA 含量水平没有

明显变化。本试验中，试验动物口服大剂量喹胺醇后，血 GSH 含量与给药前相比有明显下降趋势

(P<0.05)，而 GST 活力变化则与之相反。这种变化与疏基类化合物(如 GSH 等)在机体解毒体系中

所起作用相一致（Canals S,2001），GSH、GST 既是机体内的抗氧化活性物质成员，又是外源性毒

物清除剂（方允中,1989）。D Lin 等(1994)也报道，GSH 和 GST 能抑制杂环化合物喹噁啉类衍生

物与 DNA 形成加合物，从而保护 DNA 的损伤。CAT 和 GSH-Px 也是机体内的两种重要的抗氧化

酶，能降低 H2O2、有机氢过氧化物(ROOH)等的水平，从而维持机体内羟自由基(.OH)、超氧阴离

子自由基(O2
.-)稳态，阻止脂质过氧化反应链的进程（Lin D,2000）。本研究发现，断奶仔猪大剂量

口服喹胺醇后血 CAT 的活力在 8h 内有升高现象，但 GSH-Px 无明显影响。由此可以推测，大剂

量的喹胺醇在机体内可能会导致 H2O2升高。

4.1.3.2 血药浓度与抗氧化活性物质间的相关性

喹胺醇血药浓度的变化与抗氧化酶活力间呈负相关性，与血浆脂质过氧化产物 MDA 含量间

呈正相关性。该结果提示，喹胺醇有引起断奶仔猪抗氧化机能紊乱的可能性。但是，试验结果又

显示，上述抗氧化酶和 MDA 等指标的变化均在给药 48h 后与给药前水平无明显差别，这种变化

可能与血药浓度低、药物代谢速度快有关。因为，药代动力学结果显示，口服喹胺醇后血药浓度

在 6h 可达最高水平为 0.51 μg/mL，之后又逐渐下降，到 24h 后用 RP-HPLC 法已检测不到原药的

存在；药物的吸收半衰期为 1.63 h，消除半衰期为 13.09 h。而静脉注射喹胺醇后，分布半衰期为

0.1065h，消除半衰期 0.6947h。由此可见，喹胺醇可能不会诱导机体发生氧应激性损伤。Peter Moller

等(2002)也有相同的报道结果。

4.1.3.3 抗氧化活性物质与脂质氧化间的相关性

通常情况下，SOD、CAT、GST 等抗氧化酶活力和脂质过氧化产物间呈负相关关系；SOD 等

抗氧化酶活力的大小反应机体抗氧化机能的状态，MDA 含量的高低反应机体脂质过氧化程度（赵
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克然，2000）。本试验结果显示，试验动物单次口服 300mg/kg 体重的喹胺醇后，抗氧化酶血 SOD、

CAT、GST 活力与脂质过氧化产物 MDA 间呈负相关性，而 GSH-Px 和 GSH 与 MDA 间呈负相关

性，但只有 SOD 与 MDA 间呈显著性负相关，但不显著；且抗氧化本科活性间的正相关性亦不明

显。这表明，口服高剂量的喹胺醇后对机体抗氧化酶 GSH-Px 和 GSH 的正常代谢可能有扰乱作用。

静脉单次注射小剂量的喹胺后，则是 GSH-Px、CAT、SOD 与 MDA 间呈负相关，而 GST、GSH

与 MDA 间却呈负相关性，抗氧化本科活性间的正或负相关性比较显著。该表明，静脉注射喹胺

醇后，对 GST、GSH 正常代谢和机能可能有一定影响。

综上所述，给断奶仔猪单次大剂量口服或小剂量静脉注射喹胺醇后，有导致机体抗氧化机能

紊乱的可能性，但这种紊乱只是一过性的，不会因此而诱导机体发生氧化应激性损伤。

4.2 喹胺醇对小鼠抗氧化机能影响研究

4.2.1 材料和方法

4.2.1.1 实验动物

200 只昆明种小鼠购自中牧公司兰州生物制药厂动物室，体重 25.0±3.0g，随机分为 5 组，分

别为高剂量组(I)、中剂量组(II)、低剂量组(III)、生理盐水组(IV)和空白对照组（Control），每组 40

只，雌雄各半，自由采食和饮水。

4.2.1.2 实验饲料

试验饲料为本实验专门加工的小鼠日粮，未添加任何其它药物成分。

4.2.1.3 饲养方法

雌雄分笼饲养，自由采食、自由饮水。室内温度 24±2℃，湿度 70%。

4.2.1.4 试验药物

喹胺醇原料药由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药工程研究室提供，纯度为

98.7%，经纯化后得 99.7%的喹胺醇做受试药物，将其配制成不同浓度的混悬液供实验用。
表 4-9 给药剂量

Table 4-9 Drug doses

I II III

半数致死量（LD50）

Lethal dose, 50% (LD50)
1/25 LD50 1/50 LD50 1/300 LD50

饲料添加量(mg/kg)

Additive dose in diet(mg/kg)
1263.33 631.67 105.56

口服剂量(mg/kg.体重)

Oral dose(mg/kg.BW)
360.0 180.0 30.0

药物浓度(mg/mL)

Drug concentration(mg/mL)
37.9 18.93 3.17

给药体积(mL)

Volume(mL)
0.3 0.3 0.3

4.2.1.5 给药途径和剂量

按下表喹胺醇混悬液的浓度和剂量，分别于每天灌胃 1 次，连续给药 30d，再停药 10d。剂量

见表 4-9。生理盐水组小鼠每天灌胃与药物等体积 0.9%的生理盐水 1 次，空白对照组（Control）

不作任何处理。每 5 天称体重 1 次，然后根据体重确定每个阶段的给药量。

4.2.1.6 自由基水平及抗氧化指标检测
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分别在试验的 10d、20d、30d、40d 摘眼球取抗凝全血，供谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、谷

胱甘肽硫转酶(GST)、过氧化氢酶(CAT)活力和还原型谷胱甘肽(GSH)含量的测定；部分分离血清，

供超氧化物歧化酶(SOD)活力和丙二醛(MDA)含量的检测。处死动物后，取肝组织制成 10%的匀

浆，供羟自由基（·OH）和抗超氧阴离子自由基（O2.-）水平检测。上述指标均用南京建成生物工

程研究所试剂盒，在 GBC Cintra-6 型紫外可见分光光度仪上检测。

4.2.1.7 数据处理

用 SPSS 11.0 比较给药前后均数间(MEAN±SD)的差异显著性。

4.2.2 结果

4.2.2.1 谷胱甘肽类活性物质变化
表 4-10 小鼠全血 GSH 含量(单位：mg/mL)

Table 4-10 GSH content of mice blood (Unit: mg/mL)

组别

Group
10d 20d 30d 40d

I 20.94±4.54* 15.144±1.41 14.524±1.28 15.480±1.19

II 19.87±1.95 16.069±1.83 14.774±1.15 14.038±1.41

III 19.41±1.39 16.363±0.77 14.311±1.74 15.006±1.64

IV 18.62±1.00 16.789±1.29 15.230±1.14 14.261±1.27

Control 18.44±0.75 17.562±1.85 15.446±1.17 14.699±1.20

注：灌胃组与对照组相比，* P<0.05，** P<0.01（下表同）

Note: * represent drug treatment group compare with control, P<0.05, ** represent drug treatment group compare with control,P<0.01

(following tables are same as this)

表 4-11 小鼠全血 GSH-Px 活力(单位：U/mL.blood)

Table 4-11 GSH-Px activity in mice blood (Unit: U/mL.blood)

组别

Group
10d 20d 30d 40d

I 170.11±5.04** 291.72±7.67* 307.65±11.60* 249.86±27.87

II 168.27±8.78** 271.78±48.56* 303.39±15.59* 240.12±27.07

III 165.35±5.46** 284.45±14.42* 301.47±27.98* 239.47±18.45

IV 203.04±3.33* 293.45±17.29* 324.02±13.12 228.36±36.78

Control 234.87±5.12 329.21±21.88 331.56±12.50 245.44±7.71

表 4-12 小鼠全血 GST 活力 (单位：U/mL.blood)

Table 4-12 GST activity in mice blood (Unit: U/mL.blood)

组别

Group
10d 20d 30d 40d

I 270.37±13.15* 373.08±70.81* 466.54±96.90** 409.36±36.88**

II 240.47±28.56* 364.10±75.56* 406.6±85.63** 408.58±60.04**

III 279.28±10.57* 397.33±72.82* 515.15±68.57** 562.18±82.72**

IV 328.74±5.09 324.34±74.03 348.22±74.22* 335.96±81.55

Control 334.00±59.65 284.1±32.04 287.87±47.06 297.7±44.23

试验小鼠连续口服喹胺醇 10d 时，药物处理组小鼠全血 GSH 含量均高于生理盐水组（Ⅳ）和

空白对照组（C），且高剂量组（I）与空白对照组间呈显著性差异（P<0.05）；但到实验的 20d、
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30d、40d 时各组间全血 GSH 水平无明显差异（表 4-10）。药物处理组之间，各检测时点全血 GSH

含量均无明显差异。

全血 GSH-Px 活力在连续用药的第 10d 时，药物处理组极显著低于生理盐水组和空白对照组

（P<0.01）；在实验的 20d 时，药物处理组虽低于生理盐水组，但不显著，却显著低于空白对照组

（P<0.05），生理盐水组也显著低于空白对照组（P<0.05）；30d 时，药物处理组仅显著低于空白对

照组（P<0.05），生理盐水组和空白对照组间无明显差别；40d 时各组间无明显差异（见表 4-11）。

由表 4-12 可见，10d 时药物处理组小鼠全血 GST 活力显著低于生理盐水组和空白对照组

（P<0.05），生理盐水组和空白对照组之间无明显差别；20d 时各药物处理组该酶活性均高于生理

盐水组、显著高于空白对照组（P<0.05）；连续给药 30d、再停药 10d 后，药物处理组 GST 活性均

极显著高于空白对照组（P<0.01）。药物处理组间，在试验的 10-40d 低剂量组小鼠全血 GST 活力

均高于中剂量组（Ⅱ）和高剂量（Ⅰ）。

4.2.2.2 抗氧化酶 SOD 活力变化

血清 SOD 活力在试验 10d 时药物处理组极显著高于对照组(P<0.01)，生理盐水组也显著高于

空白对照组（P<0.05）；20d 时各组间无明显差别；30d 药物处理组极显著低于空白对照组(P<0.01)，

也低于生理盐水组；40d 时各组间无明显差别。

在试验期的前 30d，低剂量组鼠血清 SOD 活力均高于高剂量组和中剂量组，但无显著性差异；

到试验 40d 时药物处理组间也无明显差别。

表 4-13 小鼠血清 SOD 活力(单位：U/mL)

Table 4-13 SOD activity of mice serum (Unit: U/mL)

