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盐酸氯苯胍灌服后在兔尿液和粪便中的排泄规律

田苗苗，郭春娜，怀彬彬，郜　进，黄显会
（华南农业大学 国家兽药残留基准实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立氯苯胍在兔尿液和粪便中的高效液相色谱检测方法，以测定氯苯胍在兔排泄物中的排泄量．
【方法】１２只健康新西兰大白兔灌服盐酸氯苯胍１５ｍｇ·ｋｇ－１后，于不同时间间隔收集其所有粪便和尿液，粪便称
质量、尿液定容后冻存．称取０２ｇ粪便，用体积比为２∶１的三氯甲烷 －甲醇混合液提取，氮气吹干；量取１ｍＬ兔
尿，用体积分数为０２％乙酸酸化的乙酸乙酯提取，氮气吹干，残渣均用乙腈 －水（体积比３０∶７０）溶液复溶，ＣＮＷ
ＨＬＢ柱净化，浓缩后用甲醇定容，上机检测．【结果和结论】氯苯胍在兔尿中的检测限与定量限分别为０００５和００１
μｇ·ｍＬ－１，通过尿液排泄的氯苯胍占给药总量的比例为０５６％；在兔粪便中的检测限与定量限分别为００１和
００５μｇ·ｇ－１，通过粪便排泄的氯苯胍占给药总量的比例为８７１７％．氯苯胍在兔尿和粪便中排出高峰期分别在给
药后０～６和６～１２ｈ，占给药后累积排泄总量的比例分别为２８３７％和３８４６％．结果显示，该检测方法满足测定氯
苯胍在兔尿和粪便中排泄量的要求，内服盐酸氯苯胍后大部分氯苯胍随尿液和粪便排出体外．
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　　氯苯胍（Ｒｏｂｅｎｉｄｉｎｅ）又称双氯苄氨胍、罗苯嘧
啶，是一种人工合成的抗球虫药，常用其盐酸盐，分

子式为Ｃ１５Ｈ１３Ｃｌ２Ｎ５·ＨＣｌ，相对分子质量为３７０６６，
化学名：１，３双－对氯苯叉氨基胍盐酸盐．我国批准
的制剂有盐酸氯苯胍片和预混剂，用于预防和治疗

鸡、兔的急性、慢性球虫病．农业部第２３５号公告规
定：氯苯胍在鸡体内的残留标示物为氯苯胍，皮与脂

肪中的最大残留限量为２００μｇ·ｋｇ－１，其他可食组
织为１００μｇ·ｋｇ－１［１］，目前为止，大鼠和鸡体内氯苯
胍代谢和排泄也已有文献报道［２３］．本研究参考国内
外报道的氯苯胍的 ＨＰＬＣ、ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测方
法［４１１］，通过多次试验，最终建立了氯苯胍在兔尿液

和粪便中的高效液相色谱分析方法，并探讨了兔内

服盐酸氯苯胍后体内的排泄情况，并对排泄物中氯

苯胍所占总给药量比例以及不同时间段的排泄率进

行了分析，以期对制定氯苯胍在兔体内的残留标示

物和最大残留限量提供基础性资料．

１　材料与方法
１．１　药品与试剂

盐酸氯苯胍对照品（质量分数为 ９９８％，批号
Ｈ００４１１１０），购自中国兽医药品监察所；盐酸氯苯胍
原料药（盐酸氯苯胍质量分数 ９５９９％），由广州绿
州生物技术有限公司提供．

乙酸、乙酸乙酯、三氯甲烷、三乙胺、磷酸二氢铵

均为分析纯（广州化学试剂厂），甲醇、乙腈、甲酸均

为色谱纯（Ｓｉｇｍａ公司）
１．２　仪器与设备

高效液相色谱仪：ＡＬＬＩＡＮＣＥＷａｔｅｒｓｅ２６９５，配备
四联泵、脱气泵、色谱工作站、紫外检测器、自动进样

器，美国 ＷＡＴＥＲＳ公司．高速冷冻离心机，美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司Ａｖａｎｔｉ Ｊ２６ＸＰ型．台式冷冻
离心机，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ德国 Ｓｏｒｖａｌｌ公司，ＬＥＧＥＮＤ
Ｍａｃｈ１６Ｒ型．旋涡混合仪，上海青浦沪西仪器厂
ＸＷ８０Ａ．电子分析天平：日本／岛津 ＡＵＷ１２０型．
１．３　药液配制

