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三聚氨服在奥尼罗非鱼体内的药动学研究
蔡勤仁 1 ， 2 曾振灵2 彭玉芬丁焕中2 张 毅I

( 1 珠海出入境检验检疫局，广东珠海 519015;2 华南农业大学兽医学院，广东广州 510642)

摘要:采用高效液相色诺串联质i普内标定量法，研究内服给药途径下，三聚氨胶在奥尼罗非鱼。reochromis aureωx 

ο. niloticus 体内的药动学'特征.按奥尼罗非鱼体质量 2.0 mglkg 的剂量内服三聚氨脑后，其血浆中药物浓度-时间曲

线关系符合-级|吸收 室'模型.三聚氨股在奥尼罗非鱼体内的主要药动学参数:吸收半衰期( tl12ka )为 (0.24 :t 0.'14)

h;?ì与|徐半衰期 ( t 1/2l" )为 14.33 h; 达峰时间 (tnmx ) 为1. 42 h ，峰浓度 (Cma， )为 0.26 mg . L \平均滞留时间( MRT) 为

18.01 h 三聚~J段在奥尼罗非鱼体内的主要药动学特征为:吸收迅速，达峰时间短，消除比较缓慢.
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Pharmacokinetics of Melamine in Hybrid Tilapia 

CAI Q卧ren 1,2, ZENG Zhen-ling2 , PENG Yu击n 1 ,DING Huan-zhong2 , ZHANG Yi 1 

(1 Zhuhai EnLIγ& Exit Inspection and Quarantine Bureau , Zhuhai 519015 , China; 

2 College of 飞1eterinary Medicine , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: HybI讨 tilapi拙 ， Oreochromis αureus x O. niloticlιs were treated by oral administration of mela­

mine in a single dose of 2. 0 mglkg. Melamine concentrations in hybrid tilapia plasma collected over 96 h 

following the treatment , were determined by HPLC-MS/MS , and pharmacokinetic parameters were ana­

lyzed using the computer program WinNonLin. It was shown that after a single dosage of oral administra­

tion , plasma melatonin concentration-time data could be described by one-compartment open model with 

first absorption. The main parameters were as follows: t l/2ka = (0. 24 士 0.14)h ， t I/2kc =14.33 h , t max =1. 42 

h ， C川〉喝= O. 26 mg • L - 1 , MRT = 18. 01 h. These parameters indicated that melamine were rapidly ab­

sorbed , slowly eliminated in hyhrid tilapias. 

Key words: melamine ; hybrid tilapia; pharmacokinetics 

三聚氨胶( Melamine) 是一种氮杂环有m化工原

料》近年来，因不法厂商将三聚氨胶添加到宠物食品

和牛奶中引起宠物死亡和婴幼儿结石的事件而得到

广泛关注[ 1.2J 美国和我国政府都严禁在饲料或食品

中添加该类物质，但三聚氨胶在鸡蛋、鸡肉、猪肉、鱼

等动物源性食品中仍有检出 [HJ 因此有必要阐明三

聚氨服在动物体内的药代动力学过程并对三聚氨胶

做相应的风险评估.三聚氨脑在大鼠和猪等动物体

内的相关研究己见报道[问但在水产动物体内药功

学的研究报道较少.本试验选用我国南方大规模养

殖的淡水鱼类奥尼罗非鱼。reochromis αωrωx O. 

niloticus 进行了内服给药方式下三聚氨胶的药功学

研究，以期全面了解三聚氨胶在奥尼罗非鱼体内的

药功学特征，为职能部门制定水产动物中三聚氨胶

相关法律法规提供参考数据.