组别

Group
10d 20d 30d 40d

I 38.928±5.26** 33.970±7.21 21.166±4.48** 25.79±4.67

II 37.206±8.46** 35.09±7.83 19.600±4.32** 19.83±3.46

III 40.492±6.44** 37.548±9.82 25.438±5.14* 25.238±5.17

IV 30.047±6.23* 35.382±8.09 34.123±4.62 22.197±3.45

Control 20.379±5.33 35.5180±6.24 37.183±6.08 23.6271±4.60

4.2.2.3 抗氧化酶 CAT 活力变化

图 4-12 小鼠血清 MDA 含量
Fig. 4-12 MDA content of mice serum
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Fig. 4-11 CAT activity of mice serum
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由图 4-11 可见，试验的 10d 时各组间鼠全血 CAT 活性无明显差别；试验 20d 时药物处理组

小鼠全血 CAT 活力显著低于生理盐组和空白对照组（P<0.05），生理盐水组和空白对照组间无明

显差别；30d 时低剂量组高于空白对照组，但低于生理盐水组，均无显著性统计学意义；40d 时灌

胃组鼠全血 CAT 活性均高于空白对照组。药物处理组间 CAT 活性无明显差别和规律性变化。

4.2.2.4 血清 MDA 含量变化

如图 4-12 所示，试验小鼠血清 MDA 含量药物处理高剂量组和中剂量组在 10d、20d 和 30d

时均比空白对照组、生理盐水组和低剂量组高，但差异不显著；小鼠血清 MDA 在试验前 30d 时，

均是高剂量组>中剂量组>低剂量组；40d 时各组鼠血清中 MDA 含量基本上无任何明显差异；随

实验进程，各组鼠血清 MDA 含量呈低－高－低的变化趋势。

4.2.2.5 肝组织抗超氧阴离子水平变化

由表 4-14 可见，10d 时肝组织抗超氧阴离子水平药物处理组极显著高于空白对照组(P<0.01)；

20d 时各组间无任何明显差别；30d 时药物处理组低于对照组(P<0.05)；40d 时只有高剂量组显著

低于空白对照组(P<0.05)。药物处理组间，低剂量组抗超氧阴离子水平在试验期内均稍高于中、高

二剂量组，40d 外除 (P<0.05)。试验期内，各组小鼠肝组织抗超氧阴离子水平呈下降趋势（见图

4-13）
表 4-14 小鼠肝组织抗超氧阴子水平(单位：U/mL.blood)

Table 4-14 Superoxide anion level of liver (Unit：U/mL.blood)
组别 10d 20d 30d 40d

I 757.25±86.00** 661.30±15.69 713.12±44.34* 508.05±21.05**
II 781.02±91.58** 663.59±14.25 715.66±41.79* 555.74±17.44
III 793.83±53.73** 666.70±13.19 741.66±36.66 566.08±29.17
IV 722.85±67.52 673.02±15.37 767.90±24.93 571.89±43.67

Control 651.28±87.49 680.47±45.23 759.85±58.82 561.93±39.47

4.2.2.6 肝组织活性氧自由基水平变化

由表 4-15 可见，试验的 10d、20d 时药物处理组小鼠肝组织匀浆中羟自由基(·OH)水平均极显

著高于对照组(P<0.01)、显著高于生理盐水组(P<0.05)，30、40d 时只有高剂量组显著高于对照组

（P<0.05），中剂量组和低剂量组与对照组间无明显差别。药物处理组之间，试验的 10、20、30、

40d 时，高剂量组肝组织·OH 水平均显著高于低剂量组(P<0.05)；中剂量组肝·OH 水平在 10-20d

时也显著高于低剂量组(P<0.05)， 40d 时则与对照组间无明显差别；生理盐水组肝组织·OH 在 30、
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40d 时与空白对照组间无明显差别。如图 4-14 所示，肝组织内·OH 自由基水平随给药期的延长，

呈由高到低的变化趋势，10、20d 显著高于 30 和 40d（P<0.05）。

表 4-15 小鼠肝组织羟自由基水平(单位：U/mL.blood)

Table4-15 Hydroxy free radicals level of liver (Unit：U/mL.blood)

组别 10d 20d 30d 40d

I 257.02±59.75** 287.08±96.97** 125.30±44.78* 122.23±22.99*

II 236.50±61.90** 281.49±85.33** 98.28±22.58 78.14±32.44

III 207.13±62.32** 221.26±54.53** 71.35±20.35 72.75±21.73

IV 140.65±22.83 178.20±45.12 67.36±22.40 81.97±14.24

Control 56.82±16.40 67.81±21.29 79.48±18.37 63.27±15.21

表 4-16 给药剂量与抗氧化酶活性间的相关性

Table 4-16 The correlation between drug dose and antioxidant enzyme activity

10d 20d 30d 40d

GSH y = 0.0047x + 19.184

R2 = 0.9701

y = -0.0038x + 16.571

R2 = 0.944

y = 0.0006x + 14.415

R2 = 0.1985

y = 0.0017x + 14.527

R2 = 0.1381

GSH-Px y = 0.0143x + 165.2

R2 = 0.967

y = 0.025x + 277.91

R2 = 0.167

y = 0.0189x + 300.58

R2 = 0.9737

y = 0.0322x + 237.03

R2 = 0.8372

GSH-ST y = -0.0206x + 267.29

R2 = 0.0281

y = -0.0694x + 391.36

R2 = 0.4452

y = -0.1315x + 487.76

R2 = 0.1597

y = -0.4477x + 545.1

R2 = 0.6993

SOD y = -0.0043x + 39.686

R2 = 0.1841

y = -0.0107x + 37.567

R2 = 0.9314

y = -0.0122x + 24.392

R2 = 0.4473

y = 0.0027x + 23.104

R2 = 0.0186

CAT y = -0.0001x + 0.4156

R2 = 0.4624

y = 2E-05x + 0.2523

R2 = 0.052

y = -8E-05x + 0.3469

R2 = 0.193

y= -0.0001x + 0.374

R2 = 0.7733

4.2.2.7 给药剂量与抗氧化活性物质间的相关性

由表 4-16 可见，给药剂量与 GSH 含量、GSH-Px 活力间呈正相关性，但不显著；给药剂量与

GST、SOD、CAT 活力间呈负相关性，也无显著性统计学意义。

4.2.2.8 给药剂量与脂质过氧化产物、自由基水平间的相关性分析

由表 4-17 可见，给药剂量与脂质过氧化产物检测指标 MDA 含量间成正相关性，除 40d 外相

关系数的平方均在 0.9 以上；给药剂量与肝组织·OH 水平之间在试验期内均呈正相关系，20d 时呈

极显著性（P<0.01）；药物剂量与肝组织抗超氧阴离子（O2.-）水平间呈负相关关系。

表 4-17 药物剂量与自由基水平、脂质过氧化产物间的相关性

Table 4-17 The correlation between drug dose and free radicals and MDAcontent

10d 20d 30d 40d

MDA
y = 0.0026x + 5.8134

R2 = 0.9805

y = 0.003x + 7.6003

R2 = 0.9146

y = 0.0033x + 6.5994

R2 = 0.9595

y = 0.0009x + 4.2684

R2 = 0.3383

·OH
y = 0.15x + 205.06

R2 = 0.9763

y = 0.1939x + 226.44

R2 = 0.7707

y = 0.1630x + 67.33

R2 = 0.9974*

y = 0.1531x + 61.956

R2 = 0.8681

Anti-O2.- y = -0.1115x + 798.56

R2 = 0.9859

y = -0.0162x + 666.95

R2 = 0.9806

y = -0.0841x + 739.46

R2 = 0.7739

y = -0.1788x + 577.24

R2 = 0.9112
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4.2.3 讨论

4.2.3.1 喹胺醇对谷胱甘肽和谷胱甘肽硫转酶的影响

4.2.3.1.1 喹胺醇对谷胱甘肽水平的影响

还原型谷胱甘肽（GSH）是生物体内一种重要的含有巯基（-SH）非蛋白活性肽，由半胱氨酸、

谷氨酸和甘氨酸组成，广泛分布于机体的各组织器官中（Pocsi I, 2004）。它是许多代谢酶如甘油

二磷酸脱氢酶、乙二醛酶、丙酮酸脱氢酶等的辅基或辅酶，具有多种生物学功能，如抗脂质过氧

化作用、解毒作用、药物的生物转化作用等等，在维持细胞新陈代谢和内环境稳定性方面具有重

要意义（Flohe L,2003；Deneke SM,2000；Krezel A,1999）。外源或内源亲电性化合物（如黄曲霉

毒素 B1、自由基、苯丙芘等）与 GSH 的-SH 具有高的亲合性（Lu SC,1999；Kretzschmar M,1990），

当这些物质进入机体或在机体内大量产生时，GSH 会与之结合而形成疏基复合物，并被进一步转

化为疏基尿酸被排出体外（Stevens,1989）。这就是 GSH 解毒机理，该过程中 GSH 的含量会升高

或降低，机体的内环境和新陈代谢也会受影响，有时甚至会出现病理性改变（Lomaestro BM,1995）。

GSH 是评价机体抗氧化机能稳定性的一个重要标志。喹胺醇作为一种新药，前期研究结果表明，

猪单剂量口服后全血 GSH 含量在 2-48h 有明显下降现象。本实验中小鼠连续口服喹胺醇 10d 后，

全血 GSH 含量均高于生理盐水组和空白对照组，但只有 360mg/kg 体重剂量组与对照组间存在显

著性差异（P<0.05）；在实验的 20d、30d、40d 时各组间全血 GSH 水平无明显差异（见表 4-10）；

喹胺醇给药剂量与全血 GSH 含量间呈正相关性，但均无显著性关系。上述结果提示，小鼠连续口

服喹胺醇后，最初可能会导致 GSH 含量代偿性升高，但随给药时间的延长，GSH 含量又会恢复

到正常水平。由此推测，长期饲喂喹胺醇后不会对机体内 GSH 含量产生不良影响。

4.2.3.1.2 喹胺醇对谷胱甘肽硫转酶活性影响

谷胱甘肽硫转酶（GSTs ：EC 2.5.1.18）是机体内一组多功能酶，有许多型和亚型。真核生物

中，GST 同工酶有两大类：游离型和结合型，游离型位于细胞浆中，由多基因编码，占 95%；结

合型位于膜上，由单基因编码，约占 5%（JD Hayes and DJ Pulford, 2006）。游离于细胞胞浆中的

GST 是由两个亚基构成的二聚体，而结合于微粒体等膜上的 GST 由三个亚基构成，均有一个活性

中心（Sheehan D, 2001;1995），并催化 GSH 与底物（如化学致癌物、环境污染物、抗肿瘤制剂）

结合（Boyland E, 1969）。GST 同工酶的生物学作用多种多样：解毒功能、药物代谢功能、抗病功

能和生物合成功能（McIlwain CC, 2006; Townsend DM, 2005；Hayes JD,2005）。如环境化学致癌物

如苯丙芘的解毒，抗癌、抗肿瘤作用，催化白三烯、前烈腺素、睾酮、孕酮等的合成，催化酪氨

酸的降解（夏世钧，2001）。在外源性化学物质进入机体后，可能会对 GST 产生诱导或抑制作用，

如苯巴比妥，3-甲基胆蒽及 TCDD 等，均有诱导 GST 活性作用（Wan X, 2004）。研究资料表明，

外源性化合物诱导 GST 的作用可能是一种保护机制，该酶的亲电性底物大多是其有效的诱导剂，

而且这种诱导作用通常是可逆的，解除诱导剂后酶浓度又会变回原来的水平（Bello SM,2001；

Sheehan D,1995）。如 2-(allylthio)pyrazine 既可以抑制 CYP2E1 的基因表达、抑制其介导的生物催

化作用，还能诱导环氧化物的降解、提高 GSTs 的水平，从而降低 AFB1 导致的肝癌发病率（Kim

ND,1999）。
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前期实验结果表明，猪单剂量给药后对 GST 活性没有明显的影响。本实验给小鼠连续口服喹

