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高效液相色谱法测定人血清万古霉素浓度
李 容

（重庆市涪陵中心医院药学部，重庆４０８０００）
摘要：目的建立测定人血清中万古霉素浓度的高效液相色谱法。方法色谱柱为ＶＰ － ＯＤＳ Ｃ１８柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，４． ６ μｍ），流动
相为０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾缓冲溶液牗 ｐＨ ＝ ３． ２ 牘 －甲醇（８３ ∶ １７），流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，紫外检测波长为２０５ ｎｍ，柱温为２５ ℃，进样
量为２０ μＬ，血清样品经１０％三氯乙酸－乙腈（１ ２００ μＬ ∶ ３００ μＬ）蛋白沉淀剂沉淀蛋白离心后进行色谱分析。结果万古霉素的最
低检测限为１． ９６ μｇ ／ ｍＬ，万古霉素血清质量浓度在４． ９０ ～ ５８． ８０ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好，线性回归方程为Ｙ ＝
２６ ３８５ Ｘ － １９ ２０７，ｒ ＝ ０． ９９９ ６ 牗 ｎ ＝ ７ 牘，日内、日间精密度均小于４％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘。结论该方法提取率高、重复性好、操作简便、灵敏，适
用于万古霉素的血药浓度测定。
关键词：万古霉素；人血清；血药浓度；高效液相色谱法
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万古霉素是有抗生素后效应的时间依耐性抗菌药
物，抗感染治疗成败与其血药谷浓度密切相关，血药谷

浓度应控制在１０ ～ ２０ ｍｇ ／ Ｌ，至少要保持在１０ ｍｇ ／ Ｌ以
上，以避免发生耐药犤 １ 犦。万古霉素的用药人群包括新生

其内在质量的参考方法。
３． ４ 样品测定情况分析

结果显示，栽培白及２年生样品与３年生样品相
比，白及多糖含量差异显著，栽培白及３年生样品白及
多糖含量与野生白及、市售白及相近，表明栽培白及采
挖时限至少３年；结合其外在形态特征符合药典标准，
表明该种植基地从野外引种的白及栽培变异不明显，植
物形态稳定，野生引种块茎繁殖的技术方法可行，可加
大规模种植和推广力度。同时，将继续跟进该种植基地，
研究４年生、５年生白及的白及多糖含量，筛选效益最
高、质量最优的种植方案。
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儿、婴幼儿、老年人、肾功能不全及长期应用万古霉素的
患者等特殊人群，应用时必须严格调整剂量，并进行血
药浓度监测。本研究中用高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法测定
人血清中万古霉素浓度，不仅可以为临床万古霉素的血
药浓度监测提供试验手段，为临床合理用药提供理论依
据，还可为患者制订个体化给药方案，减少用药后的不良
反应。目前，国内外对人血清中万古霉素的浓度监测方
法有６类，即微生物检测法犤 ２ 犦、酶放大免疫法（ＥＭＩＴ）犤 ３ 犦、
荧光偏振免疫法（ＦＰＩＡ）犤 ４ 犦、液相色谱－质谱联用法
（ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）犤 ５ 犦、离子对色谱法犤 ６ 犦、高效液相色谱法。
由于微生物检测法耗时较长且精密度低，ＥＭＩＴ和ＦＰＩＡ
的专属性较差，ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ法仪器价格昂贵致前期投
入较大，而高效液相色谱法具有提取率高、重复性好、稳
定性好、灵敏度高、操作简便等特点，因此，我院亦采用
ＨＰＬＣ法测定万古霉素的血药浓度。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＬＣ － ２０Ａ型高效液相色谱仪牗日本岛津公司牘；
ＵＶ － ２４０１ＰＣ型紫外分光光度计牗日本岛津公司牘；高精
度电子天平（上海光正医疗仪器股份有限公司）；ｐＨ计
（上海仪电科学仪器股份有限公司）；ＴＧ１６Ｗ型医用高
速离心机（长沙平凡仪器仪表股份有限公司）；ＴＤ４Ｂ型
医用离心机（长沙平凡仪器仪表股份有限公司）。
１． ２ 试药

