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+目的,研究三氮脒在羊体内的消除规律(为保障动物源食品安全提供理论依据)+方法,分别配制
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的三氮脒标准液(进行高效液相色谱分析(建立三氮脒标准曲线)采

集空白羊肌肉*肝脏*肾脏的组织样品(进行三氮脒加标试验(测定批内平均回收率和批内*批间相对标准偏差(建立

羊组织中三氮脒残留的高效液相色谱检测方法)选取
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(分别采集肌肉*肝脏*肾脏和注射部位等组织(采

用高效液相色谱法测定各组织中三氮脒的残留量(并用
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软件计算药物消除动力学参数)+结果,在

质量浓度为
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时(三氮脒质量浓度与峰面积线性关系良好(相关系数!
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谱法对羊肌肉的检测限为
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)在给药后
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(供试湖羊肌肉*肝脏*肾脏和注射部位三氮脒残留量达到最高值(随后在各个检测时点各组织残

留量均呈下降趋势'在给药后
$B?

(肌肉组织中未检出三氮脒残留(肾脏组织和注射部位!定量限同肌肉"中三氮脒的

平均残留量降至定量限以下(肝脏中三氮脒的平均残留量也明显降低'给药后
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(羊各组织均未检出三氮脒残留)

三氮脒在羊肌肉*注射部位*肾脏和肝脏组织中的消除半衰期!
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)+结论,三氮脒经肌内注射

给药后(在羊体内分布广泛*消除缓慢(在肝脏和肾脏组织中残留量较高)
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三氮脒!

G8M8*+T2*2

"又名贝尼尔*血虫净(其化

学名称为
!

(

!

1

D

!重氨氨基"双!苯甲醚"醋甘酸盐(属

于芳香双脒类化合物(是兽医临床上常用的一种抗血

液原虫药%

B

&

(主要用于治疗牛*羊*犬的伊氏锥虫病和

媾疫锥虫*巴贝斯梨形虫病及泰勒梨形虫病%

$D#

&

(同

时还可用于治疗猪的附红细胞体感染%

!

&

)三氮脒作

为高效抗血液原虫病药(已广泛应用于畜禽及反刍

动物养殖中)该药物的广泛*超剂量使用(一方面可

导致耐药虫株的产生%

FDN

&

(给兽医临床治疗带来压

力(影响畜牧业的生产'另一方面则造成了药物在动

物性食品中的残留(危害消费者身体健康%

B

(

ED"

&

)目

前(国内外对于三氮脒的研究主要集中在残留检测

方法%

CDBF

&及药代动力学方面%

BNDBC

&

(尚未见有该药物

在反刍动物体内残留消除规律的研究报道)

羊肉因蛋白含量高*脂肪和胆固醇含量低而深

受消费者青睐)我国*欧盟国家及美国等尚未制定

三氮脒在羊组织中的最高残留限量标准)我国是肉

羊养殖大国(羊肉已成为我国居民消费的重要肉品

之一(因此制定三氮脒在羊组织中的最高残留限量

标准具有重要意义)本试验以湖羊为研究对象(研

究了三氮脒在羊体内的消除规律(旨在为制定三氮

脒在羊组织中的最高残留限量标准提供科学数据和

参考依据(为保障动物源食品安全提供技术支撑)
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试剂与药品
!

二乙酰胺三氮脒标准品!分子

式
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$支(批号#
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(南阳市理邦制药有限公司"(

甲醇*乙腈!色谱纯(美国默克公司"(甲酸铵*乙酸

!分析纯(天津市科密欧化学试剂有限公司")
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给药及样品采集

根据8中国兽药典9中规定的注射用三氮脒最大
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用药剂量(
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只供试湖羊按
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的剂量颈部左

侧肌内注射给药(共给药
#

次(每次间隔
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)分别

在最后一次给药后
%;$F
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(

#
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(
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(
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和
$"?

随机挑取
F

只羊!编号
&#.

"颈部放血处死(分别

采集左后肢肌肉!股四头肌"*肝脏*肾脏和注射部位

组织(于
R$% d

保存备用)另外
B

只作为空白对

照(采集对应各组织样品作为空白样品)

B;#
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三氮脒在羊组织中残留检测方法的建立
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标准溶液的配制
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精密称取二乙酰胺三氮

脒标准品
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棕色容量瓶中(用

超纯水溶解并定容后(稀释成
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的三氮

脒标准储备液(

! d
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的三氮脒标准储备液
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的

三氮脒标准中间工作溶液)分别精密移取
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三氮脒标准中间工作溶液
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的三氮脒标准
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的三氮脒标

准工作溶液
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S

$

M\

的三氮脒系列标准工作溶液(从低

质量浓度到高质量浓度依次进行高效液相色谱分

析(以三氮脒色谱峰面积为纵坐标!

