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摘要!为研究不同染毒剂量下吡蚜酮原药在大鼠体内的毒代动力学特征"以
9f

大鼠为研究对象"经口

灌胃方式单次染毒"采集不同时间点的动物组织样品"经蛋白沉淀处理后"以吡虫啉为内标"采用高效液

相色 谱
?

串 联 质 谱 法 !

HAT3?89

'

89

$检 测 大 鼠 组 织 中 的 吡 蚜 酮 原 型%结 果 表 明"吡 蚜 酮 在
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浓度范围内"线性关系良好"相关系数大于
"K+F

"批内精密度相对标准偏差小于
*,b

%

经口染毒后"吡蚜酮在大鼠体内分布较广"给药
*"=50

后"在主要脏器中均检测到吡蚜酮原型"

)4

后在

多数组织中吡蚜酮浓度达最高峰"而至
*!!4

"除肝脏外"其他组织中吡蚜酮浓度均降至最低定量限以

下%此结果与血浆动力学结果吻合"表明该药物在大鼠体内不会长时间蓄积"安全性较高%
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$#吡蚜酮#组织分布#线性范围#分析方法
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吡蚜酮属于吡啶类或三嗪酮类杀虫剂"是

全新的非杀生性杀虫剂%关于吡蚜酮在农作物

中的残留量测定已有很多报道"如"冯义志等*

*

+

研究了吡蚜酮在小麦中的含量测定方法#徐金

丽等*

)

+研究了吡蚜酮在烟草中的含量测定方

法#刘建华&吴亚坚等*

#?!

+研究了吡蚜酮不同剂

型的含量测定方法#齐畅等*

,

+研究了果蔬中吡

蚜酮的测定方法%目前"尚未见吡蚜酮在大鼠

组织等生物样品中测定方法的报道%

本研究拟采用高效液相色谱
?

串联质谱法

!

HAT3?89

'

89

$测定大鼠组织中的吡蚜酮"

探讨最高非致死染毒剂量下吡蚜酮原药在大鼠

体内的组织分布特征"考察大鼠主要脏器中吡

蚜酮浓度的动态变化过程"并验证
HAT3?89

'

89

法的专一性&准确性及可靠性"以期为吡蚜

酮的慢性毒性以及致癌性研究的剂量选择提供

依据"为其安全性评价提供数据支持%
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实验部分
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主要仪器与装置
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高效液相色谱
?

三重四

极杆串联质谱仪)美国
SO9;56[

公司产品"配

有电喷雾离子源!

D9@

$及
S01&

>

7<

软件#电子天

平)德国
91/<%/5.7

公司产品#超纯水仪)美国

85&&5

:

%/6

公司产品"配有
"K))

%

=

终端过滤

膜#台式高速冷冻离心机)德国
95

V

=1

公司产

品"配有
*K,=T

转子#高速分散机)德国
@PS

公司产品#移液器&电动移液器)德国
D

::

60?

X%/2

公司产品#

J)"e

低温冷冻储藏箱)海尔

公司产品#大鼠代谢笼)上海辛迪实验器材有限

公司产品%

=>?

!

主要材料$试剂与实验动物

吡蚜酮原药)纯度
++K#b

"沈阳科创化学

品有限公司产品#吡蚜酮&内标吡虫啉标准品)

纯度均大于
++KFb

"北京万佳首化生物科技有
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限公司产品#乙腈&

,"b

甲酸)色谱纯"美国
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公司产品#实验用水)由
85&&5?

:

%/69

>
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B$

型超纯水机制备%

9AG

级
9f

大鼠"质量!

)""L)"

$

V

"许可

证号为
93_P

!辽$

)"*"?"""*

"由辽宁长生生

物技术有限公司提供%动物引入后"饲养于

辽宁千一测试评价科技发展有限公司屏障环

境动物实验室%
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实验条件

=>B>=
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色谱条件
!

色谱柱)

A460%=606[T.01
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#流动相)

S

为
"K*b

甲酸水溶液"

O

为
"K*b

甲酸
?