胺醇后，10d 时全血 GST 活性则显著低于生理盐水组和空白对照组（P<0.05），20d 时显著高于空

白对照组（P<0.05），到 30d 和 40d 时极显著高于空白对照组（P<0.01）；但药物处理组间相比，

低剂量组小鼠全血 GST 活力在试验期内均高于其它二个药物处理组（见表 4-12）。该结果提示，

在给药初期可能对 GST 活性有抑制作用，但随着给药时间的延长这种抑制作用会减弱、并转变成

诱导作用，这与文献报道结果相一致（Coles BF, 2003；Jones DP,1995）。但这种作用并不会因为

给药剂量的增加而增大，因为低剂量组酶活性在试验期内始终高于中剂量组和高剂量组。因此，

试验结果中给药剂量和酶活性的变化间存在负相关性。由上述结果推测，GST 在喹胺醇的代谢和

解毒过程中起主要作用，活性变化比单剂量给药显著，而且停药后 10d 时还能观察到酶活性极显

著高于对照组。

4.2.3.2 喹胺醇对抗氧化酶活性的影响

抗氧化酶（Antioxidant enzymes）是广泛分布于生物体内的一大类活性物质，如SOD、CAT、

GSH-Px、MPO、乳酸脱氢酶（Lactate Dehydrogenase）（Delvecchio FC,2005；Hwang JM,2005），

硫转移酶、肌酸激酶(Creatine Kinase)等（Dunlap KL,2006; Rosa NG, 2005），具有多种生物学作用，

但抗氧应激性损伤和清除自由基是最重要作用之一（Comhair SA,2005；LoVerde PT,2004; Franco

AA,1999）。疾病、生理变化、外源性化合物入侵、中毒、代谢紊乱等，均会对机体内抗氧化酶在

基因水平和蛋白水平上产生一定影响。如CCl4中毒、吸烟、辐射、环境二恶英等，均会导致试验

动物体内或培养细胞中抗氧化酶SOD、CAT、GSH-Px活性升高或下降，并影响自由基代谢平衡，

并导致机体内自由基水平升高，从而使组织或细胞发生脂质过氧化损伤（Imai,2004）。如当机体发

生酒精或醛类物质中毒后，抗氧化酶（SOD、CAT、GSH-Px）合成会被抑制，活性也随之降低，

机体抗氧化机能紊乱（Augustyniak A，2005）。抗氧化酶GSH-Px、SOD在生物解毒方面也具有一

定作用，如过量服用对乙酰氨基酚（Acetaminophen）或先天性过敏所导致的中毒现象，动物体内

GSH-Px、SOD基因表达量会降低，机体对毒性的抵抗力也会下降，因此无论是经转基因使

SOD/GSH-Px表达量增加、还是体外给予SOD脂质体后，都可降低对乙酰氨基酚中毒导致的死亡

率（Mirochnitchenko O, 1999）。N-亚硝基二甲胺（N-nitrosodimethylamine）是一种毒性物质，具

有致癌作用，给试验动物一定量的该物质后，结果发现体内抗氧化酶CAT、GSH-Px和SOD都明显

低于空白对照组（Ahotupa M, 1987）。

喹胺醇是一种抗菌促生长药兽用药物，本实验室前期研究结果表明，断奶仔猪单次口服高剂

量或静脉注射小剂量的喹胺醇后，在 0-8h 之内抗氧化酶活性有明显波动现象，但 12h 之后会逐渐

接近给药前水平。由此推测，喹胺醇可能会导致机体抗氧化机能的短暂紊乱，但不会持久。为了

进一步阐述喹胺醇对机体抗氧化机能的影响，本实验给小鼠连续口服不同剂量的喹胺醇 30d，再

停药 10d 后，分别在试验的不同时段检测了抗氧化酶 GSH-Px、SOD、CAT 的活性变化。试验结

果显示，全血GSH-Px 活性在试验的 10、20、30d 时均显著或极显著低于对照组（P<0.05 或 P<0.01）；

血清 SOD 活性在 10d 时高于对照组（P<0.01 or P<0.05），在 30d 时显著低于对照组（P<0.05）；全

血 CAT 活性在 20d 时低于对照组，但无明显差别。停药 10d 后即试验的第 40d 时，药物处理组与

对照组间抗氧化酶活性均无显著性差异，GST 除外。相关性分析结果表明，随给药剂量的增强，
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喹胺醇导致 GSH-Px 活性下降的作用会减弱，这种变化和 GSH 含量随给药剂量的变化相似；但给

药剂量与 SOD、CAT 活性间均呈负相关关系，药物剂量越大，酶活性会越低。文献报道中，抗生

素导致抗氧化酶活性下降也多见。Handy DE（2006）报道，氨基糖苷类抗生素会诱导 GSH-Px mRNA

3’端非翻译区基因 UGA 的编码突变，从而导致细胞内 GSH-Px 水平下降。Klemens JJ（2003）报

道，豚鼠连续口服 200 mg/kg/day 剂量的卡那霉素（amikacin）28d 后，检测发现抗氧化酶 SOD、

CAT、GSH-Px、GST 等均显著低于对照组。Van den Branden C（2003）报道，阿霉素（Adriamycin）

也有导致大鼠体内抗氧化酶活性下降的可能。由此可见，治疗性药物在治病的过程中也可能导致

机体抗氧化机能发生紊乱。

综上所述，连续口服喹胺醇对机体抗氧化酶活性均有不同程度的影响，并有导致机体抗氧化

机能紊乱的可能，但停药 10d 后这种影响作用会减弱甚至消失。

4.2.3.3 喹胺醇对自由基代谢的影响.

4.2.3.3.1 喹胺醇对脂质过化反应的影响

脂质过氧化反应（Lipid peroxidation, LPO）是一个产生自由基和自由基参与的链式反应，

分为三个阶段性：启动、扩展和终止（Spiteller G.2005；Vannucchi H,2003）。生物膜富含不饱

和脂肪酸，其中的双键易被带有不成对电子的自由基攻击，从而形成带有不成对电子的脂自

由基（LOO·），当脂自由基间相互作用生成非自由基产物或形成环氧化物后，最后裂解成各

种醛类或短链烃类，链式反应终止。丙二醛（Malondialdehyde，MDA）是脂质过氧化代表产

物之一，也是检测脂质过氧化反应的生物标记物（Draper HH,1990；Foti MC,2003；Olsson

KA,2002）。因此，通过检测组织内 MDA 的含量，可以推断机体脂质过氧化反应水平。疾病

（如糖尿病、高血压、癌病等）过程、外源性化合物入侵（如酒精、吸烟、PAHs、丙烯酰胺

等）后（Zhu YJ，2006；方允中，1989），MDA 含量会升高，结合抗氧化酶活性的变化、以及

细胞形态学，可以推测机体内自由基代谢水平和脂质过氧化损伤的程度（汪德清，1994; Freeman

BA, 1982）。喹胺醇等喹喔啉类药物是否会诱导机体产生大量自由基，引起脂质过氧化反应和

氧气激性损伤。前期实验结果显示，断奶仔猪单剂量口服喹胺醇后 0-12h、单剂量静脉注射喹

胺醇后 0-1h 内 MDA 含量高于给药前水平，说明喹胺醇有导致机体发生脂质过氧化反应的可

能，但在自身调节下这种反应不会持久，因此数小时后 MDA 又恢复到正常水平。本实验中，

给小鼠连续口服喹胺醇 30d，再停药 10d 后。结果显示试验小鼠血清 MDA 含量 360mg/kg 剂量

组和 180mg/kg 剂量组在 10d、20d 和 30d 时均比空白对照组、生理盐水组和 30mg/kg 剂量组高，

但差异不显著；40d 时各组鼠血清中 MDA 含量无任何明显差异。另外，实验中给药剂量与血清

MDA 含量间在 10、20、30d 时均呈正相关关系，40d 时这种正相关性虽存在，但相关系数很小。

该结果表明，长期服用喹胺醇后，有导致机体抗氧化机能紊乱的可能性，但导致的脂质过氧化反

应很轻微；给药期间试验鼠血清 MDA 含量会随给药剂量的增加而增大，脂质过氧化反应与给

药剂量间有一定相关性。

4.2.3.3.2 喹胺醇对活性氧自由基代谢的影响

自由基是带有不成对电子的活性基团，化学性质非常活泼。在需氧生物体内外，有大量

的活性氧等自由基产生，并不断地被抗氧化体系如 CAT、GSH-Px、SOD 等清除，从而维持

平衡状态。这些活性氧包括 NO 及其相关性产物在机体的多种生理过程中发挥着重要作用，
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前烈腺素、甲状腺素等的合成和级联反应中，自由基是一种不可缺少的活性元素；氧自由基