储备液的配制：称取适量的盐酸氯苯胍标准品

于１０ｍＬ棕色容量瓶中，用甲醇溶解，制成含氯苯胍
１０００μｇ·ｍＬ－１的标准储备液．置４℃冰箱保存，使
用期为１个月．

内服液配制：称取适量的盐酸氯苯胍原料药，用质

量分数为０５％羧甲基纤维素钠稀释成１５ｍｇ·ｍＬ－１的
混悬液，现用现配．
１．４　试验动物

１４只健康的４月龄大的新西兰大白兔，体质量
为（２００±０１２）ｋｇ，购自南方医科大学实验动物中
心（生产许可证号２０１１００１５）．
１．５　给药与采样

１４只兔分为 ２组（每组公母各半），试验组 １２
只，空白组２只．试验组按１５ｍｇ·ｋｇ－１体质量剂量
单次灌胃给药，给药后分别于０～６、６～１２、１２～２４、
２４～３６、３６～４８、４８～６０、６０～７２、７２～８４、８４～９６、
９６～１０８、１０８～１２０、１２０～１３２、１３２～１４４ｈ时间段收
集其全部粪便和尿液，记录粪便总质量和尿液总体

积，取部分于－２０℃冰箱保存，待测．空白组不给药，
饲喂不含药的空白饲料，收集粪便和尿液用于氯苯

胍检测的方法学研究．
１．６　尿液和粪便中氯苯胍的测定
１．６．１　样品前处理　精密量取尿液（１００±００１）
ｍＬ，加入体积分数为 ０２％乙酸酸化的乙酸乙酯
３ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，２８０ｒ·ｍｉｎ－１振荡１０ｍｉｎ，１００００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，重复提取２次，于
４５℃水浴 Ｎ２流下吹干，加入６ｍＬ乙腈 －水［Ｖ（乙
腈）∶Ｖ（水）＝３０∶７０］溶液复溶备用，过 ＨＬＢ小柱．
ＨＬＢ小柱用３ｍＬ甲醇活化，３ｍＬ水平衡，之后将备
用液过柱，用５ｍＬ水淋洗之后用５ｍＬ甲醇洗脱，收
集洗脱液并于４５℃水浴 Ｎ２流下吹干，残渣用１ｍＬ
甲醇复溶，过０２２μｍ滤膜，进行ＨＰＬＣ分析．

精密称取粪便（０２００±０００１）ｇ，加入３ｍＬ三氯
甲烷－甲醇混合液［Ｖ（三氯甲烷）∶Ｖ（甲醇）＝２∶１］涡
旋１ｍｉｎ，于２８０ｒ·ｍｉｎ－１振荡１０ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，取上清液，重复提取２次，于４５℃水浴
Ｎ２流下吹干，加入６ｍＬ乙腈－水［Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝
３０∶７０］溶液复溶备用，过ＨＬＢ小柱．ＨＬＢ小柱用３ｍＬ
甲醇活化，３ｍＬ水平衡，之后将备用液过柱，用５ｍＬ
水淋洗之后用５ｍＬ甲醇洗脱，收集洗脱液并于４５℃
水浴Ｎ２流下吹干，残渣用１ｍＬ甲醇复溶，过０２２μｍ
滤膜，进行ＨＰＬＣ分析．
１．６．２　色谱条件　色谱柱：ＧｅｍｉｎｉＣ１８１００Ａ（２５０
ｍｍ×４０ｍｍ，５μｍ），美国 Ｐｅｎｏｍｅｎｅｘ公司；紫外检
测波长：３１７ｎｍ；流动相：Ｖ（磷酸二氢铵溶液）∶Ｖ（乙
腈）＝３５∶６５；柱温：２５℃；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样
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量为２０μＬ．
１．６．３　标准曲线与线性范围　 取（１００±００１）ｍＬ
空白尿液和（０２０±０００１）ｇ空白粪便若干，分别置
于１５ｍＬ离心管中，依次加入１００μＬ系列质量浓度的
氯苯胍标准液，涡旋混匀，使得尿液样品中的氯苯胍质