万古霉素标准品牗中国食品药品检定研究院，纯度
为９９％ ，批号为１３０３６０ － ２０１３０２ 牘；甲醇（批号为
２０１６０６０１），乙腈（批号为２０１５１１１１），均为色谱纯，由美
国Ｂｕｒｄｉｃｋ＆ Ｊａｃｋｓｏｎ公司提供；磷酸二氢钾（批号为
２０１６０４２８０１），三氯乙酸（批号为２０１６０７３１０１），均为分
析纯，由成都市科龙化工试剂厂提供；磷酸（分析纯，重
庆川东化工集团有限公司，批号为２０１６０５０９）；试验用
水为本院自制重蒸馏水，空白血清为本院检验科采集。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：ＶＰ －ＯＤＳＣ１８柱（１５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，４． ６μｍ）；
流动相：０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾缓冲溶液牗ｐＨ ＝３． ２牘 －甲
醇（８３ ∶ １７）；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；紫外检测波长：２０５ ｎｍ；柱温：
２５℃；进样量：２０μＬ。
２． ２ 溶液配制

流动相配制：取磷酸二氢钾６． ８０５ ｇ，精密称定，置
１ ０００ｍＬ烧杯中，用１ ０００ｍＬ蒸馏水溶解，搅拌均匀，用磷
酸调节溶液的ｐＨ，缓慢滴加，边滴加边用玻璃棒搅匀，直
至溶液的ｐＨ达３． ２，即配制成０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸二氢钾
缓冲溶液（ｐＨ ＝３． ２），置阴凉处保存，备用。

标准贮备液：取０． ０４５ ０ ｇ万古霉素标准品，精密称

定，置５０ ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水溶解并定容，摇匀，即
配制成质量浓度为９８０ μｇ ／ ｍＬ的标准贮备液，于冰箱
中４℃冷藏，备用，使用时稀释为所需质量浓度。

蛋白沉淀剂：称取三氯乙酸１０ ｇ，用纯化水溶解至
１００ ｍＬ，摇匀，即得１０％三氯乙酸溶液，用微量移液器
分别移取１ ２００ μＬ １０％三氯乙酸溶液和３００ μＬ乙腈
置ＥＰ管中，震荡摇匀，置阴凉处保存，备用。
２． ３ 血清样品预处理

抽取使用过万古霉素患者的静脉血约３ ｍＬ，置普
通抽血管中，以２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率离心５ ｍｉｎ，取上层
血清样品２００ μＬ，置２． ０ ｍＬ ＥＰ管中，再加入１５０ ｍＬ
蛋白沉淀剂犤１０％三氯乙酸－乙腈牗１ ２００ μＬ ∶ ３００ μＬ）犦，
以１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率离心１５ ｍｉｎ，取上清液２０ μＬ
进样。
２． ４ 方法学考察

专属性试验：在选定的样品处理方法和色谱分离条
件下，测定空白血清、空白血清加标准品及血清样品的
色谱峰。按拟订色谱条件进样测定，血清中干扰物质峰
主要出现在１２． ５ ｍｉｎ前，故把万古霉素的保留时间（ｔＲ）
控制在１４ ｍｉｎ左右，万古霉素与血清中的干扰物质能
得到良好分离，同时分离时间也不太长，保证了实验时
间的合理性和可控制性。色谱图见图１。

