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摘要： 旨在考察犬单次皮下注射恩诺沙星油混悬注射液后恩诺沙星及其代谢产物的药代动力学特征。 ６ 只成年健康比格犬以 ２０ ｍｇ·ｋｇ－１的剂量

单次皮下注射给药， 分别于给药前、 后不同时间点采血并分离血浆。 血浆样品经乙腈沉淀蛋白和二氯甲烷液液萃取处理后， 应用高效液相色谱法

检测， 外标法定量， 对恩诺沙星和环丙沙星血药浓度计算药动学参数。 结果： 恩诺沙星和环丙沙星的达峰浓度 Ｃｍａｘ 分别为 （ １􀆰 ２８ ± ０􀆰 １９）

μｇ·ｍＬ－１和 （０􀆰 ５０±０􀆰 １１） μｇ·ｍＬ－１， 达峰时间 Ｔｍａｘ分别为 （３􀆰 １７±０􀆰 ７５） ｈ 和 （４􀆰 ８３±１􀆰 ３３） ｈ， 消除相的半衰期 ｔ１ ／ ２λｚ分别为 （２９􀆰 ３９±５􀆰 ５４） ｈ

和 （２１􀆰 ６１±１１􀆰 ７９） ｈ， 药时曲线下面积 ＡＵＣ０→ｔ分别为 （３１􀆰 ９６±５􀆰 ３８） μｇ·ｈ·ｍＬ－１和 （８􀆰 ０１±１􀆰 ６６） μｇ·ｈ·ｍＬ－１； 恩诺沙星＋环丙沙星总浓度

的 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ为 （１􀆰 ６５±０􀆰 １０） μｇ·ｍＬ－１， ＡＵＣ０→ｔ－Ｔｏｔａｌ为 （４０􀆰 ２１±６􀆰 ３８） μｇ·ｈ·ｍＬ－１， ＡＵＣ０→２４ ｈ－Ｔｏｔａｌ为 （４０􀆰 ２１±６􀆰 ３８） μｇ·ｈ·ｍＬ－１， Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ ／
ＭＩＣ 为 ３􀆰 ３１～２７􀆰 ５５， ＡＵＣ０→２４ ｈ－Ｔｏｔａｌｌ ／ ＭＩＣ 为 ４５􀆰 ８０～３８１􀆰 ６５， ＡＵＣ０→ｔ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 为 ８０􀆰 ４１～６７０􀆰 １０， ｔ＞ＭＩＣ 最长可达 １０８ ｈ。 结论： 恩诺沙星油混悬注

射液在犬体内消除半衰期较长， 长效作用明显， 可实现减少给药频次的目的。
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　 　 恩诺沙星又名乙基环丙沙星， 是动物专用的氟喹

诺酮类广谱抗菌药物， 对革兰阴性菌如大肠杆菌、 巴

氏杆菌、 胸膜肺炎放线杆菌等， 革兰阳性菌如金黄
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色葡萄球菌及支原体等均表现较高的抗菌活性。 恩诺

沙星通过抑制细菌 ＤＮＡ 回旋酶和拓扑异构酶Ⅳ干扰

细菌 ＤＮＡ 复制过程而发挥抗菌作用［１］。 恩诺沙星进

入动物体内后分布广泛， 除了中枢神经系统外几乎所

有组织的的药物浓度均高于血浆， 在骨、 滑液、 皮肤

肌肉等均可达到治疗浓度， 因此血浆浓度可作为预测

恩诺沙星在组织中疗效的替代标志物。 恩诺沙星口服
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或注射给药后， １０％ ～ ４０％在体内会转化为环丙沙