量浓度分别为 ００１、００５、０１０、０２０、０５０、２００
μｇ·ｍＬ－１；粪便样品中制得的氯苯胍质量分数分别为
００５、０１０、０５０、２００、１０００、４０００μｇ· ｇ－１．按
“１６１”方法处理并按“１６２”液相条件进行测定，将
氯苯胍的色谱峰面积（Ａ）与相对应的药物质量浓度
（Ｃ）作直线回归，求得标准曲线方程和相关系数．
１．６．４　回收率和变异系数　准确称取（０２００±
０００１）ｇ空白粪便和量取（１００±００１）ｍＬ空白尿
液，分别加入氯苯胍标准工作液，使得粪便中药物质

量分数分别为００５、１００、４０００μｇ·ｇ－１，尿液中药
物质量浓度分别为 ００１、０１０、２００μｇ·ｍＬ－１．按
“１６１”方法处理，计算回收率和变异系数．
１．６．５　检测限与定量限　称取（０２００±０００１）ｇ空

白粪便和取空白尿液（１００±００１）ｍＬ，加入氯苯胍
标准液，使尿液样品中的氯苯胍质量浓度为０００１、
０００５、００１０、００２０、００５０、０２００μｇ·ｍＬ－１，粪便样
品中氯苯胍质量分数分别为 ０００５、００１０、００５０、
０２００、１０００，２０００μｇ·ｇ－１，按“１６１”方法处理，并
按“１６２”液相条件进行测定，每个浓度设 ３个平
行，分３个批次，以 Ｓ／Ｎ≥３计算检测限（ＬＯＤ），以
Ｓ／Ｎ≥１０计算定量限（ＬＯＱ）．
１．６．６　尿液和粪便中氯苯胍浓度测定　给药后不
同时间段的样品，按“１６１“方法处理后作 ＨＰＬＣ分
析，记录氯苯胍峰面积，以标准曲线回归方程计算样

品中氯苯胍的质量．

２　结果

２．１　尿液和粪便中氯苯胍检测的方法学

２．１．１　氯苯胍的色谱行为　氯苯胍标准溶液，空白
样品、空白添加样品色谱分析见图１．

图１　各样品的ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＨＰＬＣｏｆｓａｍｐｌｅｓ
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２．１．２　标准曲线及精密度　按“１６１”方法处理并
按“１６２”液相条件进行测定，兔尿液中添加氯苯胍
００１～２００μｇ·ｍＬ－１线性关系良好，线性方程为
Ｃ＝８５×１０－３Ａ

!

１２５３，ｒ２＝０９９９８；兔粪便中添
加氯苯胍００５～４０００μｇ·ｇ－１线性关系良好，线性
方程为Ｃ＝９７×１０－３Ａ＋７７７４，ｒ２＝０９９９９．
２．１．３　回收率与变异系数　在兔的尿液样品中，氯
苯胍的质量浓度为００１、０１０、２００μｇ·ｍＬ－１时平
均回收率分别为７９８％、７７６％、７９１％；粪便中氯
苯胍的质量分数为００５、１００、４０００μｇ·ｇ－１时，平
均回收率分别为８４３％、８２６％、７８８％．批内和批
间变异系数均小于１００％．
２．１．４　检测限与定量限　兔尿液中氯苯胍的检测
限为０００５μｇ·ｍＬ－１，定量限为００１μｇ·ｍＬ－１；兔
粪便中氯苯胍的检测限为００１μｇ·ｇ－１，定量限为
００５μｇ·ｇ－１．

２．２　兔尿液和粪便中氯苯胍的定量分析

兔内服盐酸氯苯胍１５ｍｇ·ｋｇ－１后，记录每只兔
内服盐酸氯苯胍的总质量，计算氯苯胍的总物质的量．
内服盐酸氯苯胍后，收集每只兔各时间段所有的粪便

和尿液，用高效液相色谱法测出代谢物氯苯胍在各时

间段的浓度，根据粪便和尿液的总质量（或体积）最终

分别求出粪便和尿液中氯苯胍的量，然后与兔内服盐

酸氯苯胍总的质量相比．从表１可以看出，兔内服盐酸
氯苯胍后，兔尿中氯苯胍排出高峰在０～６ｈ，占排泄累
积总量的２８３７１％；粪便中排出高峰在６～１２ｈ，占排
泄累积总量的３８４６２％．主要排泄时间在给药后的６０
ｈ之内，占总排泄量的９０％以上，给药后７２ｈ基本排
泄完毕，累积排泄达９９２５％．粪便和尿液中排泄出的
氯苯胍所占兔内服总量的比例分别为 ８７１７％和
０５６％，合计为８７７３％．通过粪便排泄的比例远远大
于尿液排泄的比例．给药后１２０ｈ排泄完毕．

