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ＵＨＰＬＣ法检测血清中万古霉素的浓度

王宇凡，张　磊，刘树业△

（天津市第三中心医院检验科，天津３００１７０）

　　摘　要：目的　建立通过超高效液相色谱（ＵＨＰＬＣ）检测血清中万古霉素浓度的方法，指导临床安全合理用药。方法　使用

Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０超高效液相色谱平台，采用ＡｎｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＡｑ色谱柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），以乙腈∶水（体积比为１０∶

９０）为流动相进行梯度洗脱，检测波长为２３０ｎｍ，柱温３０℃，流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ，进样量１μＬ。结果　万古霉素在５～１００μｇ／ｍＬ

质量浓度范围内线性良好（狉＝０．９９８７），检测下限为１μｇ／ｍＬ。检测低浓度（５μｇ／ｍＬ）、中浓度（６０μｇ／ｍＬ）、高浓度（９０μｇ／ｍＬ）

三个浓度值的平均方法回收率均大于９０％，各浓度值得日内、日内相对标准偏差（犚犛犇）均小于８％。结论　利用ＵＨＰＬＣ可以快

速准确的检测血清中万古霉素的浓度。
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　　在临床上，万古霉素主要用于治疗对甲氧西林具有抗药性

之葡萄球菌所引起的严重或致命感染，根据２００９年美国感染

病学会（ＩＤＳＡ）、美国卫生系统药师学会（ＡＳＨＰ）和感染病学会

（ＳＩＤＰ）的联合专家组共同制定的《万古霉素治疗成人金黄色

葡萄球菌感染的治疗监测实践指南》［１］，推荐万古霉素在血清

中的谷浓度需达到１０μｇ／ｍＬ，以避免产生具有万古霉素中介

金葡菌（ＶＩＳＡ）的风险。同时万古霉素的消除半衰期为４～６

ｈ，静脉给药时几乎完全经肾排泄，极易产生蓄积中毒，因此对

万古霉素药物浓度监测非常必要［２］。

现在临床上对万古霉素血药浓度检测的方法主要还是荧

光偏振免疫分析法［３］和高效液相色谱法（ＵＨＰＬＣ）
［４］，前者的

成本高，给患者造成很大的经济负担，不易推广；而后者检测时

间较长，可能无法满足临床的快速需要。而超高效液相色谱具

有快速、准确、节约试剂成本等优点，因此较为适宜进行临床血

药浓度监测。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０超高效液相色谱（美国安捷

伦公司），Ｘ１Ｒ高速冷冻离心机（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），ＡＢ２０４

Ｓ电子分析天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ），ＭｉｌｌｉＱ超纯水

系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。万古霉素标准品（美国ＳＩＧＭＡ公司，

批号：１００１０１１６５３），乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＡｑＣ１８

（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），流动相Ａ为纯水，流动相Ｂ为色

谱纯乙腈，色谱洗脱条件采用二维梯度洗脱，全程１５ｍｉｎ，０～２

ｍｉｎ保持流动相比例为９０％Ａ相及１０％Ｂ相，２～７ｍｉｎ逐渐

升高Ｂ相到２５％，７．０～９．５ｍｉｎ升高Ｂ相至７０％并维持３

ｍｉｎ，后迅速降低Ｂ相比例至１０％直至洗脱过程结束，洗脱过

程流速设定为４００μＬ／ｍｉｎ，柱温设定为３０℃，紫外检测器检

测波长为２３０ｎｍ。

１．２．２　万古霉素标准溶液配制　精密称取万古霉素标准品至

于２５ｍＬ容量瓶内，加入超纯水溶解并稀释至刻度，配制成质

量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的万古霉素标准溶液，于４℃避光保存。

１．２．３　血清样本制备　取混合血清样本（２０名健康志愿者血

清样本混合制得）４００μＬ，加入万古霉素标准溶液后，以体积比

１∶２比例加入甲醇，混匀后常温静置１０ｍｉｎ，离心（１００００ｒ／

ｍｉｎ）２０ｍｉｎ，吸取上清，０．２２μｍ孔径滤膜滤过即得。

１．２．４　标准曲线制备　在空白血清中加入不同体积的万古霉

素标准溶液，使血清万古霉素质量浓度分别为５、１０、２０、３０、

４０、５０、７５、１００μｇ／ｍＬ，按“１．２．３”项下方法进行处理后，按“１．

２．１”项下色谱条件进样测定，记录万古霉素积分峰面积，平行

操作３次，以万古霉素色谱峰积分面积为纵坐标（犢），以万古

霉素血清质量浓度为横坐标（犡）绘制标准曲线。

１．２．５　临床标本的检测　选择５位使用了万古霉素的临床患

者（每日经静脉滴注给予万古霉素１克／次剂量治疗），于第２

次给药前３０ｍｉｎ，经外周静脉采血３ｍＬ，按“１．２．３”项下方法

处理血样后，依法测定谷浓度。

２　结　　果

２．１　方法专属性　在“１．２．１”项色谱条件下，空白血清与加入

万古霉素血清色谱图，见图１（见《国际检验医学杂志》网站“论

文附件”）。结果表明万古霉素分离度高且峰形良好，空白血浆

中未见干扰。

２．２　标准曲线的制备　在空白血清中加入不同体积的万古霉

素标准溶液，使血清万古霉素质量浓度分别为５、１０、２０、３０、

４０、５０、７５、１００μｇ／ｍＬ，按“１．２．３”项下方法进行处理后，按

“１．２．１”项下色谱条件进样测定，记录万古霉素积分峰面积，平

行操作３次，以万古霉素色谱峰积分面积为纵坐标（犢），以万

古霉素血清质量浓度为横坐标（犡）绘制标准曲线，结果回归方

程为犢＝０．０００１１２犡＋１．８０６，狉＝０．９９８７，万古霉素质量浓度

在５～１００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。

２．３　精密度实验　取空白血浆４００μＬ，加入万古霉素标准溶

液，制备成含万古霉素质量浓度分别为５、６０、９０μｇ／ｍＬ的血

清样品，每一质量浓度均制备６份样品，依法测定，评价本方法

的精密度，见表１。

表１　　精密度与回收率结果（狀＝６）

质量浓度

（μｇ／ｍＬ）

日内精密度

犚犛犇（％）

日间精密度

犚犛犇（％）

方法回收率

（％）

５ ５．７０ ５．１１ １０５．８

６０ ４．０１ ５．７６ １００．２

９０ ４．０５ ４．２８ １０１．０

２．４　方法的回收率实验　配制低、中、高３种浓度（下转插Ⅱ）
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（５、６０、９０μｇ／ｍＬ的万古霉素）标准血浆样品溶液，每种浓度６