星［２］。 环丙沙星的抗菌活性与恩诺沙星一样或更高，
且与恩诺沙星有相加作用， 药动学研究中常同时监测

恩诺沙星和环丙沙星的体内行为［３－６］。
国内外已批准恩诺沙星片和恩诺沙星注射液用于

宠物临床， 其中用于犬的适应症为治疗消化道、 呼吸

道、 泌尿生殖道、 皮肤、 伤口感染及中耳炎等［７］。
恩诺沙星片的推荐给药方案为口服， ５ ｍｇ·ｋｇ－１， 每

日 １ 次， 连用 ５ ～ １０ ｄ［８］。 恩诺沙星注射液的推荐给

药方案为肌内或皮下注射， ２􀆰 ５～５ ｍｇ·ｋｇ－１， １～２ 次

／ ｄ， 直至临床症状消失， 最长用药期 ３０ ｄ［９］。 可见

无论是片剂口服给药还是常规注射液注射给药一个疗

程均须多次重复给药， 耗费人力物力， 还易致动物应

激， 且临床实践中往往因疏忽或其他不便而难以完全

按照规定方案给药， 影响药效发挥和疾病转归。 因此

研发给药频次低、 持效时间长的缓释恩诺沙星制剂有

重要的实际意义。 本研究考察了自研的长效恩诺沙星

油混悬注射液在犬体内的药动学行为， 评价其缓释长

效作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要药物、 试剂与仪器

恩诺沙星对照品， 含量 ９９􀆰 ７％， 批号 Ｈ００８１９０７，
购于中国兽医药品监察所； 盐酸环丙沙星对照品， 含

量 ９９􀆰 ８％， 批号 Ｈ０１０３１０， 购于中国兽医药品监察

所； 恩诺沙星油混悬注射液， 规格为 １０％， 实验室

自制； 乙腈， 色谱级， 购于北京百灵威科技有限公

司； 磷酸、 二氯甲烷， 分析纯， 购于广东光华科技股

份有限公司； 三乙胺， 分析纯， 购于上海麦克林生化

科技股份有限公司； Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 型高效液相色谱

仪， 美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司。
１􀆰 ２　 实验动物

成年健康比格犬 ６ 只， 雌雄各半， 体重 （１０􀆰 ８５±
１􀆰 ６５） ｋｇ， 购自江苏亚东实验动物研究中心， 生产许

可号： ＳＣＸＫ （苏） ２０１６－０００９。 动物饲养于南京农

业大学实验动物中心， 饲喂不含任何药物的实验犬维

持饲料， 自由饮水， 在试验前至少 １４ ｄ 内不给予任

何药物。 所有动物试验均按照南京农业大学动物伦理

委员会的指导方针进行， 动物福利与伦理批准号为

ＮＪＡＵ． Ｎｏ２０２２０９２２１７５。
１􀆰 ３　 主要溶液的制备

恩诺沙星储备液： 精确称量恩诺沙星对照品

０􀆰 ０１２ ５ ｇ 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入适量流动相， 超

声使溶解并用流动相稀释至刻度， 摇匀， 制成 ０􀆰 ５
ｍｇ·ｍＬ－１的储备液， 于－２０ ℃条件下储存。 盐酸环

丙沙星储备液： 精确称量盐酸环丙沙星对照品

０􀆰 ０１４ １ ｇ 置于 ２５ ｍＬ 量瓶， 加入适量流动相， 超声

使溶解并稀释至刻度， 摇匀， 制成环丙沙星浓度为

０􀆰 ５ ｍｇ·ｍＬ－１的储备液， 于－２０ ℃条件下储存。
系列工作液： 将恩诺沙星储备液和盐酸环丙沙星

储备液等比例混匀， 用流动相精密稀释成浓度均为

１􀆰 ２５、 ５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 １５０ μｇ·ｍＬ－１的系列

标曲混合工作液和浓度均为 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ７５、 １２５
μｇ·ｍＬ－１的系列质控混合工作液， 于 ２ ～ ８ ℃条件下

保存。
１􀆰 ４　 血浆样品检测色谱条件

固定相为十八烷基硅烷键合硅胶柱 （４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）， 流动相为 ０􀆰 １ ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸溶液 ∶
乙腈 （８４ ∶ １６）， 流速为 ０􀆰 ８ ｍＬ·ｍｉｎ－１， 检测波长

为 ２７８ ｎｍ， 进样量为 ２０ μＬ， 柱温为 ３５ ℃。
１􀆰 ５　 血浆样品预处理

取血浆样品 ５００ μＬ， 加入 ５０ μＬ 磷酸， 涡旋

１ ｍｉｎ， 加入 １ ｍＬ 乙腈， 涡旋 ３ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１

离心 １０ ｍｉｎ， 上清液移至 ５ ｍＬ 离心管内， 加入

１􀆰 ５ ｍＬ 二氯甲烷， 涡旋 ３ ｍｉｎ， ４ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１ 离心

１０ ｍｉｎ， 将上清液移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， １２ ０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ 后精确吸取 ２０ μＬ 注入液相色

谱仪。
１􀆰 ６　 血浆样品检测方法学验证

１􀆰 ６􀆰 １　 专属性

取 ６ 只不同犬的空白血浆样品、 空白血浆加恩诺

沙星和环丙沙星对照品溶液、 恩诺沙星油混悬注射液

给药后的犬血浆样品， 按照 １􀆰 ５ 方法处理后进样

检测。
１􀆰 ６􀆰 ２　 标准曲线和线性范围

取空白血浆 ４８０ μＬ， 加入系列标曲混合工作液

２０ μＬ， 制成浓度为 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ６
μｇ·ｍＬ－１的系列标曲混合血浆样品， 按照 １􀆰 ５ 方法