表１　不同时间段尿液和粪便中氯苯胍的排泄量１）

Ｔａｂ．１　Ｅｘｃｒｅｔｉｏｎｏｆｒｏｂｅｎｉｄｉｎｅｉｎｕｒｉｎｅａｎｄｆｅｃｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｉｎｔｅｒｖａｌｓ

采样

时间／ｈ

尿液中氯苯胍 粪便中氯苯胍

排泄量

（珋ｘ±ＳＤ）／ｍｇ

占给药剂量

比例／％

占累积

总量比例／％

排泄量

（珋ｘ±ＳＤ）／ｍｇ

占给药剂量

比例／％

占累积

总量比例／％
０～６ ０．０４２±０．０３３ ０．１５９ ２８．３７１ ２．９８０±３．２１２ １０．９６６ １２．５８０

６～１２ ０．０３６±０．０２０ ０．１３６ ２４．３４５ ８．９６８±２．８８０ ３３．５２８ ３８．４６２

１２～２４ ０．０２３±０．０１０ ０．０８８ １５．６７９ ４．７８８±２．４４８ １７．９１８ ２０．５５５

２４～３６ ０．０２０±０．０１１ ０．０７６ １３．５８３ ３．９５０±２．３９６ １４．５１８ １６．６５４

３６～４８ ０．０１０±０．００４ ０．０３６ ６．４４５ １．２１２±１．２３５ ４．４４４ ５．０９８

４８～６０ ０．００５±０．００４ ０．０１７ ３．０３５ １．３０８±０．９８０ ３．５９２ ４．１２１

６０～７２ ０．００４±０．００２ ０．０１６ ２．８５３ ０．２２２±０．１３０ ０．８２４ ０．９４５

７２～８４ ０．００２±０．００４ ０．０１３ １．５６５ ０．１９４±０．１３４ ０．７２４ ０．８３１

８４～９６ ０．００４±０．００２ ０．００９ ２．３９７ ０．１１３±０．０７２ ０．４２４ ０．４８７

９６～１０８ ０．００３±０．００１ ０．００６ １．１４８ ０．０３６±０．０４０ ０．１３８ ０．１５９

１０８～１２０ ０．００１±０．００１ ０．００３ ０．５８１ ０．０２５±０．０２２ ０．０９４ ０．１０８

１２０～１３２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１３２～１４４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