份，处理后检测。依据标准曲线计算各自的浓度，计算方法回

收率。结果见表１。

２．５　样品稳定性考察　取万古霉素质量浓度分别为５、６０、９０

μｇ／ｍＬ的血清样品，分别在室温下存放２４ｈ后，依法测定，

犚犛犇值分别为３．７８％、４．５６％、２．９７％，表明血清样品在室温

条件下放置２４ｈ稳定。

２．６　临床患者血清药物浓度测定　选择５位使用了万古霉素

的临床患者（每日经静脉滴注给予万古霉素１克／次剂量治

疗），于第２次给药前３０ｍｉｎ，经外周静脉采血３ｍＬ，按“１．２．

３”项下方法处理血样后，依法测定谷浓度。结果５份血样中万

古霉素稳态血药浓度分别为１８．３１、３５．５５、５９．８５、５．０９、２２．０９

μｇ／ｍＬ。根据《万古霉素治疗成人金黄色葡萄球菌感染的治疗

监测实践指南》中参考值，在所测样品中仅有１例患者血样的

万古霉素谷浓度在１０～２０μｇ／ｍＬ的有效谷浓度范围内，其余

４例患者均需要及时调整给药剂量，才能确保疗效及用药

安全。

３　讨　　论

超高效液相色谱万古霉素血液药物浓度监测是治疗药物

监测（Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＴＤＭ）的一个分支，其开展

可以改变按常规剂量用药的传统做法。能够利用血药浓度来

调整给药剂量［５６］，达到提高疗效和减少不良反应的目的，使医

生在用药时能够在很大程度上减少用药（包括加量、减量、换

药、停药等）的盲目性，最终目的是设法使药物在患者中发挥最

佳疗效，而不良反应最小。

ＵＨＰＬＣ
［７８］是在ＨＰＬＣ基础上开发的运用粒径低于２μｍ

的小颗粒色谱柱，能够耐受高压的新型色谱技术。该技术能够

提高灵敏度、缩短分析时间、增加分离效果，提高分析效率，对

于ＴＤＭ更为有利。本研究中使用的 ＵＨＰＬＣ系统仅在１５

ｍｉｎ内即可完成一个样品的分析，大大缩短了分析时间，提高

了检测效率。同时ＵＨＰＬＣ对样品进样量需求很小，仅需１～

２μＬ即可满足分析需求，可以减轻患者的采血量，对一些特殊

患者，尤其是儿童更为实用。与传统 ＨＰＬＣ分析法相比，ＵＨ

ＰＬＣ对流动相耗损量更低，一来可以节约试剂成本，二来可以

减少一些有机流动相如乙腈等有毒试剂的使用，保护检验人

员。在本研究中，血清中含有１μｇ／ｍＬ的万古霉素也可被检

测，但值得注意的是，根据《万古霉素治疗成人金黄色葡萄球菌

感染的治疗监测实践指南》和《万古霉素临床应用中国专家共

识》，要求万古霉素血清中谷浓度需达到１０μｇ／ｍＬ以上，以免

发生细菌耐药性，取得良好的治疗效果，因此笔者在制定标准

曲线和实际应用中，制定的下限为５μｇ／ｍＬ。

使用ＵＨＰＬＣ进行药物浓度检测，可以指导临床医生合理

用药，提高药物疗效，减少不良反应的发生，同时它对指导个体

化药物治疗方案的设计和实施具有积极作用［９］。比如使用一

些抗生素类药物，通过对ＴＤＭ 结果、实际治疗效果以及微生

物耐药性鉴定等结果的综合与比对，可以在保证疗效的前提下

尽可能的减少抗生素的使用量，减轻患者的负担，提高药物使

用的安全性，使治疗方案个体化，合理化，同时避免微生物耐药

现象［１０１１］。而运用ＴＤＭ也可评估临床新药的治疗效果，观测

其使用剂量、血药浓度和疗效之间的相关性，并能推测合用药

物的相互作用机制，是验证新药或新的治疗方法可行性的重要

依据。

参考文献

［１］ ＲｙｂａｋＭＪ，ＬｏｍａｅｓｔｒｏＢＭ，ＲｏｔｓｃｈａｆｅｒＪＣ，ｅｔａｌ．Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｔｈｅｒ

ａｐｅｕｔｉｃｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ：ａｓｕｍｍａｒｙｏｆｃｏｎｓｅｎｓｕｓｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａ，ｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＳｏ

ｃｉｅｔｙｏｆＨｅａｌｔｈＳｙｓｔｅｍＰｈａｒｍａｃｉｓｔｓ，ａｎｄｔｈｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ＤｉｓｅａｓｅｓＰｈａｒｍａｃｉｓｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００９，４９（３）：３２５３２７．