1 材料与方法

1. 1 试剂

三聚氨胶，纯度 99.0% ， CAS 号为 108-78-1 ， sig­

ma 公司.三聚氨胶内标( Melamine- 15 N 3 ) ，纯度

98.0% ，由加拿大 Toronto research chemicals 公司提

供.甲醇和甲酸均为色谱纯 (Merck) ，其他试剂均为

广州化学试剂厂生产的分析纯.
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1. 2 仪器与设备

Agilent 1200 高效液相色谱仪， API4000 Q-Tr叩

三重四级杆质谱仪-配有电喷雾离子源; Agilent 固

相萃取仪; Hitachi CR22GII 高速冷冻离心机 ;Zymark

TurboVap@ LV 浓缩站; Siemens 冰箱;恒温水浴振荡

器等实验室常用设备

1. 3 试验动物

20 尾奥尼罗非鱼，年龄在 5 -6 个月之间，购于

珠海北极品有限公司.元明显疾病和肉眼可见畸形，

平均初始体质量 (245.2 :t 25.0) g ，抽样检查无三聚

氨胶残留试验开始前在实验室中喂养 20 d，使其适

应试验环境.饲养用水为曝气除氯的自来水，喂养及

试验期间饲喂鱼专用全价颗粒料，日饲量为奥尼罗

非鱼初始体质量的 2% ，多余的饲料用虹吸管吸出.

试验期间不断充氧气并对水体进行循环过滤，每日

早晚投喂适量奥尼罗非鱼饲料各 1 次，及时排出残

饵和粪便，每 2 d 换水1/2 体积.试验期间奥尼罗非

鱼成活率为 100%.

1. 4 给药与血样采集

按体质量 2.0 mg/kg 给奥尼罗非鱼内服三聚氨

肢，将不回吐的个体用于试验.分别于给药后第 0 、

0.083 、O. 167 、0.5 、 O. 75 、 1 、 2 、4 、 8 、 12 、 24 、 36 、 48 、 72 、

96 h 采血，奥尼罗非鱼用抄网捞起，用湿毛巾裹住鱼

体，尾静脉取血 0.3 mL，放人事先加入 2 滴体积分数

为 1%肝素铀的1. 5 mL 塑料离心管中，泪合均匀后

离心，取上层血浆，置于一 20 "c保存.

1. 5 样晶处理

从冰箱中取出血浆样品，解冻并混匀，取 O. 1 mL血

浆加人50μL 内标溶液和 2 mL体积分数为 2% 的三氯

乙酸，振荡混匀 2 min ， 5 棚内m离JL'5 min ，吸取上清

液待 SPE 净化. Waters Oasis MCX 柱分别用 3 mL甲醇、

水、0.03 moVL 盐酸依次润洗，加人提取的上清液，用

3 mL水、甲醇淋洗，3 mL体积分数为 5% 氨甲醇洗脱，

45 "'c吹氮浓缩至干.用1. 0 mL 体积分数为 70% 乙

睛溶解，过 0.22μm 有机滤膜，供 LC-MS/MS 分析.

1. 6 色谱和质谱条件

色谱柱: Agilent SB AQ , 2. 1 mm x 150.0 mm , 

3μm;流动相 :A 为 5 mmoVL 乙酸馁， B 为乙脯，

几: VB = 95: 5 ，等度洗脱，流速 0.3 mUmin，柱温

35 "c ，进样量 10μL

离子源( Source) : ESI ( + ) ;雾化气 65 mUmin ，气

帘气 20 mUmin，辅助加热气 70 Umin，辅助加热气温

度 7∞"C，碰撞气 5mνmin ，4 种气体均为氮气;电离

电压 :5.5 kV，去簇电压 (Declustering potential , DP) 

和碰撞能 (Collision energy , CE )见表 1; Ql 和 Q3 均

为单位分辨率.检测方式为多反应监测(MRM)模式

表 1 部分仪器参数

Tab. 1 Partial par~meters of MS/MS analysis for melamine 

化合物 母离子(1的)子离子(m/z) 碰撞自lVeV 去簇电lE!eV

二聚氨胶 127.1 85 1
) 27 90 

68 40 90 
三聚氧胶_ 15 N3 130.0 87') 28 90 

1 )标泣的特征碎片离子是用来进行定量分析的离子.