　１）ＮＤ：未检测到．

３　讨论与结论

３１　处理方法的选择

参考相关文献［３９］，对甲醇、乙腈、乙酸乙酯作为

提取溶剂进行考察，结果发现尿液中乙酸乙酯的提

取效果比较好．盐酸氯苯胍属于弱酸性化合物，理论
上讲，用酸化有机试剂提取效果优于有机试剂提取．
考察了盐酸、乙酸等酸化乙酸乙酯的提取效果，两者

提取回收率相当，考虑盐酸的挥发性，最终选择体积

分数为０２％乙酸酸化的乙酸乙酯作为尿液中氯苯
胍提取溶剂．由于粪便和尿液中基质差异较大，同样
的提取剂在粪便中满足不了检测要求，参考饲料中

氯苯胍的提取方法［１０１１］，加以改进最终确定粪便的

提取溶剂为三氯甲烷 －甲醇［Ｖ（三氯甲烷）∶Ｖ（甲
醇）＝２∶１］混合液．

１１　第３期 　　　　　田苗苗，等：盐酸氯苯胍灌服后在兔尿液和粪便中的排泄规律 　　　



３２　氯苯胍在兔尿液和粪便中的排泄
药物的排泄回收试验是研究药物体内代谢过程

的一个重要方面，通过对不同排泄物中药物及其代

谢物含量测定，可以验证药物进入体循环及其主要

的代谢途径．外源性药物通过内服给药后，一部分通
过小肠等部位吸收进入体循环，其他在肠道随粪便

排出体外．进入体循环的药物消除一般有２种方式，
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

谢转化为其他代谢物的形式经胆汁或肾排出体外．
Ｚｕｌａｌｉａｎ等［２］以１４Ｃ标记法对氯苯胍在大鼠体内

代谢的研究结果显示，氯苯胍在大鼠体内最终以

７０４％原形随粪便排出体外，随尿液排出的氯苯胍
占给药总剂量的２０％，以对氯苯甲酰氨基乙酸和对
氯苯甲酸为主要代谢物形式随尿液排出体外，代谢

物占总放射活性的１２％，其中对氯苯甲酰氨基乙酸
占该代谢物形式的９８％．Ｚｕｌａｌｉａｎ等［３］以１４Ｃ标记形
式对氯苯胍在鸡体内的研究结果表明，粪便中存在

有９９％的放射活性物质，这些放射性物质中大部分
是氯苯胍原药，部分以代谢物形式存在．

本研究表明，兔内服盐酸氯苯胍后，随粪便排泄

出的氯苯胍占内服总量的８７１７％，尿液中氯苯胍占
内服总量的０５６％．尿液中氯苯胍排出峰值在０～６
ｈ，粪便中氯苯胍排出峰值在６～１２ｈ．兔内服氯苯胍后
１２０～１３２ｈ，粪便和尿液中氯苯胍浓度已低于检测限．
表明兔内服氯苯胍后主要以原药的形式排出体外，这

与大鼠和鸡体内氯苯胍的排泄规律结果一致．根据相
关研究［２３］以及试验结果分析推测，兔内服氯苯胍后，

大部分药物没有被吸收，随着粪便排出体外，而约

１２％的药物被吸收后，在体内经代谢后转化成结合物
形式或其他小分子化合物随尿液排出体外，是否和鼠

中一样，以对氯苯甲酰氨基乙酸和对氯苯甲酸为主要

代谢物形式排出还需要进一步深入研究．

参考文献：
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ｂｅｎｉｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｉｎｔｈｅｃｈｉｃｋｅｎ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃＦｏｏｄ
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留消除规律研究［Ｊ］．中国兽药杂志，２０１２，４６（１１）：２４

２６．
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２０１２，４７（９）：２６２９．

［６］　周昭明，曾勇，金秀娥．鸡、兔组织中氯苯胍残留的检测

方法研究［Ｊ］．中国兽药杂志，２００５，３９（３）：１９２２．

［７］　刘勇军，吴银良，姜艳彬．高效液相色谱法测定鸡组织

与鸡蛋中氯苯胍的残留量［Ｊ］．色谱，２０１０，２８（９）：９０５

９０７．

［８］　吴仕辉，陈昆慈，戴晓欣，等．分散固相萃取／高效液相

色谱法测定水产品中氯苯胍的残留量［Ｊ］．分析测试学

报，２０１１，３０（１２）：１３５６１３６１．

［９］　ＭＡＬＧＯＲＺＡＴＡＯ，ＴＥＲＥＳＡＳＪ，ＰＩＯＴＲＪ．Ｍｕｌｔｉ－ｒｅｓｉｄｕｅ

ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｗｅｌｖｅｃｏｃｃｉｄ

ｉｏｓｔａｔｓｉｎｃｈｉｃｋｅｎｌｉｖｅｒｕｓｉｎｇｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒｔａｎｄｅｍ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａＡ，２００９，１２１６（４６）：

８１４１８１４８．

［１０］李俊玲，刘学江，徐强，等．饲料中盐酸氯苯胍的测定

［Ｊ］．饲料广角，２００３（１５）：２０２３．

［１１］ＫＯＴ－ＷＡＳＩＫＡ，ＷＡＳＩＫＡ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｏｂｅｎｉｄｉｎｅ

ｉｎａｎｉｍａｌｆｅｅｄｓｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｄｉ

ｏｄｅａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｆｔｅｒａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ

ｓｏｌｖｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２００５，５４３

（１／２）：４６５１．

【责任编辑　柴　焰】
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