处理后进样检测。 以恩诺沙星浓度为横坐标， 峰面积

为纵坐标， 绘制恩诺沙星标准曲线。 以环丙沙星浓度

为横坐标， 峰面积为纵坐标， 绘制环丙沙星标准

曲线。
１􀆰 ６􀆰 ３　 准确度和精密度

取空白血浆 ４８０ μＬ， 加入系列质控混合工作液

２０ μＬ， 制成浓度为 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ３、 ５ μｇ·ｍＬ－１的系

列质控混合血浆样品。 每个浓度 ５ 个平行， 连续制备

并测定 ３ 个分析批， 根据当日的标准曲线方程求得质

控样品浓度， 计算准确度、 批内 （ ｎ ＝ ５） 及批间

（ｎ＝ １５） 精密度。
１􀆰 ６􀆰 ４　 稳定性

对低、 高浓度的质控样品进行下述条件的稳定性

考察： 预处理后样品自动进样室放置 ２４ ｈ 稳定性，
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血浆样品－２０ ℃冻融 １ 次稳定性， 血浆样品－２０ ℃长

期放置 ４０ ｄ 稳定性， 每个浓度 ３ 个平行。
１􀆰 ７　 药动学试验设计

６ 只成年健康比格犬以 ２０ ｍｇ·ｋｇ－１的剂量颈部

皮下注射自制恩诺沙星油混悬注射液。 试验当天于给

药前采集空白血液 （０ ｈ）， 给药后于 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、
２、 ３、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 １４、 ２４、 ３０、 ３６、 ４８、 ５４、
６０、 ７２、 ７８、 ８４、 ９６、 １０２ 和 １０８ ｈ 各时间点于犬的

前肢头静脉采血 ３ ｍＬ， ３ ９５４ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ 分

离血浆， 于－２０ ℃冻存， 待测。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

将测得的恩诺沙星和环丙沙星峰面积代入当天制

得的标准曲线中， 分别进行计算得到各自的血药浓

度。 使用 Ｗｉｎｎｏｎｌｉｎ 软件 ８􀆰 １􀆰 ０ 版本以非房室模型分

析自制恩诺沙星油混悬注射液经犬皮下给药后恩诺沙

星、 环丙沙星、 恩诺沙星＋环丙沙星的血药浓度数

据， 获得药动学参数。

恩诺沙星为浓度时间双依赖型药物， 基于环丙沙

星与恩诺沙星的抗菌活性有相加作用， 本文依据恩诺

沙星、 恩诺沙星＋环丙沙星的血药浓度， 从浓度依赖

方面计算恩诺沙星单独的药峰浓度 （Ｃｍａｘ）， 药时曲

线下面积 （ＡＵＣ０－２４ ｈ、 ＡＵＣ０－ｔ）， 恩诺沙星＋环丙沙星

总的 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ、 ＡＵＣ０－２４ ｈ－Ｔｏｔａｌ、 ＡＵＣ０－ｔ－Ｔｏｔａｌ， 与敏感菌最

低抑菌浓度 （ＭＩＣ） 的比值； 从时间依赖方面， 分析

在 ＭＩＣ 之上的血药浓度持续时间即 ｔ＞ＭＩＣ， 以评价自

研的恩诺沙星油混选注射液的长效缓释作用［６，１０－１１］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 方法学验证

２􀆰 １􀆰 １　 专属性

专属性试验色谱见图 １。 结果显示， 环丙沙星的

保留时间约为 ７􀆰 １ ｍｉｎ， 恩诺沙星的保留时间约为

１０􀆰 ０ ｍｉｎ， 二者之间互不干扰， 保留时间处均没有干

扰峰， 与相邻杂质峰完全分离， 专属性良好。

Ａ． 空白血浆样品； Ｂ． 空白血浆加 １ μｇ·ｍＬ－１ 恩诺沙星标准溶液； Ｃ． 空白血浆加 １ μｇ·ｍＬ－１ 环丙沙星标准溶液； Ｄ． 空白血浆加

１ μｇ·ｍＬ－１恩诺沙星和环丙沙星标准混合溶液； Ｅ． 给药后 １ ｈ 的药动血浆样品。

图 １　 恩诺沙星专属性试验典型色谱

２􀆰 １􀆰 ２　 标准曲线和定量下限

由表 １ 可见， 恩诺沙星和环丙沙星在 ０􀆰 ０５ ～ ６
μｇ·ｍＬ－１范围内与各自峰面积的线性关系良好， Ｒ２＞

０􀆰 ９９， 定量下限实测浓度与标示值的准确度偏差均

在±２０％范围内， 其余浓度的准确度偏差均在±１５％
以内。
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表 １　 恩诺沙星标准曲线回归方程及相关系数