与 CO2形成的“活性碳”，在凝血酶原合成中发挥羧化作用等等（Djordjevic VB，2004；Fang YZ，

2002）。由于自由基与生物大分子物质如脂质、蛋白质、核酸等具有高的亲合性，因此当自由

基代谢平衡失调后，会导致氧应激发生，大量自由基会通过破坏不饱和脂脂肪酸（Poly

Unsaturated Fatty Acids，PUFAs）的弱键，导致生物膜等发生氧应激性损伤（Yung LM，2006；

WEBSTER N. R，1988）。在疾病、营养缺乏、外源化学物质入侵后，会导致自由基抗氧化体

系受损，自由基因此会在体内积聚，并导致脂质过氧化损伤。据报道，许多环境污染物、药

物均有引起机体内自由基生成增加或清除障碍的可能。如 CCl4中毒导致的肝病患者体

内，·CCl3 与分子氧（O2）发生反应而生成·CCl3 O2自由基，该自由基又会导致脂质发生氧化

反应，从而损伤肝细胞（Dwivedi S, 2006；Singab AN,2005）。抗菌药呋南妥英（nitrofurantoin）

是一种硝基化合物，在肺内质网内可被还原成硝基自由基，该自由基又被氧化而产生 O2
.-，后

者又生成 H2O2，并导致机体发生过氧化损伤（Nunez-Vergara LJ, 2000；Shen W,1996）。氯霉素

(Holt DE,1997 )、环孢霉素（Serino F,1993）、非那西汀(phenacetin)（Fischer V,1986）、异胭肼

（isoniazid）（Loots DT,2005）等药物，在机体内均有导致自由基生成增多，脂质过氧化加剧

的可能。

文献报道，在厌氧条件下喹叨嗪和喹噁啉-N,N’-1,4-二氧化物的衍生化合物能使细菌产生

自由基，可用电子顺磁共振（ESR）进行检测（Suter W, 1978）。喹胺醇是喹噁啉-N,N’-1,4-二

氧化物的衍生化合物，猪连续单剂量口服或静脉注射该药后，结果显示该药有导致机体抗氧

化机能紊乱的可能。本实验通过检测肝组织羟自由基(·OH)水平的变化，评估了喹胺醇对活性氧

自由基代谢的影响。结果给小鼠连续口服 30d 喹胺醇后，在 10、20d 时药物处理组和生理盐水

组的羟自由基(·OH)水平均高于空白对照组（P<0.01）， 30 和 40d 时仅 360mg/kg 剂量组鼠肝·OH

水平显著高于对照组（P<0.05），但与生理盐水组间无明显差别。给药剂量与肝·OH 水平变化间呈

正相关关系。这些结果提示，喹胺醇可诱导机体内活性氧自由基的大量生成或积聚。分析认为，

自由基水平升高一方面与抗氧化酶活性下降有关，另一方面可能与每天灌药时的应激反应有关。

因为，实验的前 20d 自由基水平明显高于后 20d。但随着试验鼠对灌药行为的适应，应激导致自

由基产生的可能性降低，所以试验后期肝组织自由基水平下降明显。但高剂量组仍显著高于对照

组。由此可见，小鼠连续口服小剂量的喹胺醇后，只会在给药初导致自由基生成增加，但大剂量

口服喹胺醇后，这种诱导自由基生成作用会明显加剧。

4.2.3.3.2 喹胺醇对机体抗自由基能力的影响

上述试验结果表明，喹胺醇可降低抗氧化酶 SOD、CAT 的活性，但 GSH-Px 的活性则呈

升高趋势，活性氧自由基水平也会随给药剂量的增加而升高。这说明机体的抗氧化机能可能

被抑制。机体清除自由基的能力又会怎样呢？本实验中，通过检测机体抗超氧阴离子（O2
.-）

的水平，评估了机体清除自由基的能力，结果显示，鼠连续口服喹胺醇 10d 时，肝组织抗超氧

阴离子水平极显著高于空白对照组(P<0.01)，20d 时各组间无任何明显差别，30d 时低于对照组

(P<0.05)，40d 时只有 360mg/kg 剂量组显著低于空白对照组(P<0.05)；给药剂量与抗 O2
.-的水平间

呈负相关，可见随给药剂量的增加，肝组织抗 O2
.-的能力会下降。上述结果提示，在给药初期

随自由基生成量的增加。机体清除自由基的能力会代偿性增加，当自由基水平增加到一定程

度即 20d 时，清除自由基的能力会下降，但当实验 30d 时自由基水平降低后，清除自由基的

能力又会升高。
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第五章 喹胺醇对鼠腹腔巨噬细胞 NO 和细胞因子影响

5.1 不同添加剂量喹胺醇对大鼠血液学和组织病理学影响

5.1.1 材料与方法

5.1.1.1 试验动物与分组

50 只 Wistar 大鼠，雌雄各半，购于兰州军区陆军总医院动物室，随机分为 5 组，分别为高剂

量组（Ⅰ）、较高剂量组（Ⅱ）、中剂量组（Ⅲ）、低剂量组（Ⅳ）和空白对照组（C）。饲料为大

鼠颗粒日粮，未添加任何其它药物。雌雄分笼饲养，自由采食、饮水。

5.1.1.2 试验药物、剂量和给药途径

试验药物喹胺醇由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究新兽药工程实验室提供，纯度 98.7%，

本实验室再行纯化，纯度为 99.97%。将喹胺醇配制成不同浓度的混悬液，分别按表 5-1 设计的药

物剂量灌胃大鼠，对照组以 0.9%的生理盐水代替药物。

表 5-1 给药剂量

Table 5-1 Drug dose

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Dose（mg/kg.BW） 80.0 40.0 20.0 10.0

Additive dose（mg/kg.diet） 600.0 300.0 150.0 75.0

5.1.1.2 试验设计

分别在试验的 0、10、20、30、40d 尾静脉采血，在血细胞分析仪上分析血细胞变化；每 5d

称体重 1 次，以确定阶段性给药量；每天统计饲料消耗，分析体增重；在 40d 时，断颈处死，测

量脏器系数，取肝、心、肾、脾、卵巢、睾丸做组织病理学观察。

5.1.2 结果

5.1.2.1 体增重

表 5-2 雄鼠体增重(g/5d)

Table 5-2 Gain of body weight in male rats (g/5d)

Time(d) C IV III II I

5 18.50±3.3 14.90±2.7 20.06±4.5 5.33±2.1 4.40±1.0

10 14.50±3.8 11.67±2.8 13.68±0.7 13.17±2.5 10.00±1.9

15 13.25±4.6 8.50±2.7 15.25±4.2 4.88±2.8 6.25±0.9

20 30.50±5.6 37.60±3.5 46.50±2.5* 30.60±4.3 36.83±7.1*

25 9.83±1.5 7.50±3.4 10.38±3.1 9.60±4.2 7.70±2.5

30 10.00±2.3 12.60±1.2 13.40±2.9 12.02±2.7 13.33±5.0

35 11.83±0.6 18.17±12.8 15.83±1.9 6.25±1.7 9.38±2.4

40 7.70±1.8 14.20±2.9 12.80±1.8 13.83±3.0 14.17±1.0

MEAN±SD 14.51±7.26 15.64±9.51 18.49±11.66 11.96±8.32 12.76±10.27
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图 5-1 雄鼠饲料日消耗量

Fig. 5-1 Diet consumption per day in male rats
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图 5-2 雌鼠饲料日消耗量

Fig. 5-2 Diet consumption per day in female rats



中国农业科学院研究生院博士论文 第五章 喹胺醇对机体非特异性免疫相关因子的影响

91

如表 5-2 所示，喹胺醇对雄鼠的促生长作用集中在 15~25d 之间，中剂量组体增重显著高于对

照组(P<0.05)，低剂量组体增重也高于对照组。如表 5-3 所示，喹胺醇对雌鼠的促生长作用也集中

在 15~25d 之间，低剂量组大鼠体增重高于其它药物处理组和对照组，但差异不显著。
表 5-3 雌鼠体增重(g/5d.只)

Table 5-3 Gain of body weight in male rats (g/5d.per rat)

Time(d) C IV III II I

5 4.83±1.4 2.80±0.5 2.80±0.9 2.80±0.6 3.48±1.6

10 4.04±1.7 6.83±2.1 2.33±0.5 4.67±0.8 3.93±1.5

15 3.75±1.1 7.50±1.4 2.12±1.0 2.90±1.1 2.00±1.2

20 10.97±1.3 14.50±6.4 13.05±0.8 11.33±1.5 12.00±2.0

25 6.20±1.4 6.67±1.8 6.30±0.8 5.83±2.6 7.83±2.5

30 8.83±1.6 9.40±2.6 6.50±2.2 6.17±1.6 6.50±0.9

35 5.25±1.8 5.10±0.7 5.33±2.0 3.00±1.5 2.40±1.6

40 4.88±1.4 5.30±1.3 4.95±1.9 3.50±1.5 3.20±1.7

MEAN±SD 6.09±2.5 7.26±3.5 5.42±3.5 5.03±2.9 5.17±3.4

5.1.2.2 喹胺醇对大鼠饲料消耗的影响

由图 5-2 可见，雌鼠中剂量组和低剂量组饲料平均日消耗量均低于其它三组。雄鼠饲料平均

日消耗量则是较高剂量组高于对照组，中、高和低剂量组间日消耗量无明显规律变化和差别(见图

5-1)。

5.1.2.2 喹胺醇对大鼠组织形态学变化的影响

5.1.2.2.1 脏器系数

图 5-3 和图 5-4 所示，雌鼠肝脏系数中剂量组略低于其它各组，而高剂量组则略高于其它各

组无显著性差异；雄鼠肝脏系数和给药剂量间呈剂量-效应关系，药物处理组肝脏系数均高于对照

组，睾丸系数则是药物处理组低于对照组。肾脏、心脏、脾脏系数雌雄鼠各组间均无差别和规律

性变化。

5.1.2.2.2 组织形态学观察

组织解剖学发现，高剂量组有 1 例雌鼠子宫角肿大，但卵巢色泽和大小均正常；1 例肝脏表

面有出血点；中剂量组 1 例雄鼠呈脂肪肝。除此之外，其它鼠均未见任何肉眼组织学异常变化。

图 5-3 雌鼠脏器系数
Fig. 5-3 Viscera coefficient in female
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Fig. 5-4 Viscera coefficient in male
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如图 5-5 所示，除上述几例外，镜检也未见任何组织病理学异常变化。

表 5-4 大鼠血小板
Table 5-4 Blood platelet

组别
Group

检测时间(d)
Time(d)

血小板
PLT

(×109/L)

血小板压积
PCT

(ml/L)

平均血小板体积
MPV
(fL)

血小板分布宽度
PDW
(%)

0 728.8±236.6 4.66±1.85 6.83±0.52 7.08±1.12
10 714.5±149.5 4.31±1.27 6.98±0.72 6.62±0.99
20 920.8±125.4 6.21±0.91 6.75±0.38 6.96±0.90
30 745.1±177.5 4.90±1.36 7.08±0.58 7.06±1.01

I

40 890.1±126.3 6.42±1.55 7.72±0.50 9.09±1.78
0 699.8±158.0 4.72±1.27 6.70±0.37 6.66±0.78

10 853.2±127.9 5.48±0.85 6.43±0.25 6.34±0.58
20 880.3±130.4 5.76±0.94 6.55±0.36 6.64±0.80
30 727.4±136.6 5.09±0.92 7.04±0.54 7.18±1.25

II

40 815.7±210.6 5.99±1.39 7.44±0.49 8.34±1.52
0 803.6±82.7 5.10±0.71 6.79±0.35 6.86±0.72