乙腈溶

液#流速)

"K,=T

'

=50

#柱温)

#,e

#进样量)

*"

%

T

#

梯度洗脱程序)

"
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"K,
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)K"=50
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,K"=50

!

+,bS

$%

=>B>?

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

D9@

源$#多

反应监测!

8c8

$正离子模式!

D9@

h

$#定量离子

对)

8

'

H)*FK#

&

*",K#

!吡蚜酮$"

8

'

H),EK*

&

*R,K*

!内标吡虫啉$#离子源温度)

,""e

#喷雾

电压!

@9

$)

,"""$

#碰撞气!

3Sf

$)

)"KRYA1

#

去簇电压!

fA

$)

!*$

#辅助加热气!

]S9*

$)

#!!KRYA1

#雾化气!

]S9)

$)

#R+K)YA1

#气帘气

!

3Bc

$)

*R)K#YA1

#碰撞能量!

3D
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#"K"6$
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实验方法
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溶液配制
!

准确称取吡蚜酮原药"用

"K,b

羧甲基纤维素钠水溶液配成
*""

V

'

T

供

试品溶液"需在
)!4

内使用%用乙腈配制
*K""

V

'

T

吡蚜酮标准储备液"于
!e

密闭保存"使用

时用乙腈逐级稀释成标准工作溶液%用乙腈配

制
*K""

V

'

T

吡虫啉标准储备液"于
!e

密闭保

存"使用时用乙腈稀释成
,""

%

V

'

T

内标溶液%

=>E>?

!

剂量设计及染毒
!

根据吡蚜酮在大鼠

体内的毒代动力学实验结果*

E

+

"兼顾雄性大鼠

急性 经 口 毒 性 半 数 致 死 剂 量
Tf

,"

大 于

,"""=

V

'

Y

V

"将给药剂量
*"""=

V

'

Y

V

设为上

限*

R?F

+

%随机取
)*

只雄性大鼠"分成
E

组)

*

组

空白对照!

*

只$"其余大鼠分成
,

组"每组
!

只"按设计剂量开始投药"投药前须禁食约

*F4

%以经口胃投法一次给足设计剂量"给药

后将大鼠放回代谢笼内"自由进食&饮水%

=>E>B

!

样品采集
!

给药前将空白对照组大鼠

解剖"给药后分别在
*"=50

&

)4

&

+E4

&

*)"4

&

*!!4

时间点解剖一组动物!

!

只$%采用
3Q

)

麻醉"腹主动脉放血后解剖"取心&肝&脾&肺&

肾&脑&肌肉&睾丸&脂肪等脏器"分别用生理盐

水和蒸馏水冲洗后"滤纸吸干水分"装入惰性塑

料袋中"置于
J)"e

冷冻"待测%

=>E>E

!

样品前处理
!

取约
*K""

V

室温解冻后

的大鼠脏器样品!睾丸除外"取一侧睾丸全部处

理$"不足
*K""

V

的脏器全部处理"准确称其质

量#将样品剪碎后"加入两倍量的乙腈"置于匀

浆机匀浆至均匀"即为组织匀浆液%移取适量

组织匀浆液至
*K,=T

离心管中"以
*,"""/

'

=50

离心
*"=50

"取
)""

%

T

上清液"加入
)""

%

T

内

标溶液"混匀"待仪器分析%

超过定量上限的样品"采用空白组织基质

稀释后"再依照上述方法进行处理和分析%

?

!

结果与讨论

?>=

!

分析方法验证

?>=>=

!

标准曲线&定量范围&准确度与精密度

依据文献*

+?*"

+方法考察了吡蚜酮在肝组

织基质中浓度的标准曲线&定量范围"同时考察

了吡蚜酮在心&肝&脾&肺&肾&脑&肌肉&脂肪&睾

丸等组织基质中的准确度和精密度%

用乙腈将吡蚜酮标准储备液稀释成浓度分

别为
*K"

&

)K"

&

!K"

&

FK"

&

)"

&
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&

*E"

&
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V
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T

标准曲线工作溶液"用空白肝组织匀浆液稀释

标准曲线工作溶液"配制成浓度分别为
,"

&

*""

&
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*"""
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&
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&

*""""
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V
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T

标准曲线样品%按
*K!K!