分析物 批次 线性方程 Ｒ２
定量下限准确度偏差

最高值绝对值

其他浓度准确度偏差

最高值绝对值

恩诺沙星

１ ｙ＝ １３０ ６６５􀆰 ６ｘ－２ ０６２􀆰 ４９３ ０􀆰 ９９９ ９ １􀆰 ６７ １􀆰 ６７

２ ｙ＝ １３２ ２１４􀆰 ３ｘ－１ ０３３􀆰 ７２３ ０􀆰 ９９９ ９ ４􀆰 ９８ ２􀆰 １８

３ ｙ＝ １３０ ５６０􀆰 ８ｘ－１ ２２８􀆰 ６８３ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ２２ ２􀆰 ０２

环丙沙星

１ ｙ＝ １６０ ２５８􀆰 ７ｘ－２ ７９２􀆰 ８８９ ０􀆰 ９９９ ８ ８􀆰 ３６ ５􀆰 ３７

２ ｙ＝ １６１ ８６０􀆰 ２ｘ－１ ７０５􀆰 ０５０ ０􀆰 ９９９ ９ ３􀆰 ７６ ３􀆰 ０３

３ ｙ＝ １５９ １７４􀆰 ３ｘ－２ ３８４􀆰 ４１１ ０􀆰 ９９９ ８ ２􀆰 ８２ ３􀆰 ８８

２􀆰 １􀆰 ３　 准确度和精密度

恩诺沙星和环丙沙星的准确度和精密度试验结果

见表 ２。 结果显示， 恩诺沙星和环丙沙星的定量下限

准确度在标示值的 ９０􀆰 ９８％ ～ １１４􀆰 ３０％范围内， 批内

及批间 ＲＳＤ 在 １􀆰 ０６％ ～ １０􀆰 ０８％范围内； 低、 中、 高

浓度的准确度在标示值的 ８８􀆰 ０１％ ～１０５􀆰 ９５％范围内，
批内及批间 ＲＳＤ 在 ０􀆰 ７１％ ～ ７􀆰 ３％范围内， 表明该方

法准确度高、 精密度好。

表 ２　 准确度与精密度试验结果

分析物
添加浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

平均准确度 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％

批次 １ 批次 ２ 批次 ３ 批次 １ 批次 ２ 批次 ３
批间 ＲＳＤ ／ ％

恩诺沙星

０􀆰 ０５ １１２􀆰 ５９ ９０􀆰 ９８ １１１􀆰 ５１ ４􀆰 ３４ １􀆰 ０６ １􀆰 ３５ １０􀆰 ０８

０􀆰 １ １０１􀆰 ８８ ８８􀆰 ０１ １０２􀆰 ２４ ２􀆰 ９０ １􀆰 ４７ １􀆰 ３０ ７􀆰 ３０

３ １０３􀆰 ６４ ８８􀆰 ５７ １０１􀆰 ９５ ２􀆰 ０９ １􀆰 ３６ ０􀆰 ７１ ７􀆰 ２５

５ １０１􀆰 ８２ ９１􀆰 ６７ １０５􀆰 ９５ １􀆰 ３２ ２􀆰 ２９ ２􀆰 ９０ ６􀆰 ５７

环丙沙星

０􀆰 ０５ １１４􀆰 ３０ ９７􀆰 ６７ １０３􀆰 ４９ ４􀆰 １２ １􀆰 ９４ １􀆰 ５７ ７􀆰 ２１

０􀆰 １ １０５􀆰 ９０ ９６􀆰 ２７ ９６􀆰 ３５ ２􀆰 ６３ ０􀆰 ７９ ３􀆰 ０７ ５􀆰 ２０

３ １０５􀆰 ０２ ９９􀆰 ０２ ９８􀆰 ７２ １􀆰 ９６ ０􀆰 ７５ １􀆰 １４ ３􀆰 ２３

５ １０５􀆰 ４７ １０１􀆰 ５０ １０３􀆰 ８３ ３􀆰 １４ １􀆰 ７４ ２􀆰 ９５ ２􀆰 ８９

２􀆰 １􀆰 ４　 稳定性

血浆中药物稳定性考察结果见表 ３。 结果显示，
血浆中恩诺沙星和环丙沙星浓度的准确度均在标示浓

度的 ８５％～１１５％内， 且 ＲＳＤ 小于 １５％， 表明恩诺沙

星血浆样品在不同储存条件下稳定性良好。

表 ３　 稳定性试验结果

分析物 储存条件 添加浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 平均准确度 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