线性关系考察：用微量移液管分别取１０，２０，４０，
６０，８０，１００，１２０ μＬ万古霉素标准贮备液，置２． ０ ｍＬ ＥＰ
管中，分别加入纯化水１９０，１８０，１６０，１４０，１２０，１００，
８０ μＬ，振荡３ ｍｉｎ，摇匀；取上述溶液各２０ μＬ置另一
系列ＥＰ管中，各加入１８０ μＬ空白血清，振荡３ ｍｉｎ摇
匀，配置成质量浓度分别为４． ９０，９． ８０，１９． ６０，２９． ４０，
３９． ２０，４９． ００，５８． ８０ μｇ ／ ｍＬ的溶液；再各加入１５０ μＬ
蛋白沉淀剂，振荡３ ｍｉｎ，摇匀；最后置离心机中，以
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率离心１５ ｍｉｎ，取出；按拟订色谱条件
进样测定，以质量浓度牗 Ｘ 牘为横坐标、峰面积牗 Ｙ 牘为纵坐
标进行线性回归，得回归方程Ｙ ＝ ２６ ３８５ Ｘ － １９ ２０７，ｒ ＝
０． ９９９ ６ 牗 ｎ ＝ ７）。结果表明，血清质量浓度在４． ９０ ～
５８． ８０ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好；最低检测
限为１． ９６ μｇ ／ ｍＬ牗 ｎ ＝ ７）。

精密度试验：取适量万古霉素标准溶液加至１８０ μＬ
空白血清中，分别配制成质量浓度为９． ８０，１９． ６０，
２９． ４０，３９． ２０ ｍｇ ／ Ｌ的血清样品溶液，按专属性试验方
法处理样品，吸取上清液２０ μＬ直接进样，１ ｄ内重复测
定５次，每次分析１７ ｍｉｎ，连续测定５ ｄ。结果见表１。可
见该方法的日内、日间ＲＳＤ均低于４％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘。

绝对回收率试验：精密吸取万古霉素对照品贮备
液，配制质量浓度为９． ８０，１９． ６０，２９． ４０ ｍｇ ／ Ｌ的万古
霉素血清样品，按２． ２项下方法处理样品，每一质量浓

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ



９

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年４月５日第２７卷第７期
Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． ７牞 Ａｐｒｉｌ ５牞 ２０１８

实际质量浓度
（μｇ ／ ｍＬ）
４． ９０

３９． ２０

４９． ００

第１天
４． ８０
４． ７４
５． ３１
３８． ８６
４２． ６４
３９． ４８
５１． ２１
４８． ２５
４８． ６４

第２天
５． ２１
５． ６１
４． ６３
４３． ４１
４４． ４８
４４． ９４
４７． ８３
５４． ７２
５５． ７０

第４天
５． ７４
５． ２９
５． ５１
３９． ４３
３８． ８５
４２． ６５
４７． ７３
５２． ６５
４９． ５２

ＲＳＤ
（％）
８． ９８
８． ４４
８． ９６
６． １１
８． ９４
６． ４７
４． ０５
６． ３７
７． ５０

Ａ． 空白血清 Ｂ． 万古霉素标准品＋空白血清
Ｃ． 万古霉素血清样品
图１ 高效液相色谱图

ｍＡＵ

０ ２． ５ ５． ０ ７． ５ １０． ０ １２． ５ １５． ０ １７． ５
Ａ

ｍＡＵ

Ｂ
０ ２． ５ ５． ０ ７． ５ １０． ０ １２． ５

１３． ７８９

ｍＡＵ

Ｃ

１３． ４６１

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

１． ０

０． ８

０． ６

０． ４

０． ２

０

１． ０

０． ８

０． ６

０． ４

０． ２

０

１． ０

０． ８

０． ６

０． ４

０． ２

０

０ ２． ５ ５． ０ ７． ５ １０． ０ １２． ５

表１ 日内、日间精密度试验结果（ｎ ＝ ５）

表２ 绝对回收率试验结果（ｎ ＝ ５）
实际质量浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘

９． ８０

１９． ６０

２９． ４０

测定质量浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘
１０． ０８
９． ７９
１０． ７４
１０． ３４
９． ８７
１９． ４０
１８． ８９
１９． １２
１９． ８６
２０． ０１
２８． ３１
２８． ０８
２９． ５５
２９． ４１
３０． ７８