节方法将样品处理后

进行仪器分析%吡蚜酮的保留时间约
)K#

=50

"内标吡虫啉的保留时间约
)K+=50

"吡蚜

酮的最小检出量为
"K,g*"

J+

V

"最小检出浓度

为
,"

%

V

'

T

%以吡蚜酮与其内标吡虫啉峰面积

之比为纵坐标"二者浓度之比为横坐标"进行线

性回归"得到回归方程为
%

N'Ih(

"结果列于

表
*

%结果表明"吡蚜酮在
,"

!

*""""

%

V

'

T

范

围内的线性关系良好"标准曲线的相关系数大

于
"K+F

%吡蚜酮标样的典型色谱图示于图
*

"

空白组织色谱图示于图
)

"给药后的组织样品

色谱图示于图
#

%

用乙腈将吡蚜酮标准储备液稀释成浓度分

别为
*KE

&

*E

&

*E"=

V

'

T

质控样品工作溶液"用

空白心&肝&脾&肺&肾&脑&肌肉&睾丸&脂肪组织

*+)

第
#

期
!!

于
!
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?
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匀浆液序列稀释质控样品工作溶液"配制成浓

度分别为
F"

%

V

'

T

!

T̀ 3

$&

F""

%

V

'

T

!

8 3̀

$&

F"""

%

V

'

T

!

H 3̀

$质控样品"每个浓度重复

,

次"经前处理后进行测定"结果列于表
)

%

#

个浓度的质控样品准确度在
F"b

!

*)"b

之

间"批内精密度相对标准偏差!

c9f

$均小于

*,b

"说明该方法有较好的准确性和重现性%

表
=

!

吡蚜酮肝组织基质线性方程参数

(27:1=

!

T,61241

D

32.,+6

/

24251.14-

+A

/8

51.4+U,61,6:,O14.,--3152.4,W

分析批次

O1<;467

参数
!

A1/1=6<6/7

' ( *

"F)! "K!!,! "K*"! "K++FF

"F), "K!#F# "K)RF "K++)"

"F)E "K!!#! "K*EE "K++#E

注)

1'

吡蚜酮#

\'

内标

图
=

!

吡蚜酮标样色谱图 %肝组织基质#

=JJJ

!

C

"

T

&

K,

C

L=

!

&.26*24*0)4+52.+

C

425-+A

/8

51.4+U,61

%

:,O14.,--3152.4,W

#

=JJJ

!

C

"

T

&

注)

1'

吡蚜酮#

\'

内标

图
?

!

空白肝组织基质色谱图

K,

C

L?

!

")4+52.+

C

425-+A7:26X:,O14.,--3152.4,W

注)

1'

吡蚜酮#

\'

内标

图
B

!

给药
=J5,6

后大鼠肺组织样品色谱图

K,

C

LB

!

")4+52.+

C

425-+A42.:36

C

.,--31-25

/

:12A.142*5,6,-.42.,+6

)+)
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表
?

!

吡蚜酮在不同组织基质中的精密度与准确度%

'

#b&M

#

"aF

&

(27:1?

!

%410,-,+626*2003420

8

+A

/8

51.4+U,61,6*,AA1416.X,6*-+A.,--3152.4,W

%

'

#b&M

#

"aF

&

组织基质

C577.6=1</5[

理论浓度

C46%/6<5;1&;%0;60</1<5%0

'!

%

V

'

T

$

准确度

S;;./1;

>

'

b

精密度相对标准偏差

A/6;575%0c9f

'

b

心
F" F!'**L#'", )'#*

肝
*"F'""L)'E! "'FR

脾
*"#'!!L!'F+ )'*F

肺
+R'RFL#')E *'"*

肾
*""'F"L,'## )'EE

脑
*"!',+LE'F+ *'E,

肌肉
*"#'"RL)'R+ )'""

睾丸
*"#'+RL!',! *'F"

脂肪
F,'E"L*',E )'"#

心
F"" F+')ELE')) F'",

肝
*",'F"LR'F+ "'!,

脾
*")'FELF'#, #')*

肺
++',!LE'*) )'""

肾
*"!',#L)',! )'*"

脑
*")'+*LE'RR "'E+

肌肉
*"*'R#L)'RE "'RR

睾丸
*"*'+)L!',E "'R"

脂肪
F+',#L#')) "'E!