@

"(对应标准溶

液质量浓度为横坐标!

M

"(绘制标准曲线(求其回归

方程和相关系数)高效液相色谱分析条件为#色谱

柱
V02*'M2*2UX

B"

柱 !

$F%MMi!;NMM

(

F

"

M

"'

流动相#溶液
4

为甲醇(溶液
h

为
%;%$M',

$

\

甲酸

铵溶液!

L

^!;%

"(采用梯度的方式(溶液比例随时

间变化如下#

%

#

BM8*

(

B%c 4

'

B

#

FM8*

(

B%c

#

$%c 4

'

F

#

B%M8*

(

$%c

#

C%c 4

'

B%

#

B$M8*

(

C%c 4

'

B$

#

BFM8*

(

B%c 4

'流速#

BM\

$

M8*

)进

样体积#

$%

"

\

'柱温#

$Fd

'紫外线波长#

#E%*M

)

B;#;#

!

给药样品的前处理
!

将样品自然解冻后切

成小块(以
B%%%%)

$

M8*

匀浆
BM8*

(制成肉糜)准

确称取!

$g%;%$

"

S

样品于
F%M\

离心管内(加入

体积分数
N%c

的乙腈溶液
$%M\

(涡旋
#%3

(用乙酸

调节
L

^

值至
F;F

(振荡
B%M8*

(以
B%%%%)

$

M8*

离

心
B%M8*

(收集上清液)吸取
$M\

上清液!肌肉组

织样品吸取
B%M\

上清液"于另一离心管中(作为

备用液)

H+383[X̀

固相萃取小柱依次用
#M\

甲

醇*

#M\

超纯水活化(取备用液过柱(自然流出(依

次用体积分数
Fc

的氨水*甲醇各
#M\

进行淋洗(

挤干(用体积分数
Nc

的乙酸甲醇溶液
BM\

洗脱(

挤干(收集洗脱液(经
%;$$

"

M

滤膜过滤后(备用)

B;#;!

!

方法检测限$定量限$回收率与精密度的测

定
!

取未注射三氮脒的供试羊(处死后采集其肌肉*

肝脏*肾脏等样品!空白组织样品"(备用)取各空白

组织样品(向其中添加三氮脒标准溶液(按
B;#;#

节

方法进行处理后测定(测得基线的噪音值(将信噪比

<

$

.

$

#

对 应的 添加质量浓度确 定为检 测 限

!

\HG

"(将信噪比
<

$

.

$

B%

对应的添加质量浓度确

定为定量限!

\H_

"(其中
<

为信号(

.

为噪声)

在羊肉空白组织样品中添加
B%%

"

\

质量浓度

分别为
$

(

F

(

B%

和
$%

"

S

$

M\

的三氮脒标准工作液(

使得肌肉中的三氮脒含量分别为
B%%

(

$F%

(

F%%

(

B%%%

"

S

$

K

S

'在肝脏空白组织样品中添加
B%%

"

\

质量浓度分别为
B%

(

B$%

(

$!%

和
!"%

"

S

$

M\

的三氮

脒标准工作液(使得肝脏中的三氮脒含量分别为

F%%

(

N%%%

(

B$%%%

(

$!%%%

"

S

$

K

S

'在肾脏空白组织

样品中添加
B%%

"

\

质量浓度分别为
B%

(

N%

(

B$%

和

$!%

"

S

$

M\

的三氮脒标准工作液(使得肾脏中的三

氮脒含量分别为
F%%

(

#%%%

(

N%%%

(

B$%%%

"

S

$

K

S

)

加标样品按
B;#;#

节方法处理后测定(每个浓度
F

个平行(重复
#

批次)分别计算各组织样品中三氮

脒的批内平均回收率和批内*批间相对标准偏差)

B;!

!

注射三氮脒羊组织样品的检测

取经过前处理的给药羊组织样品(按照
B;#;$

节的方法进行高效液相色谱分析(计算三氮脒在羊

组织中的残留量)

B;F

!

数据处理

采用药代动力学软件
[8*.'*,8*F;$;B

的非房

室模型(计算三氮脒在不同羊组织中的消除速率

!