恩诺沙星

自动进样室放置 ２４ ｈ

－２０ ℃冻融 １ 次

－２０ ℃长期放置 ４０ ｄ

０􀆰 １ ９２􀆰 ４８±３􀆰 １４ ３􀆰 ４０

５ １０４􀆰 ３９±１􀆰 ５９ １􀆰 ５２

０􀆰 １ ９３􀆰 ２２±５􀆰 １７ ５􀆰 ５５

５ １０３􀆰 ６３±１􀆰 ０４ １􀆰 ００

０􀆰 １ ９０􀆰 ６８±２􀆰 ２４ ２􀆰 ４７

５ １０１􀆰 ２６±２􀆰 ４１ ２􀆰 ３８

环丙沙星

自动进样室放置 ２４ ｈ

－２０ ℃冻融 １ 次

－２０ ℃长期放置 ４０ ｄ

０􀆰 １ ９８􀆰 ４２±３􀆰 １５ ３􀆰 ２０

５ １０２􀆰 ８１±２􀆰 ６９ ２􀆰 ６２

０􀆰 １ ９９􀆰 ００±４􀆰 ９２ ４􀆰 ９７

５ １０６􀆰 ２９±０􀆰 ８０ ０􀆰 ７６

０􀆰 １ ９７􀆰 ３２±２􀆰 １３ ２􀆰 １９

５ １０４􀆰 ２５±３􀆰 ９９ ３􀆰 ８３
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２􀆰 ２　 血药浓度

６ 只受试犬以 ２０ ｍｇ·ｋｇ－１剂量皮下注射恩诺沙

星油混悬注射液后， 体内恩诺沙星、 环丙沙星及恩诺

沙星＋环丙沙星的平均血药浓度数据见表 ４， 药时曲

线见图 ２。 直至给药后 １０８ ｈ， 恩诺沙星平均血药浓

度仍达 ０􀆰 １ μｇ·ｍＬ－１。

表 ４　 犬皮下注射恩诺沙星油混悬注射液后恩诺沙星和

环丙沙星的血药浓度 （ｎ＝６） μｇ·ｍＬ－１

时间 ／ ｈ 恩诺沙星 环丙沙星 恩诺沙星＋环丙沙星

０ ０ ０ ０

０􀆰 ２５ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０４ ０ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３

０􀆰 ５ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０６ ０􀆰 １４±０􀆰 ０７ ０􀆰 ５９±０􀆰 １１

１ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０８ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０９ ０􀆰 ７３±０􀆰 １５

２ ０􀆰 ８７±０􀆰 ３８ ０􀆰 ２９±０􀆰 １２ １􀆰 １６±０􀆰 ３１

３ １􀆰 １３±０􀆰 １９ ０􀆰 ３８±０􀆰 １４ １􀆰 ５０±０􀆰 ２７

４ １􀆰 ０７±０􀆰 １１ ０􀆰 ４４±０􀆰 １３ １􀆰 ５１±０􀆰 １８

６ ０􀆰 ９５±０􀆰 １０ ０􀆰 ４６±０􀆰 １３ １􀆰 ４１±０􀆰 １８

８ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０９ １􀆰 ２７±０􀆰 １２

１０ ０􀆰 ８４±０􀆰 １０ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０８ １􀆰 １０±０􀆰 １５

１２ ０􀆰 ７７±０􀆰 ２２ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０７ ０􀆰 ９８±０􀆰 ２３

１４ ０􀆰 ６２±０􀆰 １０ ０􀆰 １６±０􀆰 ０４ ０􀆰 ７８±０􀆰 １０

２４ ０􀆰 ４６±０􀆰 １４ ０􀆰 １３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ５９±０􀆰 １５

３０ ０􀆰 ３７±０􀆰 １１ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０２ ０􀆰 ４６±０􀆰 １１

３６ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０７ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０８

４８ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０７

５４ ０􀆰 １８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ０５±０􀆰 ００ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０７

６０ ０􀆰 １７±０􀆰 ０４ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０１ ０􀆰 １９±０􀆰 ０６

７２ ０􀆰 １５±０􀆰 ０５ ＮＤ ０􀆰 １５±０􀆰 ０５

７８ ０􀆰 １３±０􀆰 ０５ ＮＤ ０􀆰 １３±０􀆰 ０５

８４ ０􀆰 １１±０􀆰 ０３ ＮＤ ０􀆰 １１±０􀆰 ０３

９６ ０􀆰 １０±０􀆰 ０４ ＮＤ ０􀆰 １０±０􀆰 ０４

１０２ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０４ ＮＤ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０４

