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三氮脒在猪血浆的药物 －蛋白结合研究
李　博，赵吉祥，陈杖榴，路文华，韩可可，徐　维，陈　红
（华南农业大学 兽医学院／国家兽药残留基准实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】研究三氮脒临床用药的有效性和安全性，测定猪血浆的药物 －蛋白结合率．【方法】血浆样品以超滤
法分离游离型的药物．以高效液相色谱－紫外法测定药物含量，计算出三氮脒－血浆蛋白结合率．６头猪交叉分别
按体质量肌内注射７和１４ｍｇ／ｋｇ三氮脒注射液，在给药后３、５、１５、６０ｍｉｎ测定体内三氮脒－血浆蛋白结合率．【结
果和结论】体外测定的三氮脒 －血浆药物蛋白结合率为７４６８％ ～９５９０％．猪给药后体内的药物蛋白结合率为
８４１１％～８９６９％（７ｍｇ／ｋｇ剂量组）、８２９６％～８８６５％（１４ｍｇ／ｋｇ剂量组），随着剂量增加可能出现饱和现象．在
设计三氮脒应用于猪的给药方案时应充分考虑这一因素．
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　　三氮脒是用于家畜的抗血液原虫药，主要治疗
锥虫病、巴贝斯梨形虫病、泰勒梨形虫病和马媾疫锥

虫病等．我国属锥虫病疫区［１３］，家畜锥虫病较为常

见，三氮脒在临床治疗中有重要的应用价值．锥虫的
宿主特异性不严格［４］．近几十年随着世界范围内养
猪业的发展，有关猪感染、发生锥虫病的报道逐渐增

多［５１３］，使用三氮脒治疗猪锥虫病的报道也有增加．
但是国内有关三氮脒的药理学和毒理学研究较少．
从已有的报道来看，本药的药动学特征在不同动物

种属间有较大差异，安全范围小，耐受剂量在种属间

和个体间差异大，临床常见中毒反应，一般为副交感

神经兴奋样症状［１４］．因此，以猪为靶动物开展药理学



和毒理学研究，是兽医临床安全有效用药、有利于消

费者的健康安全的重要基础研究．在牛、羊、犬的研究
显示，三氮脒的血浆蛋白结合率较高［１４１６］．药物与机
体蛋白质结合，形成可逆的药物－蛋白复合物，对药物
的跨膜转运、发挥治疗作用或是引起不良反应和体内

代谢过程都有重要影响．药物的血浆蛋白结合情况与
动物种属间遗传上的差异有关．研究药物在特定动物
的蛋白结合情况可以解释一些药动学特征（如排泄缓

慢）；也可以预测当非蛋白结合型（游离）药物浓度增

加时（由机体蛋白质代谢异常、竞争性结合的存在或

者用药量过高导致的），可能出现较强的治疗作用或

中毒反应骤增的现象．

１　材料与方法
１．１　仪器与试剂

高效液相色谱仪：美国 Ｄｉｏｎｅｘ公司，Ｕｌｔｉｍａｔｅ
３０００系列，配备自动进样器，四元泵，在线脱气泵，柱
温箱，色谱工作站软件．色谱分析柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳ
Ｃ１８，５μｍ，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司．离心
机：Ｍａｃｈ１６Ｒ冷冻型，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司．超滤管：
Ｍｉｌｌｉｐｏｒ，ＵＦＣ５０１０２４，０５ｍＬ．

三氮脒标准品为 Ｓｉｇｍａ公司产品，质量分数为
９０％（以 Ｃ１４Ｈ１５Ｎ７·２Ｃ４Ｈ７ＮＯ３计）．乙腈、甲醇为色
谱纯，ＭａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔＢａｔｅｒ公司产品．冰乙酸、三乙胺、
辛烷磺酸钠均为国产分析纯试剂．三氮脒粉针剂：批
号１２０８３，三氮脒质量分数为１００％（采用 ＨＰＬＣ法，
与三氮脒标准品比较，测得实际质量分数为９６％），
兰州正丰制药有限责任公司产品．
１．２　溶液配制