#

"*消除半衰期!

5

B

$

$

$

"*平均滞留时间!

AaP

"和药

时曲线下面积!

47X

"等药物代谢动力学参数)

$

!

结果与分析

$;B

!

三氮脒的标准曲线

在三氮脒质量浓度为
%;%F

#

F

"

S

$

M\

(其高效

液相色谱分析的峰面积!

@

"与药物质量浓度!

M

"的

线性方程为
@eB#CPF"FCMR$$F%PN"E

(其相关系

数
9

为
%PCCCF

(标准曲线见图
B

(表明峰面积与药物

质量浓度的线性关系良好)

$;$

!

三氮脒在羊组织中的检测限*定量限*回收率

和精密度

在三氮脒质量浓度为本试验条件下(其高效液

:0
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相色谱法对羊肌肉的检测限为
F%

"

S

$

K

S

(定量限为

B%%

"

S

$

K

S

'对羊肝脏*肾脏的检测限为
$%%

"

S

$

K

S

(

定量限为
F%%

"

S

$

K

S

)如表
B

所示(本方法肌肉组

织中三氮脒添加量为
B%%

#

B%%%

"

S

$

K

S

时(其批内

平均回收率在
"#;Bc

#

C!;"c

(批内相对标准偏差在

$;"c

#

!;Fc

(批间相对标准偏差在
#;$c

#

!;Bc

)

肝脏组织中三氮脒添加量为
F%%

#

$!%%%

"

S

$

K

S

时(其批内平均回收率在
"";Cc

#

CB;Nc

(批内相

对标准偏差在
$;Nc

#

!;Nc

(批间相对标准偏差在

#;%c

#

!;Cc

)肾脏组织中三氮脒添加量为
F%%

#

B$%%%

"

S

$

K

S

时(其批内平均回收率在
"";Fc

#

CB;Cc

(批内相对标准偏差在
#;"c

#

N;$c

(批间

相对标准偏差在
#;Bc

#

!;Ec

)上述结果表明(三

氮脒高效液相色谱检测方法灵敏度高(重复性好(可

满足羊组织中三氮脒残留检测的要求)

图
B

!

三氮脒的标准曲线

68

S

;B

!

</+*?+)?=()92'-?8M8*+T2*2

表
B

!

三氮脒在羊各组织中的回收率和精密度!

.eF

"

P+W,2B

!

a2='92)

:

+*?

L

)2=838'*'-?8M8*+T2*28*3022

L

/833(23

!

.eF

"

组织

P833(2

加药量$!

"

S

3

K

S

RB

"

G'3+

S

2

批内平均回收率$
c

492)+

S

2

批内相对标准偏差$
c

I*/)+D?+

:

a<G

批间相对标准偏差$
c

I*/2)D?+

:

a<G

肌肉
A(3=,2 B%% C!;"g!;B $;" !;B

$F% "#;Bg#;E #;" #;E

F%% "#;Fg#;$ !;$ #;$

B%%% "C;#g#;" !;F #;"

肝脏
\892) F%% "C;Fg#;N !;N #;N

N%%% CB;Ng#;B $;" #;B

B$%%% "";Cg#;% $;N #;%

$!%%% C%;!g!;C #;E !;C

肾脏
O8?*2

:

F%% CB;Cg#;B #;" #;B

#%%% "";Ng!;N N;$ !;N

N%%% "C;"g!;# F;$ !;#

B$%%% "";Fg!;E F;! !;E

$;#

!

三氮脒在羊各组织中的残留消除规律

从表
$

可知(在最后一次给药后
N0

(三氮脒在

羊肌肉*肝脏*肾脏组织和注射部位的残留量均达到

最高值(平均残留量分别为!

NC%;!"gNE;BC

"(

!

$"B%$;#Fg$$$#;E%

"(!

NNBC%;!CgE%!";C#

"和

!

#%C!;B%gF##;NB

"

"

S

$

K

S

(其中肝脏和肾脏组织

中平均残留量明显高于肌肉组织)给药后
B?

(肌

肉*肝脏*肾脏和注射部位组织中三氮脒的平均残留

量分别降至 !

F#N;#$g"F;E!

"(!

BFNCE;$Eg

$%"B;"F

"(!

#"$%#;!EgFEB!;!"

"和!

$B%B;F$g

!$$;EE

"

"

S

$

K

S

)在给药后
$B?