绝对回收率（％）
１０２． ８５
９９． ９１
１０９． ５５
１０５． ４８
１００． ７３
９８． ９８
９６． ３４
９７． ５３
１０１． ３４
１０２． ０８
９６． ２９
９５． ５１
１００． ５０
１００． ０３
１０４． ６８

ＲＳＤ（％）

３． ８０

２． ４５

３． ７１

表３ 稳定性试验结果（ｎ ＝ ３）
测定质量浓度（μｇ ／ ｍＬ）

度平行操作５份，取２０ μＬ进样，将仪器检测到的质量浓

度与实际配制质量浓度相比得方法回收率，详见表２。

稳定性试验：制备４． ９，３９． ２，５８． ８ μｇ ／ ｍＬ低、中、
高３种质量浓度万古霉素血清样品各３份，于冰箱冷藏
室（２ ～ ８ ℃）冷藏１，２，４ ｄ，考察其稳定性，结果见表３。

２． ５ 临床应用
２． ５． １ 病例分析

患者，男，５０岁，体质量６０ ｋｇ，因糖尿病伴多种并
发症及肺部感染，于２０１７年１月２３日入住重症监护室
牗 ＩＣＵ牘，入院后立即给予心电监护、吸氧、保留导尿、建
立静脉通道、行床旁心电图。微生物检查报告导管血及
导管尖端培养均有表皮葡萄球菌感染，痰培养提示有肺
炎克雷伯菌、白色念珠菌、铜绿假单胞菌感染。结合患者
病情考虑为导管相关脓毒血症，给予万古霉素、氟康唑、
哌拉西林他唑巴坦等抗生素进行抗感染治疗。在使用万
古霉素前，患者的血清肌酐为４１７． ７ μｍｏｌ ／ Ｌ，肌酐清除
率为１５． ８０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，医师给予“万古霉素１ ｇ，ｑ１２ ｈ”静
脉微泵输入，连用３ ｄ后于再次给药前取患者血清，送
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质量浓度
牗μｇ ／ ｍＬ 牘

９． ８０

１９． ６０

２９． ４０

测定浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘
９． ３１
９． ８４
９． ７７
１０． １２
１０． ３２
１８． ７０
１８． １１
１８． ８４
１８． ９８
１９． ８２
２８． ０１
２９． ４１
３０． ２０
３０． １２
２９． ６２

ＲＳＤ（％）

３． ８６

３． ２６

２． ９９

测定浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘
９． ２３
９． ６８
９． ８４
９． ５１
１０． ０８
１９． ６３
２０． ２４
１９． ５２
２０． ０８
２０． ７１
２９． ７６
２９． ４１
３１． １８
３０． ０１
３１． ４３

ＲＳＤ（％）

３． ３４

２． ４１

２． ９３

日内精密度 日间精密度
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重医附属儿童医院
涪陵中心医院

ＦＰＩＡ法
ＨＰＬＣ法

临床标本１
９． ２４
１０． ３７

临床标本２
５． ９２
８． ８６

临床标本３
５． ６５
７． ２２

临床标本４
２９． ８９
３２． ２０

临床标本５
２０． ４６
２５． ４２

临床标本６
１１． ６５
１４． ７４

临床标本７
１４． ８８
１２． ６４

临床标本８
１４． ４１
１２． ２２

监测单位 监测方法

表４ ＦＰＩＡ法与ＨＰＬＣ法测定万古霉素标本的结果
监测结果牗μｇ ／ ｍＬ牘

表５ 我院临床ＩＣＵ标本万古霉素测定结果
编号
１
２
３
４
５

年龄（岁）
８２
６９
５０
４３
６２

诊断
感染性休克、重症脓毒血症、呼吸衰竭等
脓毒血症
糖尿病伴并发症及肺部感染
急性胰腺炎
有机磷中毒伴感染

质量浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘
２２． ２２
１１． ５５
４８． ７１
６． ７８
２３． １２