三氮脒标准储备液：准确称取三氮脒标准品

（Ｃ１４Ｈ１５Ｎ７·２Ｃ４Ｈ７ＮＯ３）１０１９ｍｇ于５０ｍＬ棕色容
量瓶中，用超纯水溶解并定容至刻度，摇匀即得１０００
μｇ／ｍＬ的三氮脒标准储备液（以 Ｃ１４Ｈ１５Ｎ７计），密
封，于４℃冰箱保存备用，有效期１个月，临用前以
超纯水稀释成系列标准工作溶液．０００５ｍｏｌ／Ｌ辛烷
磺酸钠溶液：称取１０８ｇ的辛烷磺酸钠，于１０００ｍＬ
容量瓶内用超纯水溶解定容；此溶液转移至１Ｌ试剂
瓶中，添加１ｍＬ三乙胺，用冰乙酸调节ｐＨ至３２，经
０４５μｍ微孔滤膜过滤后备用．三氮脒注射液：取适
量三氮脒粉针剂，用灭菌生理盐水配成７０ｍｇ／ｍＬ的
注射液，临用现配．
１．３　血浆中游离药物分离方法

取０５ｍＬ血浆样品，加人到 Ｍｉｌｌｉｐｏｒ超滤管中，
在３７℃以２７００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取５０μＬ超滤液
用高效液相色谱－紫外法（ＨＰＬＣＵＶ）分析药物含量．
１．４　药物含量的ＨＰＬＣＵＶ分析法

紫外检测波长３７２ｎｍ．流动相 Ｖ（乙腈）∶Ｖ（ｐＨ
３２的０００５ｍｏｌ／Ｌ辛烷磺酸钠溶液）＝３０∶７０；流速

１０００ｍＬ／ｍｉｎ．柱温：２４０℃，进样量５０μＬ．外标法
标准曲线定量．

游离三氮脒血药浓度标准曲线制备：取适量

ｐＨ７４磷酸盐缓冲溶液，稀释不同质量浓度的三氮
脒系列工作溶液，使三氮脒的质量浓度分别为００１、
００２、００５，０１０、０２０、０５０、１００、２００μｇ／ｍＬ．按
前述ＨＰＬＣＵＶ条件分析．以药物响应信号的峰面积
为ｘ，以相应药物质量浓度为 ｙ作直线回归，求得标
准曲线方程和相关系数．
１．５　血浆药物总浓度（蛋白结合型药物与游离型药

物之和）的测定

　　参考赵吉祥［１７］建立的猪血浆样品三氮脒浓度测

定的高效液相色谱法，用乙二胺四乙酸二钠溶液稀

释猪血浆样品，用ＳＥＰＰＡＫＣ１８固相萃取小柱富集全
部药物（包括蛋白结合型药物和游离型药物），再以

含有离子对试剂的乙腈洗脱．以氮气吹干洗脱液，流
动相复溶后取５０μＬ按“１４”ＨＰＬＣＵＶ法测定药物
含量．外标法标准曲线定量．

三氮脒血药浓度标准曲线制备：取适量空白猪

血浆样本，添加不同质量浓度的三氮脒系列工作溶

液适量，按前述方法处理后，按“１４”ＨＰＬＣＵＶ法测
定药物含量．以药物响应信号的峰面积为 ｘ，以相应
药物质量浓度为 ｙ作直线回归，求得标准曲线方程
和相关系数．猪血浆中三氮脒质量浓度在 ００１～
４００μｇ／ｍＬ范围内可准确定量；血浆中三氮脒质量
浓度为００５、０５０、１０００μｇ／ｍＬ时，相对回收率≥
８９０９％，变异系数在０４１％ ～０８１％之间．猪血浆
中三氮脒的定量限为５ｎｇ／ｍＬ，检测限为２ｎｇ／ｍＬ．
１．６　体外测定猪血浆三氮脒－蛋白结合率的方法