在上述条件下，三聚氨腊的重构离子色谱图见

图 1 -4. 
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图 l 三聚氨胶标准品重构离子色谱图 (50 f.1g1kg) 

Fig. 1 Reconstítuted ion chromatogram of melamine standard so­

lutíon( 50μ吕Ikg)
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图 2 空白血浆重构离子色谱图

Fig. 2 Reconstítuted íon chromatogram of blank plasma 
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图 3 加标 50 fLglkg 三聚氨胶重构离子色谱图

Fíg. 3 Reconstítuted íon chromatogram of plasma spíked mela­

mine at 50μ吕Ikg
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图 4 三聚氨胶内标重构离子色谱图

Fig. 4 Reconstituted ion chromatogram of intemal 

1. 7 数据分析

三聚氨胶在奥尼罗非鱼体内实测血浆药物浓度

-时间( Ci-ti) 数据，采用 WinNonLin 药物动力学软

件进行处理，并比较 AIC 值选择最佳模型，分别计算

出三聚氨胶在鱼体内的药动学参数，再求出各参数

的平均值和标准差.同时将三聚氧胶在鱼体内实测

血浆药物浓度一时间数据 (Ci-ti) ，采用非房室模型

的统计矩原理来计算平均驻留时间(MRT) . 

2 结果

2.1 LC-MS/MS 检测方法的回收率、标准曲线和

线性范围

在 8 支塑料离心管中各加人 0.1 mL 空白血浆，

第一支管加入 0.11 mL 双蒸水作为空白对照，其余 7

支离心管中加入 50μglmL 内标溶液 10μL 和标准

溶液，制得三聚氨胶的质量浓度为 0.01 - 5 000 

μg/L ，再加人 2 mL 体积分数为 2% 的兰氯乙酸，按

1. 5 处理后进行 LC-MS/MS 分析.采用内标法定量，

将待测物峰面积(A) 与相应的质量浓度( C) 作直线

回归，求得回归方程和相关系数，重复 4 次.将一定

量的三聚氨胶标准溶液加人鱼的空白血浆中，制

得质量浓度分别为 O. 1 、 0.5 、1. 0 μglmL 添加水平

样品，并加人内标溶液，按1. 5 处理和测定.每个质

量浓度做 5 个重复，共做 4 批.本方法检测限为

0.01μglmL，在 10 - 5000μglL范围内线性关系良

好，相关系数均大于 0.999 ，向空白血浆中添加 0.1 、

0.5 、1. 0 μglmL 3 个质量浓度水平兰聚氨胶时，获

得三聚氨胶的回收率、批内变异系数、批间变异系

数分别为 :95.19毛 -99.5% 、2.3% - 5.1% 、5.0% -

10.3%. 

2.2 鱼内服三聚氨股后的血药浓度及药物动力学

特征

奥尼罗非鱼单剂量内服给药后，不同时间血药

浓度的实测值见表 2 ，血浆三聚氨胶浓度一时间曲线

如图 5 所示，三聚氨胶在奥尼罗非鱼血浆中最佳药

物动力学模型为一级吸收一室模型，药动学参数见

表 3.

表 2 奥尼罗非鱼肉 ijll三聚氨肢的血药浓度

Tab.2 Plasma concentration of melamine after single p. o. 

administration in hybrid tilapia 

t/h 血药浓度I)/(mg. L- 1
) 

0.083 0.08 :!:O. 03 

o. 167 0.15 :!:O. 04 

0.5 0.18 :!:O. 06 

0.75 0.22 :!:0.07 

0.28 :!:O. 07 

2 0.25 :!:O. 05 

4 0.23 :!:O. 05 

8 0.20 :!:O. 04 

12 0.13 :!:O. 04 

24 0.10 :!:O. 03 

36 0.05 :!:O. 02 

48 0.03 :!:O. 02 

72 0.01 :!:O. 01 

96 ND2 ) 

1 )表中数据为主:!: SE ,n =20 ;2) 未测得.
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图 5 内服给药后三聚氨胶在奥尼罗非鱼血浆中药时曲线