１０８ ０􀆰 １０±０􀆰 ０３ ＮＤ ０􀆰 １０±０􀆰 ０３

　 　 注： 浓度低于定量限并于 Ｃｍａｘ前采集的样品以零记， 浓度低于定

量限并于 Ｃｍａｘ后采集的样品以 ＮＤ 表示。

２􀆰 ３　 药动学参数

６ 只受试犬以 ２０ ｍｇ·ｋｇ－１剂量皮下注射恩诺沙

星油混悬注射液后， 对体内恩诺沙星、 环丙沙星及恩

诺沙星＋环丙沙星的血药浓度数据进行药动学参数分

析， 其消除相斜率 （λｚ）、 消除相的半衰期 （ ｔ１ ／ ２λｚ）、
达峰时间 （Ｔｍａｘ）、 达峰浓度 （Ｃｍａｘ）、 药时曲线下面

积 （ＡＵＣ）、 表观分布容积 （ Ｖｚ ／ Ｆ）、 消除率 （Ｃｌ ／
Ｆ）、 平均滞留时间 （ＭＲＴ） 结果见表 ５。 犬皮下注射

恩沙星油混悬注射液后， 体内恩诺沙星的 Ｔｍａｘ和 ｔ１ ／ ２λｚ

分别为 （３􀆰 １７±０􀆰 ７５） ｈ 和 （２９􀆰 ３９±５􀆰 ５４） ｈ， 显示

恩诺沙星油混悬注射液给犬皮下注射后释药缓慢； 同

时 Ｃｍａｘ为 （１􀆰 ２８±０􀆰 １９） μｇ·ｍＬ－１， 低于常规制剂以

相同剂量皮下注射给药后的 Ｃｍａｘ， 显示恩诺沙星油混

悬注射液给犬皮下注射后释药平稳， 未发生突释情

况， 安全性更高。

图 ２　 犬皮下注射恩诺沙星油混悬液后恩诺沙星和

环丙沙星平均血药浓度－时间曲线

２􀆰 ４　 药动学与 ＭＩＣ 分析

以选择肠杆菌科和葡萄球菌科的 ＭＩＣ９０ 及 ＭＩＣ
折点 （敏感）， 即 ０􀆰 ０６、 ０􀆰 １２、 ０􀆰 ５ μｇ·ｍＬ－１三种代

表性的 ＭＩＣ 值， 计算了恩诺沙星和环丙沙星的 Ｃｍａｘ、
ＡＵＣ、 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ和 ＡＵＣＴｏｔａｌ 与 ＭＩＣ 的比值， 并列举 ｔ ＞
ＭＩＣ 值， 从浓度依赖和时间依赖两方面进行恩诺沙星

油混悬注射液的有效性评估， 结果见表 ６。 结果可

见， 对 ０􀆰 ０６ 和 ０􀆰 １２ μｇ·ｍＬ－１， Ｃｍａｘ ／ ＭＩＣ、 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ ／
ＭＩＣ 在 １０􀆰 ６５ ～ ２７􀆰 ５５ 之间， 满足大于 ８ 的要求；
ＡＵＣ ／ ＭＩＣ、 ＡＵＣＴｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 在 １４３􀆰 ２０ ～ ６７０􀆰 １０ 之间， 满

足大于 １００ 的要求， 在浓度依赖型方面显示有效； ｔ＞
ＭＩＣ 分别为 １０８ 和 ７８ ｈ， 在时间依赖方面长效时间长

达 ３～４ ｄ， 在时间依赖型方面显示长效。

３　 讨论

生物样品分析方法的准确可靠、 高效便捷对药动

学研究意义重大。 恩诺沙星血药浓度检测前处理方法

多采用沉淀蛋白后氮气吹干的方法， 但氮气吹干步骤

耗时较长［１２－１３］。 李朋朋等［１４］ 放弃了氮气吹干步骤，
在乙腈沉淀蛋白后经二氯甲烷液液萃取， 取水层进行

分析， 效率大大提高， 但该方法未验证环丙沙星的适

用性。 故本研究在该方法基础上优化了提取步骤并进

行了方法学验证， 结果显示， 恩诺沙星和环丙沙星互

不干扰且保留时间处无杂峰干扰， 专属性良好； 恩诺

沙星和环丙沙星均在 ０􀆰 ０５～６ μｇ·ｍＬ－１浓度范围内与

峰面积线性良好 （Ｒ２ ＞ ０􀆰 ９９）， 准确度和精密度高，
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适用于同时分析犬血浆中恩诺沙星和环丙沙星浓度。
恩诺沙星常规制剂以口服或注射给药后， 在犬体