10 888.7±89.9 5.72±0.63 6.44±0.24 6.64±0.76
20 923.3±85.1 6.45±1.01 7.07±0.55 7.04±0.84
30 783.7±136.3 5.54±1.03 7.09±0.59 7.28±0.84

III

40 749.1±260.4 5.86±2.04 7.53±0.37 8.24±1.55
0 776.3±220.4 4.81±1.65 6.84±0.47 6.96±1.35

10 911.3±105.4 6.00±0.83 6.58±0.39 6.70±0.82
20 923.1±105.8 6.52±0.92 6.92±0.44 7.24±0.75
30 784.9±148.3 5.29±0.93 6.77±0.51 6.90±0.87

IV

40 828.9±229.6 6.15±1.51 7.55±0.66 8.16±1.57
0 800.0±127.7 5.11±1.59 6.98±0.44 6.82±0.97

10 845.4±111.6 5.51±0.78 6.52±0.39 6.40±0.72
20 901.9±104.2 5.83±0.71 6.46±0.11 6.74±0.56
30 741.3±148.4 5.10±0.96 6.91±0.29 6.70±1.22

C

40 879.7±153.5 6.29±1.13 7.17±0.49 7.60±1.09

I 组输卵管(H.E×400)

I 组心脏(H.E×400)

I 组卵巢(H.E×400) I 组睾丸(H.E×400)

I 组肾脏(H.E×400) I 组肝脏(H.E×400)

图 5-5 组织形态学观察
Fig. 5-5 Histopathology
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5.1.2.3 喹胺醇对血细胞影响

表 5-5 大鼠血白细胞

Table 5-5 White blood cell in rats

组别
Group

检测时间（d）
Time(d)

白细胞
WBC

(×109/L)

淋巴细胞
LY

(×109/L)

中间细胞
MO

(×109/L)

粒细胞
GR

(×109/L)

淋巴细胞百分比
LY
(%)

中间细胞百分比
MO
(%)

粒细胞百分比
GR
(%)

0 16.16±6.47 10.12±3.98 2.36±1.11 3.68±1.75 64.40±9.47 14.20±3.07 21.15±6.92
10 19.57±6.36 11.11±3.52 2.32±0.53 6.14±2.80 56.81±5.31 12.28±2.09 30.92±5.39
20 30.32±9.20 17.82±3.04 3.24±0.63 10.26±5.45 56.08±5.94 11.19±2.79 32.72±6.09
30 26.72±9.76 19.70±6.57 0.46±0.27 6.20±2.54 76.28±8.81 2.18±1.28 20.41±5.87

I

40 31.16±17.46 28.06±7.17 0.502±0.34 7.71±2.85 74.03±7.26 2.10±1.38 23.52±7.14
0 17.63±5.55 10.50±3.21 2.64±1.34 4.49±2.35 62.1±13.33 14.61±4.63 23.28±9.85

10 21.42±6.02 11.21±3.24 3.23±0.88 6.98±2.42 52.65±6.12 15.14±1.97 32.22±5.46
20 23.21±4.14 14.50±2.63 2.58±0.62 6.13±1.75 62.54±6.02 11.13±2.23 26.34±4.47
30 25.11±14.54 17.21±8.46 0.62±0.57 8.63±4.46 74.99±13.63 7.36±3.40 19.87±10.17

II

40 39.22±17.12 28.08±6.37 0.583±0.41 10.12±4.68 71.52±12.32 2.52±1.83 24.96±10.55
0 16.59±4.08 9.81±1.85 2.48±0.88 4.30±1.71 59.88±5.94 14.77±2.48 25.345.20±

10 19.00±4.25 10.49±2.01 2.54±0.87 5.66±2.27 57.21±6.98 13.68±2.59 29.03±5.61
20 20.32±4.47 13.00±2.47 2.10±0.47 5.22±1.82 64.34±4.79 10.37±1.48 25.37±3.95
30 26.29±10.86 16.69±6.51 1.49±1.21 6.77±4.26 67.35±17.85 9.84±4.01 25.18±13.29

III

40 46.23±15.79 29.53±8.72 0.403±0.28 9.84±3.60 72.32±10.22 0.72±0.43 23.80±10.12
0 19.46±7.00 11.94±3.94 2.72±0.97 4.83±2.55 61.49±6.69 14.31±2.92 23.67±5.21

10 20.18±6.24 12.14±3.15 2.45±0.72 5.59±2.68 61.07±6.81 12.22±1.73 26.69±6.00
20 26.67±4.27 15.70±2.40 2.95±0.65 8.02±2.41 59.12±5.76 11.08±2.00 29.78±5.04
30 24.96±10.51 16.27±7.51 1.03±0.92 7.37±3.49 72.42±13.49 9.07±3.12 20.99±10.22

IV

40 41.43±15.94 31.63±6.80 0.710±0.45 11.47±5.72 70.38±3.80 1.01±0.39 25.49±5.82
0 18.01±7.46 10.96±5.04 2.60±0.88 4.46±2.14 59.54±8.44 15.60±4.39 24.83±5.19

10 21.40±6.88 12.06±3.31 3.01±0.95 6.33±3.16 57.29±7.75 12.79±5.35 25.67±10.57
20 27.95±7.81 16.19±3.29 3.63±1.37 10.13±5.24 56.08±8.32 11.89±2.09 31.95±7.14
30 25.86±7.43 16.42±4.18 1.92±1.59 6.95±2.31 72.46±13.57 7.45±4.13 18.09±11.07

C

40 42.68±26.55 43.22±7.86 0.644±0.50 17.7±5.83 69.18±9.21 1.06±0.87 24.40±12.82
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表 5-6 大鼠血白细胞
Table 5-6 Red blood cell in rats

组别
Group

检测时间（d）
Time(d)

红细胞
RBC

(×109/L)

血红蛋白
Hgb
(g/L)

红细胞压积
HCT
(L/L)

平均红细胞体积
MCV
(fL)

平均血红蛋白量
MCH
(pg)

平均血红蛋白浓度
MCHC
(g/L)

红细胞分布宽度
RDW
(%)

0 7.02±0.91 134.6±17.95 0.415±0.05 59.09±2.15 19.14±0.84 324.1±17.2 13.97±1.37
10 8.19±1.94 147.8±35.10 0.491±0.17 55.65±1.84 17.41±3.04 322.1±25.1 13.48±1.14
20 7.27±1.23 152.2±26.8 0.41±0.07 56.91±1.20 20.86±0.28 366.8±9.8 14.53±0.65
30 7.45±1.40 158.7±27.7 0.40±0.07 53.68±2.90 21.32±0.81 397.7±13.7 16.83±0.90

I

40 8.83±1.35 191.1±28.8 0.42±0.17 53.72±3.20 21.61±0.70 402.8±15.8 17.19±0.80
0 7.54±0.58 143.2±13.99 0.442±0.05 58.56±2.70 18.95±0.71 323.9±10.9 14.00±1.49

10 7.66±1.38 145.3±23.34 0.434±0.06 56.86±3.23 18.98±0.83 334.1±8.4 13.53±1.64
20 7.59±1.10 153.9±18.5 0.43±0.05 56.74±2.12 20.31±0.96 357.8±10.9 14.33±0.88
30 7.41±1.21 158.3±24.8 0.39±0.07 53.24±2.10 21.36±0.69 401.6±16.1 16.58±0.95

II

40 8.65±1.80 183.10±39.9 0.48±0.12 54.85±3.92 21.11±1.07 385.8±22.3 16.82±1.04
0 6.79±1.08 131.8±20.83 15.23±0.72 15.49±0.90 15.15±0.87 14.33±0.88 14.53±0.65

10 7.81±0.88 151.2±16.11 0.451±0.05 57.84±2.45 19.37±0.76 335.0±13.8 16.29±3.69
20 7.07±1.07 149.2±16.4 0.41±0.05 58.70±2.77 21.17±1.20 360.8±13.0 15.15±0.87
30 6.92±0.78 152.6±12.4 0.39±0.04 56.74±2.32 22.08±0.89 389.3±15.3 16.81±1.15

III

40 7.91±2.04 170.1±41.24 0.44±0.12 54.82±2.83 21.54±0.62 393.6±20.9 16.52±0.99
0 7.48±1.06 141.3±24.18 0.431±0.07 57.54±0.98 18.78±0.99 326.4±14.2 14.34±1.52

10 8.20±0.83 155.7±16.74 0.462±0.05 56.33±1.62 18.97±1.02 336.7±15.4 14.52±2.15
20 7.20±0.92 149.8±18.8 0.42±0.05 58.40±3.36 20.81±1.18 356.7±9.2 15.49±0.90
30 7.53±1.27 163.9±23.5 0.43±0.06 56.68±2.85 21.83±1.26 385.1±16.9 16.77±1.13

IV

40 9.21±1.99 200.4±48.94 0.50±0.12 54.45±3.23 21.54±1.34 396.3±17.0 17.48±2.19
0 7.94±0.75 150.6±14.44 0.458±0.04 57.79±2.67 18.94±0.67 327.8±11.6 15.61±2.14

10 7.58±1.28 140.8±20.68 0.434±0.07 57.32±2.66 18.61±1.29 325.3±22.7 15.07±2.15
20 7.86±1.28 161.7±26.0 0.45±0.07 57.66±1.30 20.52±0.68 356.1±10.3 15.23±0.72
30 7.57±0.82 163.1±20.6 0.40±0.06 52.41±3.51 21.49±0.77 407.6±31.9 16.71±1.14

C

40 10.94±1.27 230.7±28.06 0.59±0.07 53.79±1.93 21.04±0.88 391.4±11.0 16.13±0.73
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由表 5-4、5、6 可见，喹胺醇对大鼠血液学的影响检查结果显示，在整个灌药期间鼠各组之