Fig.5 Melamine concentration-time profile in plasma following a 

single oral administration to carassius auratus 

表 3 奥尼罗非鱼肉服三聚氨肢后的药物动力学参数

Tab. 3 Pharmacokinetic parameters for melamine after sin­

de p. o. administration in hybrid tilapia (2. 0 mglkg) 

参数1) 数值2)

Ka/h -1 3.68 :!: 1. 78 

0.05:!:0.02 

5.71:!: 1. 71 

0.24 :!:O. 14 

14.33 :!: 3.50 

1. 42 土 0.70

0.26 :!:o. 05 

18.01 :!:3.51 

Ke/h -1 

AUC/[ (mg . L -1) • hJ 

t l12k/h 
t l/ 2k/h 
tm,,/h 

Cma/(mg. L- 1
) 

MRT/h 

1) Ka 为吸~.收!比生妇i速i主i率常数;Ke 为消除速率常数;AUC 为血药浓

度-时问曲线下面积 ;μt l川/2Kll 为吸收半衰期 ;μt l川/2Ke 为 i消肖除半衰

期 ;tm

时问;卢2)表中数据为 k 士 S皿E ， n=2却O.
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3 讨论

奥尼罗非鱼内服三聚氧胶(σ2.0 mglkg) 后鱼血

浆中三聚氧胶的药时数据可以用一级吸收一室模型

来解析，三聚氨胶吸收较快，吸收半衰期为 0.2μ4 h扎, 

在给药后 2h 内，血浆中三聚氧胶质量浓度几乎成直.

线上升，1. 5 h 左右血药质量浓度即达到最高 (tmu阳川】1U旧x 为

1. 4但2 h ， Cι凹m肌】，ox‘

慢下降，消除半衰期为 14.33 h ,96 h 后基本检测不

到. Mast 等[ 10J 通过经口给药方式→次性给予成年雄

性 Fisher344 大鼠 0.38 mgl4 C 标记的三聚氨胶，试验

发现在给药后前 24 h 内，给药剂量的 90% 通过尿液

进行排泄，肾脏和膀脱中的含量远远高于血液中的

含量，膀脱中含量最高，血浆和尿液中的消除半衰期

分别为 2. 71 和 3. 0 h. Baynes 等[门]通过静注给药方

式按 6. l3 mgl峙的剂量一次性给予 5 头断奶仔猪三

聚氨肢，药代动力学试验结果表明属于一级吸收一

室模型，血浆消除半衰期为 4.0 h ，体清除率为

O. 11 L • h - 1 . kg -1 ，表观分布容积为 0.61 L • kg -1 . 

在猪体内的三聚氨肢的表现分布容积为 (0. 61 :t 

0.04) L • kg -1 ，与其体内总水份含量相当.狲猴单剂

量内服l. 4 mglkg 三聚氨胶后用非房室模型分析，三

聚氨胶平均达峰时间为 2.67 h ，最高血药浓度为

l. 77μglmL，消除半衰期为 4.41 h[12 J 兰聚氨胶是

一个电解离常数 (pKa) 为 8.0 ，相对分子质量较小

(126.12) 的三嗦类物质，有研究表示极性小相对分

子质量的胶类物质具有相类似的药动学性质[13 J 三

聚氨胶在鱼体内消除半衰期为 14.33 h ，与大鼠、猪、

ð):在猴等比较，其半衰期要长得多，其主要原因可能是

由鱼体内的三聚氨肢体清除率要比大鼠，猪、狲猴等

小所引起，这表明三聚氧胶在鱼以及其他动物间药

动学参数有明显的种属问差异.
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