心
F""" FR')FL,')) ,'+F

肝
*")'*RLR'!! *'E+

脾
*"#'#*L,')* *'**

肺
*"!'*RLE',, )'),

肾
*"!'!+LF'E+ *',"

脑
*"*'R#L,'!# *'"+

肌肉
*"*'E"L!'EF *'#*

睾丸
*"*'RFL!'#) *')E

脂肪
FR'!*L,'*+ )'RR

?>=>?

!

稀释可靠性
!

本实验考察了采用空白

肝组织基质将样品稀释
*"

倍时的稀释可靠性"

即用空白肝组织基质将
F"""

%

V

'

T

样品稀释

至理论浓度与
F""

%

V

'

T

相同%按照
*K!K!

节

方法处理后"进行仪器分析%考察
,

个平行样品

的准确度和批内相对标准偏差"其准确度为

!

*")K#,LRK##

$

b

!

(

UL9f

$"相对标准偏差为

,K+)b

%由此可知"采用空白组织基质稀释样品

不影响浓度测定结果*

+

+

%

?>=>B

!

生物样品稳定性
!

因组织样品采集后

不能及时进行处理和分析"需考察实际操作储

存条件下吡蚜酮组织样品的稳定性%配制理

论浓度分别为
F"

%

V

'

T

和
F"""

%

V

'

T

的肝组

织基质样品"每个浓度配制
#

个平行样品"分

为
#

组%将第
*

组生物样品
#

次冻融循环"即

于
J)"e

条件下冷冻超过
!F4

后取出"室温

解冻放置
*)4

"再次冷冻(解冻"共循环
#

次"

按照
*K!K!

节方法处理和分析#将第
)

组样品

于室温放置
E4

"按照
*K!K!

节方法处理和分

析#将第
#

组样品于
J)"e

条件下放置
*,

天

以上"室温解冻"按照
*K!K!

节方法处理和分

析%每一组样品与新配制的
T̀ 3

及
H 3̀

样

品各测
#

个平行样"考察
#

组稳定性样品峰面

积与新配制样品峰面积之比"结果列于表
#

%

结果表明"稳定性样品与新配制样品的峰面

积比值均在
F"b

!

*)"b

之间"说明吡蚜酮在

#+)

第
#
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本研究考察的储存条件下较稳定*

+

+

%

?>?

!

吡蚜酮在大鼠组织中的分布研究

分析
*K!K#

节获取的生物样品中吡蚜酮的

浓度"得到吡蚜酮在大鼠各脏器组织中的动态

分布结果*

**?*)

+

"列于表
!

%可见"吡蚜酮在大鼠

体内各脏器组织中均有分布"

*"=50

时"肺中

药物浓度最高"脾&心&肌肉和脑次之%比较

不同脏器组织中药物浓度随时间的变化可以

发现"脑和肌肉中药物浓度峰值出现在
*"

=50

"其他组织出现在
)4

"比较各组织中药物

浓度峰值"按照由高到低顺序排序为)肝
&

脾

&

心
&

肺
&

肾
&

肌肉
&

脑
&

睾丸
&

脂肪%在

药物浓度达到峰值后"各脏器组织内药物浓

度随时间延长逐渐下降"至
*!!4

时"除肝内

可检出少量吡蚜酮外"其他各脏器组织中均

无检出%

表
B

!

吡蚜酮在肝组织基质中的稳定性%

'

#b&M

#

"aB

&

(27:1B

!

&.27,:,.

8

+A

/8

51.4+U,61,6:,O14.,--3152.4,W

%

'

#b&M

#

"aB

&

样品浓度

3%0;60</1<5%0

'!