检，用ＨＰＬＣ法测定万古霉素的血药浓度，测定值为
４８． ７１ μｇ ／ ｍＬ（重症患者参考值为１５ ～ ２０ μｇ ／ ｍＬ），医
师调整给药方式为“０． ５ ｇ，ｂｉｗ，ｉｖｇｔｔ”，２４ ｈ后测定患者
的血肌酐为６８６． １ μｍｏｌ ／ Ｌ，肌酐清除率为９． ６２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
仍持续使用万古霉素等抗生素１周后，静脉导管尖端培
养未见细菌生长，患者病情好转，一般情况尚可，肾功能
损害较大，转出ＩＣＵ，转入肾内科病房继续治疗。
２． ５． ２ ＦＰＩＡ法与ＨＰＬＣ法测定结果比较

标本来源为重庆医科大学附属儿童医院。利用ＳＰＳＳ
统计软件分析，对数据进行两独立样本ｔ检验，分析结果
认为，两总体的方差无显著差异。说明我院用ＨＰＬＣ法与
重庆医科大学附属儿童医院ＦＰＩＡ法２种方法测定人血
清中万古霉素的浓度的结果无显著性差异，表明我院建立
的ＨＰＬＣ法测定万古霉素血药浓度方法可行。详见表４。
２． ５． ３ 我院临床标本的测定

２０１６年１１月至２０１７年３月，我科为ＩＣＵ监测万
古霉素血药浓度５次，测定结果见表５。

３ 讨论
３． １ 测定波长选择

将质量浓度为１０ ｍｇ ／ Ｌ的万古霉素标准品溶液，
以水作为空白对照在ＵＶ － ２４０１ＰＣ型紫外分光光度计
下进行扫描。结果，万古霉素在２８０ ｎｍ波长处有最大吸
光度，有末端吸收；高效液相色谱法试验表明，２８０ ｎｍ
处的吸收峰面积为２０５ ｎｍ波长处的吸收峰面积的１ ／ ７，
故选择检测波长为２０５ ｎｍ。

３． ２ 流动相选择
曾考察了流动

相系统中两种成分
的不同比例对有效
成分分离的影响，甲
醇－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷

酸二氢钾缓冲液（ｐＨ ＝ ２）的比例分别为１６ ∶ ８４和１７ ∶ ８３，
等度洗脱。结果表明，两种流动相系统都能使万古霉素
与杂质峰分开，但当甲醇－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾缓
冲液（ｐＨ ＝ ３． ２）的比例为１７ ∶ ８３时万古霉素有较好的
分离，分离度为１． ９００，拖尾因子为１． ０５２，ｔＲ为１４ ｍｉｎ，
故最终选择后者（１７ ∶ ８３）为流动相。
３． ３ 蛋白沉淀剂优化

选择４种蛋白沉淀剂考察沉淀蛋白的效果，分别为
１０％硫酸锌溶液、１０％三氯醋酸溶液、１０％高氯酸沉淀
蛋白二氯甲烷萃取、１０％三氯乙酸和乙腈（４ ∶ １）。结果
显示，１０％硫酸锌溶液沉淀蛋白不完全，离心后上清液
浑浊无法直接进样；１０％三氯乙酸沉淀蛋白二氯甲烷萃
取，处理血样时操作烦琐，二氯甲烷萃取离心后水层不
宜吸出；１０％三氯乙酸溶液沉淀蛋白，离心后上清液澄
清，但提取率只有３３％，１０％高氯酸和乙腈（４ ∶ １）沉淀
蛋白，离心后上清液澄清，提取率可达７０％，所以最终
选择１０％三氯乙酸和乙腈（４ ∶ １）作为血清蛋白沉淀剂。
３． ４ 研究价值

耳、肾毒性是万古霉素最严重的不良反应，其发生
与血药浓度过高有关，临床应用时常通过监测血药浓度
来降低耳、肾功能损害风险。ＨＰＬＣ法提取率高，重复性
好，操作简便、灵敏，适用于临床患者使用万古霉素后的
血药浓度测定。本研究使为患者进行个体化给药、优化
给药方案和提高临床疗效成为可能。
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