间 RBC、Hgb、WBC、LY、PLT、MO、GR 数量差异不显著，各组内 RBC、Hgb、PLT、MO、

GR 的数量在灌药的各个时间段也无显著性差异。

5.1.3 讨论

5.1.3.1 喹胺醇对大鼠体增重

雄性大鼠连续口服不同剂量的喹胺醇 40d 后，结果显示剂量为 20mg/kg.体重和 10mg/kg.体重

时，该药的促生长效果较好，20mg/kg 体重剂量下的体增重明显高于对照组(P<0.05)；用同样剂量

的喹胺醇连续处理雌鼠 40d 后，结果发现，剂量为 10mg/kg.体重时体增重明显高于对照组。喹胺

醇对大鼠的促生长作用可能集中在试验的 15~25d 之间。张力等报道（张力，2001），饲料中添加

75mg/kg 喹胺醇后，对断奶仔猪的促生长作用较好，这与本研究结果相一致。同类药物如喹烯酮，

其合理的添加剂量亦在 50~70mg/kg，与喹胺醇添加量接近（徐忠赞,1995）。王玉莲等报道（王玉

莲,2005），饲料中添加 50 或 100mg/kg 的喹赛多，其抗菌促生长作用也较好，该药也属于喹喔啉

类药物。由此可见，新型喹噁啉类药物添加的有效剂量在 50-100mg/kg.饲料为最佳。

5.1.3.2 喹胺醇对大鼠饲料消耗的影响

喹喔啉类兽用药物如喹乙醇、卡巴氧等的促生长机理可能与提高饲料利用率和转化率有关，

因此曾被广泛应用于饲料添加剂（曹随忠,2001；梁剑平,2001）。本研究结果表明，雌性大鼠连续

口服 20、10mg/kg.体重的喹胺醇 40d，饲料平均日消耗量低于其它三个剂量，20mg/kg.体重时饲料

消耗则更少(P<0.05)；而雄鼠则是 10mg/kg.体重剂量组饲料消耗量较少。结合体增重结果，分析认

为该药在 100mg/kg 饲料量添加时，药物的药效最好。

5.1.3.2 喹胺醇对组织形态学变化的影响

血细胞分析结果表明，给试验大鼠连续口服剂量为 10~80mg/kg.体重的喹胺醇，不会对血细胞

在数量上产生明显不良影响，在整个灌药期间各组间 RBC、Hgb、WBC、LY、PLT、MO、GR

水平差异不显著，组内 RBC、Hgb、PLT、MO、GR 等的水平各个时间段亦无明显差异。大鼠连

续用药 40d 后，除肝脏系数各组间略有差别外，其它脏器系数均无明显差异。虽然，20mg/kg.体

重组雌鼠肝脏系数略低于其它各组，80mg/kg.体重组则略高于其它各组，但差异不显著；雄鼠肝

脏系数与药物剂量间呈剂-效关系，药物处理组肝脏指数均高于对照组。组织解剖学发现，高剂量

组有 1 例雌鼠子宫角肿大，但卵巢色泽大小均正常；1 例肝表面有出血点；中剂量组 1 例雄鼠呈

脂肪肝，其它均未见任何肉眼组织学异常变化。镜检结果显示，除上述肉眼可见的病例有组织形

态学意义外，其它试验鼠均没有任何明显组织病理学变化。分析认为，上述个别病理变化与药物

无关（张力,2000）。

综上所述，大鼠连续饲喂剂量为 10~80mg/kg.体重，相当于饲料添加剂量 100~600mg/kg.饲料

的喹胺醇后，不会导致中毒现象；饲料中添加 100~200mg/kg.饲料的喹胺醇，其促生长作用和提高

饲料利用率的效果最为理想。
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5.2 喹胺醇对小鼠腹腔原代巨噬细胞 NO 及其酶的影响

5.2.1 材料和方法

5.2.1.1 试剂

RPMI-1640 培养基，小牛血清，NO 及其酶测试盒（南京建成生物工程研究所），脂多糖(LPS)，

硫乙醇酸钠，二甲基亚砜(DMSO)。

5.2.1.2 试验药物、剂量及分组

试验药物喹胺醇由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所新兽药工程实验室提供，纯度

98.7%，本实验室再行纯化，纯度为 99.97%。将喹胺醇用二甲基亚砜配制成溶液，分别按表 5-7

设计的药物剂量加入细胞体外培养介质中。

表 5-7 药物剂量（（μμgg//mmLL））

Table 5-7 Drug dose（（μμgg//mmLL））

空空白白对对照照

BBllaannkk CC
ⅠⅠ ⅡⅡ ⅢⅢ ⅣⅣ ⅤⅤ

阳阳性性对对照照

LLPPSS

LLPPSS －－ ++ ++ ++ ++ ++ ++

喹喹胺胺醇醇 －－ 880000 440000 220000 110000 50 －－

注：“— ”表示不加，“++”表示加。

5.2.1.3 试验动物、细胞提取、处理

10 只昆明种小白鼠，体重 23±3.0g，雌雄各半。在试验前，每只小鼠腹腔注射 6.0%的硫乙醇

酸钠灭菌水溶液 1.0 mL。72h 后断颈处死，分别用 2.0mL 的 RPMI-1640 培养基冲洗腹腔，收集腹

腔液，1 000rpm 离心 5min。取含有 10%小牛血清的培养基调整细胞数量为 1×106 个/mL 后，分别

加入 24 孔的培养板中，每孔 1mL，37 5%CO2℃ 培养箱中温孵 2h。弃去培养液，再用 10%小牛

血清的培养基冲洗未贴壁的细胞，再加入培养基，按上述浓度分别加入试验 25μL 药物、加 20μL

LPS，终体积 1mL。分别培养 0、6、12、24h，

5.2.1.4 NO 及其酶的检测

用南京建成试剂盒，在 GBC Cintra-6 型分光光度计上检测。

5.2.1.5 数据分析

数据处理，用 SSPS 11.0 对各组间均数进行 T-test 统计。

5.2.2 材料和方法

5.2.2.1 腹腔巨噬细胞ＮＯ含量变化

由表 5-8 可见，0h 各组间在细胞培养液中 NO 的含量无明显差别。在培养液中加入 LPS 和

喹胺醇培养 6h 后，加药组 NO 的含量低于阳性对照 LPS 组和空白组，且有显著性关系（P<0.01 or

P<0.05）。而空白组 NO 含量虽低于阳性对照组，但无显著性统计学意义。从图 5-5 上可以看出，

II 组的 NO 含量水平均高于其它几个药物处理组。
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表 5-8 小鼠腹腔巨噬细胞中 NO 含量

Table 5-8 NO content of celiac macrophage in mice

Time(h)组别

Group 0 6 12 24

I 412.8±17.34 438.97±20.04** 381.62±12.43** 334.56±47.47**

II 419.12±16.07 455.39±5.78** 439.21±37.44* 375.98±59.18**

III 424.41±7.30 437.25±10.89** 411.77±35.51** 363.72±63.28**

IV 407.11±51.24 398.53±29.23** 408.09±32.33** 341.42±42.48**

V 419.71±5.84 420.59±56.29* 379.9±14.33** 377.7±54.68**

Blank control 404.44±19.74 459.80±48.89 461.77±35.93 436.28±25.15

LPS 413.97±9.33 483.82±16.85 468.38±24.86 462.74±17.84

注：“*”表示与 LPS 阳性对照组相比 P<0.05；“**”表示与 LPS 阳性对照组相比 P<0.01，下表同。

5.2.2.2 腹腔巨噬细胞 NOS 酶水平

由表 5-9 可见，除 II 组外其它药物处理组和空白组 iNOS 活性均小于阳性对照 LPS 组，差异

显著性各不相同。II 组 iNOS 活性在试验时点均高于其它几个药物处理组，6h 之前 II 组低于 LPS

组，6h 之后 II 组高于 LPS 组。24h 时 II 组 iNOS 活性显著高于其它几组（P<0.05）。表 5-10 所示，

各组 NOS 活性没有显著性差异。但从图 5-8 可见，LPS 组 NOS 活性在试验各时点均高于其它各

组；药物处理组间没规律性变化。

表 5-9 小鼠腹腔巨噬细胞中 iNOS 活性

Table 5-9 iNOS activity of celiac macrophage in rats

Time(h)组别

Group 0 6 12 24

I 2.674±0.40* 2.644±0.76* 1.693±0.33 1.092±0.11

II 3.654±0.54 3.565±0.58 2.436±0.65 2.882±0.64

III 2.218±0.55* 3.208±1.23* 1.842±0.75 1.396±0.26

IV 3.327±0.69 2.703±0.44* 1.776±0.50 1.277±0.35

V 2.882±0.31* 3.149±0.63 1.307±0.24 1.456±0.19

Blank control 2.703±0.39 1.485±0.34 1.723±0.70 1.782±0.39

LPS 4.100±0.52 4.278±0.76 1.961±0.62 1.961±0.40
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Fig. 5-6 Trend of NO content with time
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表 5-10 小鼠腹腔巨噬细胞中 NOS 活性

Table 5-10 NOS activity of celiac macrophage in mice

Time(h)组别

Group 0 6 12 24

I 6.654±1.44 7.545±1.27 7.011±1.00 7.219±1.61

II 6.238±1.65 7.754±0.36 6.595±1.74 6.743±2.19

III 7.457±0.57 6.832±0.14 6.327±2.31 6.179±1.77

IV 7.278±2.31 5.912±1.25 8.140±1.29 7.367±1.43

V 7.100±0.8 7.249±1.28 7.753±0.67 6.684±2.06

Blank control 5.436±1.33 7.160±0.74 7.813±2.33 6.536±2.29

LPS 7.516±2.29 8.466±0.49 9.209±1.73 6.476±1.87

5.2.2.2 喹胺醇浓度与 NO、NOS 间的相关性

由表 5-11 可见， 6h 时培养基中药物浓度与 NO 含量、iNOS 活性呈正相关性，与 NOS 呈相

关性；0h 时各指标间均呈负相关性；12 和 24h 时有正也有负相关性，无规律性关系。
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表 5-11 药物浓度与 NO 含量、NOS 和 iNOS 活性间相关性

Table 5-11 Correlation between drug concentration and NO content, NOS
and iNOS activity in culture medium

Time(h)