%

V

'

T

$

三次冻融

G/66Z6?<41I

2%/#<5=67

'

b

室温放置
E4

9<%/1

V

61</%%=

<6=

:

6/1<./62%/E4

'

b

J)"e

储存
*,

天

9<%/1

V

61<J)"e

2%/*,X1

>

7

'

b

F" *"!KE,L+KRR *"!K#*LFK#! +EK+FL!KEE

F""" *"RK*#L*"K), +*K##L#K), *"*K*"L,K)!

!!

注)表中数据
N

!稳定性样品峰面积'理论样品峰面积$

g*""b

表
E

!

大鼠经口染毒吡蚜酮后在不同组织中的动态分布结果%

'

#b&M

#

"aE

!

C

"

T

&

(27:1E

!

M

8

625,0*,-.4,73.,+6+A

/8

51.4+U,61,642.-2A.14+42:2*5,6,-.42.,+6

%

'

#b&M

#

"aE

!

C

"

T

&

样品类型

91=

:

&6<

>:

6

时间
C5=6

*"=50 )4 +E4 *)"4 *!!4

心
!#RFL)E! *#EE"L)E+!

#

TTQ̀

#

TTQ̀

#

TTQ̀

肝
!)"L#ER *+,E,L!*!, )+#,L#)F" +E,L+E )!#L!,

脾
!,EFLFF! *!)FRL#+*+ *)EEL+F# )*ELFR

#

TTQ̀

肺
R)"FL#!") *)))"LE"!) *E+#L+F+ )*"LR,

#

TTQ̀

肾
*,"LEF EE!FL*)F *FRRL!*+ *")L),

#

TTQ̀

脑
*R),L!,) +!,L,*" R!,L*)) *",L#E

#

TTQ̀

肌肉
)!FELF+* *#+,L*#* !E!LF+ #,EL+)

#

TTQ̀

睾丸
R*"L*E! *),!L),#

#

TTQ̀

#

TTQ̀

#

TTQ̀

脂肪
FF,LE+ *)!RLE,, !"FLF+

#

TTQ̀

#

TTQ̀

!!

注)

#

TTQ̀

表示测试样品浓度低于最低定量限

!!

以上结果表明"吡蚜酮广泛分布于大鼠全

身各脏器组织中"其在组织中的分布动态变化

趋势与在血浆中的变化趋势基本一致*

E

+

"并且

消除较快"无蓄积倾向%同时"吡蚜酮可迅速通

过血脑屏障到达脑组织"也可通过血睾屏障进入

睾丸组织"但至
*!!4

时"已消除至低于最低检

测限"更进一步证明其无致畸作用*

*#

+

%

B

!

结论

本研究采用
HAT3?89

'

89

法测定大鼠组

织中吡蚜酮浓度"并对分析方法进行确证%结

果表明"该方法准确度高&重现性好&线性范围

较宽%吡蚜酮组织生物样品在不同储存条件下

均较稳定"进一步证实了本研究测试条件的可

靠性%

由吡蚜酮在大鼠组织中的分布结果可知"

该除草剂经口染毒后"在动物组织中的浓度迅

速达到峰值"随后迅速下降"至
*!!4

已经基本

完全消除"不存在蓄积倾向"因此是一种较安全

的除草剂%

!+)
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本研究只考察了吡蚜酮原型在大鼠体内的

分布状态"尚未考察是否存在代谢产物"因此还

需进一步开展深入研究%
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ĤQB i10

VU

.10

"

dS(] _5.

V

.%'

f5775

:

1<5%010X/675X.1&/57Y%2

:>

=6</%Z50650

<%\1;;%

*

-

+

'3450676C%\1;;%9;560;6

"

)"*,

"

#E

!

,

$)

E+?R#

!

503450676

$

'

*

#

+

!

刘建华"张小峰"季美娟"刘文华
'

吡蚜酮原药高

效液相色谱分析*

-

+

'

农药"

)""F

"

!R

!

*"

$)

R!*?

R!)'

T@B -5104.1

"
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