空白猪全血样本采自临床健康、未使用任何药

物和饲料添加剂的大三元杂交猪，经抗凝和离心后，

即为空白猪血浆样品．
参照宋粉云［１８］的方法，取适量的三氮脒标准工

作液加入空白猪血浆中，混匀，制得药物质量浓度为

００５、０５０、１０００μｇ／ｍＬ的３个不同质量浓度血浆
样品，每个质量浓度样品各５份．样品在３７℃避光
孵育１ｈ后，取０５ｍＬ，加人Ｍｉｌｌｉｐｏｒ超滤管中，在３７
℃以 ２７００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取超滤液 ５０μＬ按
“１４”ＨＰＬＣＵＶ法分析药物含量．

按照公式（１）计算药物的血浆蛋白结合率：
三氮脒－血浆蛋白结合率＝

血浆药物总质量浓度－游离药物质量浓度
血浆药物总质量浓度

×１００％．

（１）
１．７　动物给药试验

６头健康的杜洛克×长白×约克夏杂交猪，公母
各半，约１０周龄，体质量（２３５±２２）ｋｇ，购自广东
省良种猪场．常规饲养，自由饮水和采食．试验前观
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察２周，临床健康．随机分成２组，按体质量分别以７
和１４ｍｇ／ｋｇ肌内注射三氮脒注射液．给药后，分别
在３、５、１５、６０ｍｉｎ经前腔静脉采血．按随机交叉进行
不同剂量给药，时间间隔为１０ｄ．

全血样品经肝素抗凝、离心分离血浆．血浆样品
分别按“１３”、“１４”和“１５”处理并测定游离药物质
量浓度和血浆药物总质量浓度，按照公式（１）计算三
氮脒－血浆蛋白结合率．不同给药剂量间的药物－血
浆蛋白结合率数据采用统计学软件ＳＰＳＳ分析．

２　结果与分析
２．１　样品处理和ＨＰＬＣＵＶ方法的特异性

试验获得的色谱图见图１～图４．对比图１～图３
可见，在“１．４”的色谱条件下，三氮脒的保留时间是
５２ｍｉｎ，在目标药物峰附近无杂质干扰，血浆样本的
内源性杂质与三氮脒信号分离良好．

图１　空白血浆超滤液的色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｓｗｉｎｅｐｌａｓｍａｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ

ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

图２　０５０μｇ／ｍＬ三氮脒标准溶液的色谱图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｄｉｍｉｎａｚｅｎｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ０５０μｇ／ｍＬ

图３　空白血浆添加三氮脒至０５０μｇ／ｍＬ的超滤液色谱图
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｓｗｉｎｅｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｄｉ

ｍｉｎａｚｅｎｅａｔ０５０μｇ／ｍＬ，ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

图４　以７ｍｇ／ｋｇ剂量给药６０ｍｉｎ后猪血浆样品超滤液色谱
图

Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｗｉｎｅｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａ
ｔｉｏｎａｔ７ｍｇ／ｋｇ，６０ｍｉｎ，ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

２．２　猪血浆三氮脒－蛋白结合率
体外测定三氮脒－血浆蛋白结合率为７４６８％～

９５９０％，详见表１．
　　动物给药试验获得的猪体内药物 －血浆蛋白结
合率见表２．猪以７和１４ｍｇ／ｋｇ剂量肌内注射三氮
脒，体内的药物蛋白结合率分别为 ８４１１％ ～
８９６９％和８２９６％～８８６５％．

药物的蛋白结合率在体内、体外试验中都很高．
但高剂量组（１４ｍｇ／ｋｇ），注射后５ｍｉｎ（接近达峰时
间ｔｍａｘ）血浆样品的蛋白结合率却显著低于相同时间
点低剂量组样品，差异极显著（Ｐ＜００１）．

表１　体外测定的三氮脒－血浆蛋白结合率１）

Ｔａｂ．１　Ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｒａｔｅｔｅｓｔｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

血浆药物总质量

浓度／（μｇ·ｍＬ－１）

游离药物质量

浓度／（μｇ·ｍＬ－１）
三氮脒－蛋白
结合率／％

０．０５ ０．０１２±０．００１ ７４．６８±１．４９
０．５０ ０．０２０±０．００４ ９５．９０±０．８０
１０．００ ０．９７０±０．１２０ ９０．２３±１．１６