内的半衰期均较短， 内服的半衰期为 ３􀆰 ７ ～ ５􀆰 ８ ｈ， 静

脉注射的半衰期为 ２􀆰 ４ ｈ， 肌肉注射的半衰期为 ４ ～
５ ｈ［１５］， 如 Ｉｎｔｏｒｒｅ 等［１６］ 报道了比格犬静脉注射恩诺

沙星后， 其 ｔ１ ／ ２β为 （２􀆰 ７４±０􀆰 ２５） ｈ， Ｋüｎｇ 等［１７］ 报道

了健康比格犬静注和口服恩诺沙星后， ｔ１ ／ ２β 分别为

３􀆰 ７ ｈ 和 ２􀆰 ４ ｈ。 本研究中， 比格犬以 ２０ ｍｇ·ｋｇ－１的

剂量单次皮下注射恩诺沙星油混悬注射液后， 恩诺沙

星及其代谢产物环丙沙星的 ｔ１ ／ ２λｚ 分别为 （２９􀆰 ３９ ±
５􀆰 ５４） ｈ 和 （２１􀆰 ６１±１１􀆰 ７９） ｈ， 且直至给药后 １０８ ｈ，
恩诺沙星平均血药浓度仍达 ０􀆰 １ μｇ·ｍＬ－１， 半衰期

显著高于文献报道， 血药浓度持续时间显著延长， 缓

释效果明显。
表 ５　 犬皮下注射恩诺沙星油混悬注射液后恩诺沙星和环丙沙星的药动学参数

药动学参数 恩诺沙星 环丙沙星 恩诺沙星＋环丙沙星

λｚ ／ ｈ－１ ０􀆰 ０２±０􀆰 ００ ０􀆰 ０４±０􀆰 ０２ ０􀆰 ０３±０􀆰 ０１

ｔ１ ／ ２λｚ ／ ｈ ２９􀆰 ３９±５􀆰 ５４ ２１􀆰 ６１±１１􀆰 ７９ ２７􀆰 ９４±１１􀆰 １６

Ｔｍａｘ ／ ｈ ３􀆰 １７±０􀆰 ７５ ４􀆰 ８３±１􀆰 ３３ ３􀆰 １７±０􀆰 ７５

Ｃｍａｘ ／ （μｇ·ｍＬ－１） １􀆰 ２８±０􀆰 １９ ０􀆰 ５０±０􀆰 １１ １􀆰 ６５±０􀆰 １０

ＡＵＣ０→ｔ ／ （μｇ·ｈ·ｍＬ－１） ３１􀆰 ９６±５􀆰 ３８ ８􀆰 ０１±１􀆰 ６６ ４０􀆰 ２１±６􀆰 ３８

ＡＵＣ０→∞ ／ （μｇ·ｈ·ｍＬ－１） ３５􀆰 ５９±６􀆰 １０ ９􀆰 ６５±１􀆰 ８５ ４３􀆰 ８４±７􀆰 ５５

ＡＵＣ０→２４ ｈ ／ （μｇ·ｈ·ｍＬ－１） １７􀆰 １８±１􀆰 ６６ ５􀆰 ７１±１􀆰 ３７ ２２􀆰 ９０±２􀆰 ６２

Ｖｚ ／ Ｆ ／ （Ｌ·ｋｇ－１） ２４􀆰 ５０±６􀆰 ３６ ６４􀆰 ０４±３０􀆰 ９４ １８􀆰 ４０±５􀆰 ９９

Ｃｌ ／ Ｆ ／ （Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１） ０􀆰 ５８±０􀆰 １３ ２􀆰 １５±０􀆰 ４６ ０􀆰 ４７±０􀆰 １０

ＭＲＴ０→ｔ ／ ｈ ２９􀆰 ７０±５􀆰 １７ １７􀆰 ３１±４􀆰 ２４ ２７􀆰 ４４±４􀆰 ６４

ＭＲＴ０→∞ ／ ｈ ４１􀆰 ４７±１０􀆰 ２１ ２９􀆰 ７９±１３􀆰 ２５ ３７􀆰 ２９±１２􀆰 ３７

表 ６　 药动学参数与 ＭＩＣ 的对比

项目 ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１） Ｃｍａｘ ／ ＭＩＣ ＡＵＣ０－２４ ｈ ／ ＭＩＣ ＡＵＣ０－ｔ ／ ＭＩＣ ｔ＞ＭＩＣ ／ ｈ