0 6 12 24

NO 含量

NO content
-0.1594 0.5684 -0.1086 -0.5028

NOS 活性

NOS activity
-0.0774 -0.2633 0.2691 -0.0066

iNOS 活性

iNOS activity
-0.6169 0.5820 -0.4197 0.3117

5.2.3 讨论

自美国科学家发现一氧化氮（Nitric oxide, NO）是心血管系统中一种重要的生物信号递质以

来，它的各种生物学作用就成为人们研究的热点，1992 年《Nature》杂志将 NO 评为明星分子，

1998 年 Robert F. Furchgott、Louis J. Ignarro、Ferid Murad 三位科学家因此而获得了医学生理学诺贝尔奖

（Shampo MA,2004）。机体内的 NO 是在一氧化氮合酶（NO synthase, NOS）的催化作用下，由

L-精氨酸(L-Arg)转变为 L-瓜氨酸（L-Cit）的过程中产生的，随即被扩散到周围组织中，并发挥生

物学作用(Murad F.2004)。机体内 NO 的水平一般维持在一个平衡状态，虽然有大量的 NO 在体内

生成，但是由于其生物半衰期很短，仅有 5-6s 的时间，因此很容易被氧化成 NO2，然后以硝酸根

（NO3
－）和亚硝酸根(NO2

－)离子的形式存在于细胞内外液中。目前认为，NO 的生物学作用有三

方面：一是细胞毒作用，即当细菌、病毒或肿瘤细胞产生后，会刺激机体内巨噬细胞产生大量的

NO，NO 会转变成自由基 ONOO，该物质进入微生物或肿瘤细胞，可与 DNA 结合或抑制 DNA

合成酶，从而杀死病原微生物或肿瘤细胞；二是神经递质作用，NO 作为一种生物信使物质，在

信号传导过程中有重要作用，研究认为大脑的许多部位都有产生 NO 的能力，Moncada 等提出 NO

在哺乳动物的消化、生殖、呼吸、循环等系统的自主调节过程中有重要作用，如嗅觉、痛觉等的

信号传递就有 NO 的参与。近年来研究还发现，成年动物体内的 NO 在兴奋性氨基酸引起的短期

突触性效应和神经发育、学习、记忆等长期效应中也有重要作用；三是心血管调节因子，Bian K

等（Bian K,2003）报道，血管平滑肌的舒张需要鸟苷环化酶(guanylatecyclase, GC)的活化，从而使

鸟苷(GTP)转化为环化的单磷酸鸟苷[cyclicguanosine(3’,5’)-monophosphate, cGMP]，NO 是 GC 活化

的活性介质；Fiscus 等（RR.2002）在研究乙酰胆碱对血管平滑肌的舒张作用时，发现 NO 作为一

种“第二信使”在其中起着关键作用，当时称之为“内皮舒张因子”(EDRF)，后来很多实验证实 EDRF

就是 NO。研究发现，NO 能够促进血管平滑肌松弛，并可抑制血小板凝集和黏附于内皮细胞，从

而调节血压。

催化和调节机体内 NO 生物合成的酶有三类（Videla S,2006）：神经型 NOS（nNOS）、内皮

型（eNOS）和诱导型(iNOS)，这三种酶分别存在于神经、血管内皮和免疫细胞如巨噬细胞等组织

中，在体内外的许多因素刺激下，会导致这三种酶的表达，从而产生大量的 NO，并在维持细胞

内环境中发挥重要作用。随着人们对 NO 生物学研究的深入，其免疫调节作用及其机理的研究也

越来越深入，因此 NO 也可以被认为是一种免疫分子，在机体的非特异性免疫中扮演重要角色。

机体的免疫系统中，许多细胞的活动与 NO 有关，如 Th1/Th2、中性粒细胞和巨噬细胞等（Gattoni

A, 2006）。研究认为，当抗原、细菌或病毒等进入机体后，诱导 NOS 酶的表达，导致巨噬细胞内
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产生大量 NO，从而在细菌的杀灭和病毒破坏中发挥作用。试验发现，脾脏培养液中加入脂多糖

LPS 后，检测发现 NO 的含量有显著性升高作用，因此在许多研究中用 LPS 作为 NO 的诱导剂使

用（Sarkar S, 2006）。由此可见，研究外源性物质对机体内 NO 和 NOS 的影响，对阐述药物或毒

物的药理或毒理学作用，评价药物对机体免疫机能影响具有重要意义。

本实验利用小鼠腹腔巨噬细胞的体外培养，研究了喹胺醇对这类细胞 NO 和 NOS 活性的影

响。结果显示，当在体外细胞培养介质中加入 LPS 后，有明显刺激 NO 生成和诱导 iNOS 活性的

作用。当在细胞的培养基中同时加入 LPS 和不同浓度的喹胺醇的二甲基亚砜（DMSO）溶液后，

不同时间、不同浓度处理后 NO 和 NOS 水平各有不同。在上述两种物质加入细胞培养基后的 0h

时，NO 和总 NOS 各组间没有明显差别，但 iNOS 的活性在 LPS 组明显高于其它几组，这说明 LPS

对 iNOS 活性的诱导作用很快。当加入药液培养 6h 后，药物处理组 NO 的含量则低于阳性对照 LPS

组和空白对照组，且有显著性关系（P<0.05），空白对照组的 NO 含量虽低于 LPS 阳性对照组，但

无显著性统计学意义。从药物的作用浓度对 NO 生成的影响结果看，当培养基中药物的浓度为

400μg/mL 时，无论是 NO 的含量、还是 iNOS 活性，均比其它几个药物浓度组高。总 NOS 酶的

变化仍然是 LPS 高于其它各组，而其它各组间该酶活性的变化无规律性。

综上所述，喹胺醇对 LPS 诱导的体外培养小鼠腹腔巨噬细胞产生 NO 水平有下调作用，一方

面与 NO 的生成抑制有关，一方面可能会导致 NO 迅速降解；当喹胺醇在一定剂量（400μg/mL）

时对 iNOS 的活性有正调节作用，高于或低于该剂量则呈现负调节作用。

5.3 喹胺醇对小鼠细胞免疫活性因子水平的影响

5.3.1 材料和方法

5.3.1.1 试验动物

昆明种小白鼠 100 只，体重 23±3.0g，雌雄各半，随机分为 5 组，分别为高剂量组（I）、较高

剂量组（II）、中剂量组（III）、低剂量组（IV）和对照组（C），每组 20 只。试验饲料为小鼠常规

颗粒粮，自由采食、自由饮水。

5.3.1.2 试验药品

试验药品喹胺醇由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究新兽药工程实验室提供，纯度 98.7%，

本实验室再行纯化，纯度为 99.97%。将喹胺醇配制混悬水溶液，分别按表 5-12 设计的药物剂量，

每天给试验鼠灌胃，连续用药 14d。

表 5-12 药物剂量（（mmgg//kkgg..ddiieett））

Table 5-12 Drug dose（（mmgg//kkgg..ddiieett））

ⅠⅠ ⅡⅡ ⅢⅢ ⅣⅣ 对对照照组组

LD50 LD50/10 LD50/25 LD50/50 LD50/100

Additive dose 3158.35 1263.33 631.67 105.56 00..99%% NNaaCCll

5.3.1.3 试验设计

分别在试验的 7d 和 14d，摘眼球采血，分离血清，-20 冰冻保存，供细胞因子的检测。

5.2.1.4 检测指标
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分别按上述设计时间，检测血清中 TNF、IL-2 和 IL-6 水平。均用解放军总医院科技开发中心

放免所检测试剂盒法测定。

5.2.1.5 数据处理

数据处理，用 SSPS 11.0 对各组间均数进行 T-test 统计。

5.3.2 结果

5.3.2.1 喹胺醇 TNF 的影响

由表 5-13 可见，连续口服喹胺醇 7d 和 14d 时，III 组雄鼠血清中 TNF 浓度极显著高于对照组

（C）（P<0.01），且显著高于其它三组（P<0.05）。

雌鼠仅在第 7d 时 IV 组鼠血清中 TNF 显著高于对照组和其它几组（P<0.05），14d 时虽高于对

照组但不显著。如图 5-9、10 所示，7d 时随给药剂量的增加 TNF 水平呈下降趋势，但 14d 时未观

察到这种变化趋势。

表 5-13 给药后血清 TNF 浓度

Table 5-13 TNF concentration in serum after oral administration kuianchun

I II III IV C

7d 1.240 ±0.31 1.450 ±0.73 2.420 ±0.65** 1.994 ±0.69 1.670 ±0.66雄

Male 14d 1.536±0.52 1.422±0.58 2.580±1.39** 1.904±0.69 1.713±0.62

7d 1.720 ±0.68 1.976 ±0.55 1.852 ±0.44 2.698 ±0.97* 2.135 ±0.82雌

Female 14d 1.052 ±0.42 1.602 ±0.49 1.383 ±0.44 1.795 ±0.49 1.518 ±0.61

注：“*”表示与对照组比 P<0.05；“**”与对照组 P<0.01，下表同。

5.3.2.2 喹胺醇 IL-2 的影响

由表 5-14 所示，试验期内雄鼠血清 IL-2 浓度各组间没有明显差异，但是 14d 时 IL-2 浓度均

显著高于 7d。

雌鼠 7d 时 I 和 III 组 IL-2 显著低于对照组和其它几组（P<0.05），14d 时 II 和 III 组血清 IL-2

极显著低于对照组（P<0.01）、显著低于其它二药物组（P<0.05）。
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表 5-14 给药后血清 IL-2 浓度

Table 5-14 IL-2 concentration in serum after oral administration kuianchun

I II III IV C
7d 3.430±0.48 3.470 ±1.19 3.420 ±1.60 3.152 ±1.16 3.398 ±1.39雄

Male 14d 4.570±1.72 5.092±0.69 4.615±1.09 4.872±1.26 4.400±1.23
7d 3.180 ±0.54* 4.308 ±1.82 3.520 ±0.86* 4.380 ±1.55 4.648 ±2.48雌

Female 14d 3.622 ±1.43 2.678 ±0.72** 2.980 ±0.13** 4.080 ±1.61 4.462 ±1.53

5.3.2.3 喹胺醇对 IL-6 的影响

表 5-15 给药后血清 IL-6 浓度

Table 5-15 IL-6 concentration in serum after oral administration kuianchun

I II III IV C

7d 62.70±16.84 101.96±15.58* 171.70±35.63** 132.03±32.74* 86.05±20.97雄

Male 14d 105.87±13.91 171.95±13.97** 174.30±16.83** 116.07±20.75 113.02±27.09

7d 65.45 ±8.51* 87.92 ±12.72* 83.01 ±13.82* 104.28 ±25.61 123.43 ±13.91雌

Female 14d 85.11 ±11.76 103.93 ±26.99 98.19 ±11.59 168.25 ±34.31** 98.69 ±8.02

表 5-15 所示，7d 时 III 组血清 IL-6 浓度极显著高于对照组和 I 组（P<0.01）、II 组和 IV 组显

著高于对照组和 I 组（P<0.05）；14d 时 II 组和 III 组极显著高于对照组和其它二药物处理组；14d
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时 I、II 组 IL-6 显著高于 7d（P<0.05）。

7d 时雌鼠 I、II、III 组血清 IL-6 显著低于对照组（P<0.05），亦低于 IV 组，但无统计学意义；

14d 时 IV 组极显著高于对照组和其它三组（P<0.01）；14d 时各组 IL-6 浓度高于 7d。

5.3.2.4 给药剂量与细胞因子间的相关性

表 5-16 所示，连续给药 7 和 14d 时，给药剂量与血清细胞因子 TNF、IL-6 的浓度均呈负相关

性，与血清 IL-2 的浓度间除雄鼠 7d 时，其它时间也呈负相关性。

表 5-16 药物剂量与血清细胞因子浓度间相关系数

Table 5-16 Correlation coefficient between drug dose and cytokines concentration in serum