　１）表中数据为平均值±标准差，ｎ＝６．

表２　猪以７和１４ｍｇ／ｋｇ剂量给药后三氮脒 －血浆蛋白结
合率１）

Ｔａｂ．２　Ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｒａｔｅａｔｔｗｏｄｏｓａｇｅｓ（７，
１４ｍｇ／ｋｇ）ｔｅｓｔｅｄｉｎｖｉｖｏ ％

采样时间／ｍｉｎ ７ｍｇ／ｋｇ剂量组 １４ｍｇ／ｋｇ剂量组
３ ８５．９１±７．２９ ８８．１１±４．８１
５ ８９．６９±４．０２ ８２．９６±３．１９

１５ ８８．５７±６．５０ ８８．６５±３．０５
６０ ８４．１１±５．７０ ８７．８３±２．７６

　１）表中数据为平均值±标准差，ｎ＝６，同行数据后“”表
示组间差异极显著（Ｐ＜００１，Ｌｅｖｅｎｅｓ法）．

３　讨论与结论
３．１　血浆中结合型药物和游离药物的分离方法

宋粉云等［１８］认为，采用超滤法时，离心时间应尽

量短，温度也对结果产生影响，超滤过程一般应选择
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接近恒温动物体温的３７℃．本试验结合超滤管的使
用说明，对离心时间、转速（离心力）等进行了比较，

最后选择了３７℃以２７００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ的超滤
方法．
３．２　动物给药试验的剂量选择

目前，我国 ２０１０版《兽药使用指南》仅规定了
牛、羊、马等动物的剂量和给药方案．国外有人对临
床感染发病猪采用不同剂量治疗的疗效作了比较．
如Ｊｉｂｉｋｅ等［１９］用剂量７ｍｇ／ｋｇ的三氮脒治疗猪锥虫
病，给药后１７ｄ猪锥虫病复发．Ｗａｉｓｗａ［７］分别用７和
１４ｍｇ／ｋｇ２个剂量的三氮脒来治疗临床猪锥虫病病
例，发现经７ｍｇ／ｋｇ剂量治疗的病猪在病情好转后
有复发现象，而以１４ｍｇ／ｋｇ治疗的病猪完全治愈．
本研究结合国内外报道的临床治疗用量，将试验剂

量确定为７和１４ｍｇ／ｋｇ２个剂量水平进行观察比
较．
３．３　三氮脒在家畜血浆中与血浆蛋白的结合率

Ａｌｉｕ等［１５］报道了羊静脉注射 ２ｍｇ／ｋｇ三氮脒
后，药物与羊血浆蛋白结合率为６５％ ～８５％．Ｍｉｌｌｅｒ
等［１６］研究三氮脒在犬体内的药动学过程中发现，给

犬肌内注射４２ｍｇ／ｋｇ三氮脒１ｈ后，三氮脒与血浆
蛋白的结合率为７５％．血浆蛋白结合率高的药物通
常消除缓慢，体内的平均滞留时间较长，这与报道［１４］

中的半衰期较长相符．
本试验发现，三氮脒在体内和体外与猪血浆蛋

白的结合率也很高．以较高剂量（１４ｍｇ／ｋｇ）给药后，
采自５ｍｉｎ（接近达峰时间ｔｍａｘ）的血浆样品蛋白结合
率为８２９６％，比低剂量组相同时间点的蛋白结合率
低，差异极显著（Ｐ＜００１）．据此推测，三氮脒与蛋白
质的结合可能存在饱和现象．虽然猪体内各类药物
结合蛋白的研究报道较少，难以进一步求得结合常

数等精确数据，但已可以预测，饱和后体液内游离的

药物分数增加，将提高抗虫效果，同时也会使不良反

应的程度加剧．从根本意义上看，为保障疗效和安全
性，设置剂量时应考虑到其他竞争结合物的存在，以

及锥虫感染可能会导致的体内蛋白质变化．
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