恩诺沙星

０􀆰 ０６ ２１􀆰 ３０ ２８６􀆰 ４１ ５３２􀆰 ７１ １０８

０􀆰 １２ １０􀆰 ６５ １４３􀆰 ２０ ２６６􀆰 ３５ ７８

０􀆰 ５ ２􀆰 ５６ ３４􀆰 ３７ ６３􀆰 ９３ １４

恩诺沙星＋环丙沙星

０􀆰 ０６ ２７􀆰 ５５ ３８１􀆰 ６５ ６７０􀆰 １０ １０８

０􀆰 １２ １３􀆰 ７８ １９０􀆰 ８２ ３３５􀆰 ０５ ７８

０􀆰 ５ ３􀆰 ３１ ４５􀆰 ８０ ８０􀆰 ４１ ２４

　 　 恩诺沙星属于浓度和时间双依赖型抗菌药物， 在

浓度依赖型方面常以 Ｃｍａｘ ／ ＭＩＣ 比为 ８ ～ １０ 或 ＡＵＣ ／
ＭＩＣ＞１００ 为最佳杀菌效果指标， 时间依赖型方面多

以高于 ＭＩＣ 以上的血药浓度维持时间 ｔ＞ＭＩＣ 为持效

指标［１８－１９］。 恩诺沙星对犬源多杀性巴氏杆菌、 耶尔

森菌、 大肠杆菌等的 ＭＩＣ 为 ０􀆰 ００８ ～ ０􀆰 ０６ μｇ·ｍＬ－１，
对葡萄球菌的 ＭＩＣ９０为 ０􀆰 ０６～０􀆰 １２ μｇ·ｍＬ－１， 对沙门

菌 ＭＩＣ９０小于 ０􀆰 １２５ μｇ·ｍＬ－１［２０－２２］。 ＣＬＳＩ 公布的动

物源细菌抗菌药物敏感性试验纸片法与稀释法执行标

准信息附录第二版中， 恩诺沙星对犬源肠杆菌科细菌

和葡萄球菌的 ＭＩＣ 折点均为≤０􀆰 ５ μｇ·ｍＬ－１ （敏

感）， １～ ２ μｇ·ｍＬ－１ （中介） 和≥４ μｇ·ｍＬ－１ （耐
药）。 环丙沙星具有与恩诺沙星相同， 甚至更强的抗

菌活性， 且二者有相加作用， 故诸多研究采用恩诺沙

星＋环丙沙星的浓度 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ和 ＡＵＣＴｏｔａｌ进行有效性评

价［３－６］。 Ｅｓｈａｒ 等［２３］ 和 Ｃｏｌｅ 等［２４］ 在犬注射恩诺沙星

的药动学研究中， 选择 ０􀆰 ５ μｇ·ｍＬ－１的 ＭＩＣ 值， 对

比 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 和 ＡＵＣＴｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 来评估有效性。 Ｒａｏ
等［２５］选择 ０􀆰 １ μｇ·ｍＬ－１的 ＭＩＣ 值， 对比恩诺沙星与

环丙沙星总浓度在 ＭＩＣ 之上的持续时间即 ｔ＞ＭＩＣ 来

进行恩诺沙星给药方案的选择。 本研究选择 ０􀆰 ０６、
０􀆰 １２、 ０􀆰 ５ μｇ·ｍＬ－１ 三种代表性的 ＭＩＣ 值， Ｃｍａｘ、
ＡＵＣ、 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ和 ＡＵＣＴｏｔａｌ与 ＭＩＣ 的比值， 同时考察 ｔ＞
ＭＩＣ， 从浓度依赖和时间依赖两方面进行评估， 结果

对于 ＭＩＣ 值为 ０􀆰 ０６ μｇ·ｍＬ－１ 和 ０􀆰 １２ μｇ·ｍＬ－１ 时，
Ｃｍａｘ ／ ＭＩＣ、 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 均大于 １０， ＡＵＣ０－２４ ｈ ／ ＭＩＣ、
ＡＵＣ０－ｔ ／ ＭＩＣ、 ＡＵＣ０－２４ ｈ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ、 ＡＵＣ０－ｔ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 均

大于 １４３􀆰 ２０， 在浓度依赖型方面满足有效性标准；
ｔ＞ＭＩＣ 分别为 １０８ 和 ７８ ｈ， 在时间依赖方面长效时间

长达 ３～ ４ ｄ； 均显示恩诺沙星油混悬注射液可以有
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效、 长效杀菌。 ＭＩＣ 值为 ０􀆰 ５ μｇ·ｍＬ－１ 时， Ｃｍａｘ ／
ＭＩＣ、 Ｃｍａｘ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 为 ２􀆰 ５６ 和 ３􀆰 ３０， ＡＵＣ０－２４ ｈ ／ ＭＩＣ、
ＡＵＣ０－２４ ｈ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 为 ３４􀆰 ３７ 和 ４５􀆰 ８０， ＡＵＣ０－ｔ ／ ＭＩＣ 和

ＡＵＣ０－ｔ－Ｔｏｔａｌ ／ ＭＩＣ 为 ６３􀆰 ９２ 和 ８０􀆰 ４２。 也有报道 ＡＵＣ ／
ＭＩＣ 值在 ３０ ～ ５０ 之间恩诺沙星即可有效治愈细菌

感染［１０－１１］。
以上结果表明， 恩诺沙星油混悬注射液以 ２０

ｍｇ·ｋｇ－１的剂量皮下注射对敏感菌有长效作用， 因此

可以研发相应的缓释制剂实现减少给药频次的目的。
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