Time(d)Cytokine Sex

7 14

雄 -0.7844 -0.5367
TNF

雌 -0.7164 -0.8728

雄 0.5750 -0.4130
IL-2

雌 -0.7085 -0.0376

雄 -0.8391 -0.9098
IL-6

雌 -0.4074 -0.7252

5.3.2 讨论

细胞因子（cytokine）是机体免疫细胞或非免疫细胞合成或分泌的具有生物活性的小分子多肽

或糖蛋白的总称。淋巴细胞产生的细胞因子称为淋巴因子；单核细胞产生的细胞因子称为单核细

胞因子；纤维细胞或内皮细胞产生的可刺激骨髓干细胞或祖细胞分化成熟的细胞因子叫集落刺激

因子（colony stimulating factor，CSF）。细胞因子参与机体的多种生理活动的调节，调节免疫，参

与细胞间的互相作用，调节细胞的生长和分化等(金伯泉,2001)。研究细胞因子有助于阐明分子水

平的免疫调节机制，有助于疾病的预防、诊断和治疗，特别是利用细胞因子治疗肿瘤、感染、造

血功能障碍、自身免疫病等，已收到初步疗效，具有非常广阔的应用前景。目前，已知的细胞因

子有多种，其在免疫调节过程发挥的作用也各不相同。

肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)是一类能直接造成肿瘤细胞死亡或凋亡的细胞因子，

而对机体其它细胞几乎无毒性作用。根据其来源和结构分为两种，即 TNF-α和 TNF-β，前者由单

核巨噬细胞产生(Laird SM,2003)；后者由活化的 T 细胞产生，又名淋巴毒素(lymphotoxin)。TNF-α

是一种多功能细胞因子，具有广泛的生物学特性，其最显著的活性特征是在体内外特异性地杀伤

肿瘤细胞，而对正常细胞无明显毒性作用。白细胞介素 2（interleukin-2，IL-2）是由 CD4+T 细胞

产生，CD8+T 细胞也可产生，其生物学作用是活化 CD4+和 CD8+ T 细胞，促进其它细胞因子的产

生，还能够刺激 NK 细胞增殖、活化，诱导 LAK 细胞的产生，对 B 细胞活化、增殖、抗体的产

生有积极作用，还能激活单核-巨噬细胞(Keller C,2003)。白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）主要

由 Th2 细胞产生，也可由单核-巨噬细胞、血管内皮细胞、成纤维细胞产生，其生物学功能主要有

刺激肝细胞合成急性期血浆蛋白，参与炎症反应；刺激活化Ｂ细胞的增殖，分泌抗体；协同刺激

Ｔ细胞、胸腺细胞和骨髓造血干细胞增殖；促骨髓瘤细胞增殖等(Nicholas J，1999; Eric Jüttler,2002)。

可见这三种细胞因子在机体的免疫调节中，有重要作用。
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在外源性或内源物质、病源微生物入侵、病理或异常生理过程中，细胞因子可能会产生诱导

或抑制作用。喹胺醇属 quinoxaline-1，4-dioxide 结构衍生物，是一种新型的抗菌促生长药物性添

加剂。近年来就添加剂对免疫机能的影响研究较多，但集中在多肽类、酶制剂和中药添加剂等方

面，而药物性添加剂尤其喹噁啉类（如喹乙醇等）对机体免疫机能的影响研究相对较少。本实验

通过给小鼠连续口服喹胺醇后，检测不同时点血清中细胞因子 TNF、IL-2 和 IL-6 的水平，评估了

该药对这几种细胞因子的影响。

结果显示，连续口服喹胺醇 7d 和 14d 时，631.67mg/kg 饲料组雄鼠血清 TNF 浓度极显著高

于未给药组（P<0.01），也高于其它三个药物剂量组；雌鼠 105.56mg/kg 饲料组显著高于对照组

（P<0.05），也高于其它三药物组，14d 时也高于其它几组，但不显著（见表 5-15、图 5-9 和 10）；

给药剂量与 TNF 水平间呈负相关关系，但不显著。这表明，当雄鼠喹胺醇的给药剂量高于

631.67mg/kg 饲料时，对 TNF 有抑制作用，低于该剂量时可能对 TNF 有诱导作用。雌鼠血清 TNF

则是 105.56mg/kg 饲料剂量组高于对照组和其它三个药物处理组，随剂量的增加该因子亦呈下降

趋势，表明该药对雌鼠 TNF 的抑制作用当高于 105.56mg/kg 饲料剂量时会增大。

血清中 IL-2 的变化与 TNF 不同，雄鼠在试验的 7 和 14d 各组间均无明显差别，但相关性分

析结果显示，给药剂量与 IL-2 间仍称负相关关系。喹胺醇对雌鼠 IL-2 的影响比雄鼠明显，当给药

剂量为 1263.35 和 631.33mg/kg 饲料时，血清 IL-2 低于对照组和其它二个药物组。由此结果推测，

喹胺醇对雄鼠 IL-2 的基本无影响，但当雌鼠的给药剂量在 1263.35~631.33mg/kg 饲料之间时，可

能对 IL-2 有抑制作用，如果给药高于或低于该剂量时，则对 IL-2 的影响会减弱（见表 5-14、图

5-11 和 12）。

血清中 IL-6 浓度，7d 时雄鼠 631.67mg/kg 体重组极显著高于对照组（P<0.01），105.56 和

1263.33mg/kg 饲料组显著高于对照组（P<0.05）；14d 时 631.67 和 1263.33mg/kg 饲料组血清 IL-6

极显著高于对照组（P<0.01）。雌鼠则是 631.67mg/kg 饲料以上剂量组显著低于对照组，14d 时

105.56mg/kg 饲料剂量组极显著高于对照组（P<0.01），其它几个剂量组与对照组间无任何明显的

差别。如表 5-16 所示，给药剂量与血清 IL-6 浓度间均呈负相关关系。该结果表明，喹胺醇可能在

小于 1263.33mg/kg 饲料剂量时，雄鼠连续口服后对 IL-6 有促进作用，如果给药剂量再大则可能

有抑制作用。雌鼠 IL-6 则是随给药剂量的增加呈下降趋势，但药物剂量在 105.56mg/kg 饲料时对

雌鼠 IL-6 也有促进作用。

综上所述，小鼠连续口服喹胺醇后，对血清中细胞因子 TNF、IL-2 和 IL-6 的影响存在性别差

异和剂量差异。雄鼠给药剂量低于 631.67mg/kg 饲料以下，雌鼠给药剂量低于 105.56mg/kg 饲料

时，对机体内 TNF 有促进作用，剂量再高则呈相反的结果；喹胺醇可能对雄鼠机体 IL-2 没有影

响，但对雌鼠 IL-2 有抑制作用；给药剂量低于 1263.33mg/kg 饲料时，喹胺醇对雄鼠 IL-6 有促进

作用，雌鼠则可能低于 105.56mg/kg 饲料剂量时对 IL-6 才有促进作用。
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第六章 结 论

6.1 喹胺醇药代动力学与排泄研究

猪单次口服高剂量的喹胺醇后，药代动力学数学模型符合一级一室开放模型；单次静脉注射

低剂量的喹胺醇后，药代动力学数学模型符合典型的二室模型；鸡连续口服喹胺醇后药代动力学

数学模型符合一级二室开放模型。

喹胺醇在靶动物体内的吸收、分布均相对较快，但大剂量口服或连续给药后其消除速率较慢；

喹胺醇的生物利用度相对较低，如能改进剂型，效果可能会更好；喹胺醇在靶动物体内主要以原

药的形式经肠道随粪便排出体外，以原药的形式从尿中的排泄率很低。

实验所选测试条件即波长、流动相、固定相等可以做为喹胺醇标准制定时的检测方法，但样

品的前期处理方法还需改进和完善。

6.2 喹胺醇对肝细胞色素 P450 及其亚型基因表达和同工酶活性影响

喹胺醇对雄性大鼠肝细胞色素 P450 有抑制作用，对雌性大鼠细胞色素 P450 低剂量有诱导作

用、高剂量有抑制作用；对雄鼠肝细胞色素 b5 则有诱导作用，对雌鼠细胞色素 b5 在低剂量有抑

制作用、高剂量有诱导作用；低剂量喹胺醇对大鼠肝 GST 具有诱导作用，而高剂量则有抑制作用。

连续口服喹胺醇对大鼠肝 CYP450 同工酶 EROD 有诱导作用，与给药剂量间呈负相关；对

EMND、APND 有抑制作用，与给药剂量间呈正相关。

低剂量喹胺醇对大鼠肝 CYP450 亚型 CYP3A1 mRNA 有上调作用，高剂量则会导致其基因表

达水平下降，低剂量时可能只作用于蛋白水平，高剂量时会影响到 mRNA 水平；高剂量喹胺醇对

肝 CYP2E1 mRNA 和 CYP1A1 mRNA 均有下调作用。

6.3 喹胺醇对机体自由基代谢的影响

单剂量口服或静脉注射喹胺醇后,短时间内有导致机体抗氧化机能紊乱的可能，但随着药物在

机体内的代谢和机体自身的调节，抗氧化机能会逐渐恢复正常。因此，单次给药不会导致机体发

生氧应激性损伤。

连续口服给药时，喹胺醇会导致机体抗氧化机能紊乱，脂质过氧化反应明显，自由基水平会

明显升高，而机体的抗氧化力则被抑制。但停药 10d 后，随抗氧化机能的恢复，脂质过氧化反应

会明显减轻，甚至观察不到脂质过氧反应的发生。

由于喹胺醇在畜禽组织内残留量小，因此在实际生产中，只要严格遵循药物的添加剂量、严

格遵守休药期，均不会对人类自由基代谢和抗氧气化机能产生不良影响。

6.4 喹胺醇对细胞免疫活性因子和组织学影响

正常添加剂量的喹胺醇不会对试验动物的血细胞和淋巴细胞在数量上产生不良影响，高于正

常添加量 8 倍后，也不会导致试验动物发生明显的病理组织形态学变化。
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喹胺醇对 LPS 诱导的体外培养小鼠腹腔巨噬细胞产生 NO 水平有下调作用，一方面与 NO 的

生成抑制有关，一方面可能会导致 NO 迅速降解；当喹胺醇在一定剂量（400μg/mL）时对 iNOS

的活性有正调节作用，高于或低于该剂量则呈现负调节作用。

当给药量小于 631.67mg/kg.饲料时，对细胞因子 TNF、IL-6 有诱导作用，但对 IL-2 无明显影

响，且存在性别差异。

6.5 潜在毒性评价

喹胺醇作为一种新型兽用抗菌促生长类药物性饲料添加剂，在临床使用过程，如严格遵循添

加量、休药期和靶动物，均不会对消费者造成潜在毒性作用。
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谢！

在此，感谢兰州畜牧与兽药研究所领导、科技术管理处各位老师在生活上的关心和工作上的

支持！

感谢张断瑜、杨国林、杨锐乐、王学智、牛晓荣、宋青、李剑勇、史颜斌、胡庭俊、程富胜、
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力帮助。
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同学的热心帮助。
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感谢中国科学院兰州化学物理研究所柳军席在实验中的帮助。

特别感谢我的妻子三年对我工作的理解和支持。

感谢我的父母在生活上的支持和工作上的鼓励。

最后对给予我帮助而未提及的领导、老师、同学及朋友表示诚挚的谢意。

本研究由国家科研院所重大专项基金项目和兰州畜牧与兽药研究所科研基金资助
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