［２］ 陈佰义，管向东，何礼贤．万古霉素临床应用中国专家共识（２０１１

版）［Ｊ］．中国新药与临床杂志，２０１１，３０（８）：５６１５７３．

［３］ 任婷麟，于春令．万古霉素血药浓度监测的临床应用［Ｊ］．解放军

药学学报，２０１２，２８（２）：１８２１８３．

［４］ＺｈｏｕＪＨ，ＭａｓｋａｏｕｉＫ，ＬｕｆａｄｅｊｕＡ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓｉｎｗａｔｅｒｂｙｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．

ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２０１２，７３１（１）：３２３９．

［５］ＥｓｐｏｓｉｔｏａＳ，ＤｅｖｅｎｔｅｒａＫ，ＴｓｊｏｅｎＧ，ｅｔａｌ．Ｄｏｐｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｄｅｓｍｏｐｒｅｓｓｉｎｉｎｈｕｍａｎｕｒｉｎｅｂｙＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳａｆｔｅｒｕｒｉｎｅ

ｄｅｌｉｐｉｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒ，２０１２，２７（２）：２４０２４５．

［６］ Ｂｏｈｍ ＤＡ，ＳｔａｃｈｅｌＣＳ，ＧｏｗｉｋＰ．Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆａｍｕｌｔｉｒｅｓｉｄｕｅ

ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｇｒｏｕｐｓｉｎｈｏｎｅｙ

ｂｙＬＣＭＳ／ＭＳ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏａｎａｌＣｈｅｍ，２０１２，４０３（１０）：２９４３

２９５３．

［７］ ＴｓａｉＩＬ，ＳｕｎＨＹ，ＣｈｅｎＧＹ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｆｏｒｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎ

ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎ

ｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２０１３，１１６（２）：５９３６０３．

［８］ ＢａｒａｎｏｗｓｋａＩ，ＷｉｌｃｚｅｋＡ，ＢａｒａｎｏｗｓｋｉＪ．ＲａｐｉｄＵＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ，ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ，ｓｐｉ

ｒｏｎｏｌａｃｔｏｎｅ，ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅａｎｄｔｈｅｉｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ：ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｈｕ

ｍａｎｐｌａｓｍａａｎｄｕｒｉｎｅ［Ｊ］．ＡｎａｌＳｃｉ，２０１０，２６（７）：７５５７５９．

［９］ 蒙龙，方芸，丁选胜．低谷浓度和高谷浓度万古霉素疗效与安全性

比较［Ｊ］．药学与临床研究，２０１３，２１（１）：７４７７．

［１０］ＬｅｅＨＧ，ＪａｎｇＪ，ＣｈｏｉＪＥ，ｅｔａｌ．Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｉｎｔｈｅｂｕｒｎｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１３，４５（２）：

１９４２０１．

［１１］陈婷，梅义将．治疗药物监测临床应用现状［Ｊ］．世界临床药物杂

志，２０１２，３３（６）：３８０３８３．

（收稿日期：２０１３０７２８）

·Ⅱ·