(羊各组织中三氮脒

的残留量急剧降低(且肌肉组织中未检出三氮脒(肾

脏组织和注射部位!定量限同肌肉"中三氮脒的平均

残留量降至定量限以下(肝脏中三氮脒的平均残留

量也明显降低(但仍高达!

BNEF;B!g#NC;%B

"

"

S

$

K

S

)给药后
$"?

(羊各组织中均未检出三氮脒残

留)

表
$

!

三氮脒在羊各组织中的残留量!

.eF

"

P+W,2$

!

X'*=2*/)+/8'*3'-?8M8*+T2*28*3022

L

/833(23

!

.eF

"

组织

P833(2

停药时间$
?

[8/0?)+1+,

/8M2

三氮脒残留量$!

"

S

3

K

S

RB

"

X'*=2*/)+/8'*'-?8M8*+T2*2

& ' - ( .

平均
492)+

S

2

%;$F

!

N0

"

NC!;#N EC#;$F NCE;$" NBB;!B NFN;B$ NC%;!"gNE;BC

B F#N;B# NEB;N# F#%;!# F%";F! !#!;"E F#N;#$g"F;E!

# !C!;NB !"F;!B !"F;B$ !"C;#! #CF;#! !NC;CNg!B;"C

肌肉

A(3=,2

E #"C;#N #F#;BF #$B;NF #F$;B$ #B!;CE #!N;$Fg$C;N"

B! BB$;"N BB!;BF B%#;$# B$#;EB B%C;!$ BB$;NEgE;!"

$B

!!!!

.G .G .G .G .G .G

$"

!!!!

.G .G .G .G .G .G
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表
$

!续"

!

X'*/8*(2?P+W,2$

组织

P833(2

停药时间$
?

[8/0?)+1+,

/8M2

三氮脒残留量$!

"

S

3

K

S

RB

"

X'*=2*/)+/8'*'-?8M8*+T2*2

& ' - ( .

平均
492)+

S

2

!

%;$F

!

N0

"

#%FC%;#N $FNF%;"F $"C$F;%N $F"NF;#! $C!"%;BF $"B%$;#Fg$$$#;E%

!

B B!%N%;%# BF!%F;#B B"!N%;B$ B#!NF;$N BE%CF;NF BFNCE;$Eg$%"B;"F

# B#!BF;$% B#E!F;!B BNFF%;BN B%F$F;#$ BF!"F;B! B#C!!;$Fg$#%%;E!

肝脏

\892)

E B%FCF;#! "B#F;B" EECF;!# N"#F;$$ N#"%;$F EC!";$"gBN!%;#!

B! E#%%;#N F#BF;BN #$$F;F! $NB%;$# $C$F;N! !$EF;#CgBCCF;F$

$B $BCN;%$ B"#E;NB BN#!;B" B!C#;F! B$B!;#N BNEF;B!g#NC;%B

$"

!!!!

.G .G .G .G .G .G

%;$F

!

N0

"

NCEC%;NB FEBNF;$B E!!CF;N! N%"%%;BF N"E%%;"! NNBC%;!CgE%!";C#

!

B #%EEF;#! ##N#%;$N !!BB%;"B !%F$%;"B !BC"%;B$ #"$%#;!EgFEB!;!"

# N#CF;#N E""%;BF EB$%;$! ECN%;"B E#%F;B# E##$;#!gN#N;BF

肾脏

O8?*2

:

E #%"F;$B #$FF;%N $"B%;"B $CB%;BN $#$F;BF $"EE;$"g#F$;$!

B! B%$F;CN B$FF;#B B$F%;%C BBB%;"F BB%F;#! BB!C;FBgB%%;%#

$B #$!;## ##";"$ #$B;BN #$#;NE $!N;$N #B%;"Fg#N;EN

!

"

\H_

"

$"

!!!!

.G .G .G .G .G .G

%;$F

!

N0

"

$#%E;NB #FCC;E! #%#B;!$ $C!";$# #F"#;FB #%C!;B%gF##;NB

!

B BN!F;C$ $#"";"# $%"#;F! BE!#;!N $N!F;"F $B%B;F$g!$$;EE

# C"N;#! BB"";N" CBE;#$ B%F!;C! B!B#;$N BBB$;BBgBCF;CF

注射部位

I*

J

2=/38/2

E EN";C# ""%;BN "EC;#! "B!;$B "FF;N$ "#C;NFg!E;EF

B! #!N;!! !%!;EB #FC;"$ #NF;#E #BN;!# #F";FFg#$;%B

$B E#;BF C$;#F N";BF "N;FF "!;$! "%;"CgC;CN

!

"

\H_

"

$"

!!!!

.G .G .G .G .G .G

!!

注#

.G;

未检出)

.'/2

#

.G;.'/?2/2=/2?;

$;!

!

三氮脒在羊组织中的消除动力学特征

利用非房室模型的统计矩原理(采用
[8*.'*D

,8*F;$;B

药代动力学软件计算出羊各组织中的消除

动力学参数)由表
#

可知(三氮脒在羊各组织中的

残留消除半衰期!

5

B

$

$

$

"由大到小依次为肝脏
#

肌

肉
#

肾脏
#

注射部位(消除速率!

#

"由大到小依次为

注射部位
#

肾脏
#

肌肉
#

肝脏(药时曲线下面积

!

47X

"由高到低依次为肾脏
#

肝脏
#

注射部位
#

肌肉(平均滞留时间!

AaP

"由大到小依次为肝脏
#

注射部位
#

肌肉
#

肾脏)

表
#

!

三氮脒在羊组织中的消除动力学参数

P+W,2#

!

V0+)M+='K8*2/8=

L

+)+M2/2)38*3022

L

/833(23+-/2)?8M8*+T2*28*

J

2=/8'*

参数

V+)+M2/2)3

#

$

0

RB

5

B

$

$

$

$

0

47X

$!

0

3

"

S

3

S

RB

"

AaP

$

0

肌肉
A(3=,2 %;%%NN B%!;$B BB#;$% B$F;BB

肝脏
\892) %;%%!N B!C;!$ ##E%;"# BF!;EB

肾脏
O8?*2

:

%;%%NE B%$;NN #NF";N$ EB;$%

注射部位
I*

J

2=/38/2 %;%%E% CC;FF #!C;## B!%;N$

#

!

讨
!

论

从羊肝脏*肾脏*肌肉和注射部位中的三氮脒平

均残留量来看(肝脏和肾脏组织中的平均残留量明

显高于肌肉组织和注射部位(这与对狗%

$%

&和牛%

$BD$$

&

组织中三氮脒残留量的检测结果一致)肝脏是三氮

脒的代谢器官(肾脏是该药物的主要排泄器官(这可

能是导致三氮脒在肝脏和肾脏中蓄积的原因)值得

注意的是(在给药后
N0

和
B?

(三氮脒在肾脏中的

平均残留量高于肝脏(但在给药后
#?

(肾脏组织中

三氮脒的平均残留量迅速下降(明显低于肝脏组织)

这可能是由于在消除的前期阶段(大量三氮脒以原

型通过肾脏排泄从而造成急剧蓄积的结果(但随着

时间的推移(肾脏组织中的残留量明显低于肝脏组

织)从羊各组织中三氮脒残留量随时间的变化可以

看出(在给药后
#?

(羊各组织中的三氮脒残留量明

显降低(在给药后
$B?

(羊肌肉组织中未检出三氮

脒(肾脏组织和注射部位中三氮脒的残留量低于定

量限(而肝脏组织中三氮脒的平均残留量仍维持在

较高水平!!

BNEF;B!g#NC;%B

"

"

S

$

K

S

"(直至给药

后
$"?

羊各组织中三氮脒的残留量才低于检测限(

表明三氮脒在羊体内消除缓慢(易在肝脏中蓄积残
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留)从羊各组织的消除动力学参数来看(肝脏和肾

脏组织的药时曲线下面积!

47X

"明显大于肌肉组

织(说明三氮脒进入肝脏和肾脏组织的药物量相对

较高(但肾脏的消除半衰期!

5

B

$

$

$

"为
B%$;NN0

(平均

滞留时间!

AaP

"最短为
EB;$0

(表明药物在肾脏中

消除较快'而肝脏的
5

B

$

$

$

最长(

AaP

也最长(表明

该药物在肝脏中消除最慢)因此(本试验结果表明

肝脏是三氮脒在羊体内的靶器官)

!

!

结
!

论

三氮脒经肌内注射给药后(在羊体内吸收分布

迅速且广泛(但消除缓慢(在最后一次给药后
N0

(肌

肉*肝脏*肾脏组织和注射部位中的残留量达到最

高(随后均呈下降趋势(在给药后
$B?

(肌肉组织中

未检出三氮脒(肾脏组织和注射部位中的三氮脒残

留量降至定量限以下(肝脏组织中仍有较高三氮脒

残留)肝脏是三氮脒在羊体内作用的靶器官)
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