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摘要摘要：：目的 探讨超高效液相色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法和化学发光微粒子免疫法（CMIA）测定人工关节假体周围感染（PJI）
患者血中万古霉素浓度的差异。方法 采用 UPLC - MS / MS 法和 CMIA 法分别检测 43 份 PJI患者万古霉素血药谷浓度（Cmin）标本，

采用 Shapiro - Wilk 正态性检验、Spearman 相关分析、Cusum 检验法、Passing - Bablok 回归分析、Bland - Altman 图等进行统计学分

析，评价两种方法的相关性和一致性。结果 两种方法的检测结果呈非正态分布。Passing - Bablok回归方程结果提示存在比例系统误

差，Spearman相关分析结果显示两种方法测定结果呈极强相关性（R = 0. 970，P < 0. 000 1），Bland - Altman 图显示两种方法的一致性

不理想，UPLC - MS / MS法较 CMIA法存在 13. 93%的负偏倚。结论 UPLC - MS / MS和 CMIA法测定 PJI患者万古霉素血药浓度的

相关性较好，但一致性欠佳，两种方法不可直接互换使用。

关健词关健词：：超高效液相色谱 -串联质谱法；化学发光微粒子免疫法；假体周围感染；万古霉素；方法一致性

Comparison of the Effects of UPLC - MS / MS and CMIA Methods in Determining the
Blood Concentration of Vancomycin in Patients with Periprosthetic Joint Infection
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the differences between ultra - performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry
（UPLC - MS / MS） and chemiluminescent microparticle immunoassay （CMIA） methods for the measuring vancomycin
concentration in the blood of patients with prosthetic joint infection （PJI）. Methods The vancomycin trough blood concentrations
（Cmin） in 43 specimens from PJI patients were measured using the UPLC - MS / MS method and CMIA method respectively.
Statistical analyses including Shapiro - Wilk normality test， Spearman correlation analysis，CUSUM test， Passing - Bablok
regression analysis，and Bland - Altman plots were performed to evaluate the correlation and agreement between the two analytical
methods. Results The detection results of the two methods showed a non - normal distribution. The Passing - Bablok regression
equation indicated the existence of a proportional systematic error. Spearman correlation analysis demonstrated a strong correlation
between the results obtained by the two methods （R = 0. 970，P < 0. 000 1）. The Bland - Altman plots revealed that the
consistency between the methods was unsatisfactory. Specifically，the UPLC - MS / MS method showed a negative bias of 13. 93%
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when compared to the CMIA method. Conclusion The UPLC - MS / MS and CMIA methods exhibit a strong correlation in
measuring vancomycin blood concentration in patients with PJI. However，the agreement between the two methods is not satisfactory，
and thus they cannot be used interchangeably without further evaluation and consideration.
Key wordsKey words：：tultra performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry；chemiluminescent microparticle immunoassay；
periprosthetic infection；vancomycin；method concordance

假体周围感染（PJI）［1 - 2］是患者进行关节置换术

时有一定概率发生的并发症，往往需要多次手术和长

疗程的抗菌药物治疗［3］。研究显示，万古霉素和美罗培

南是我院关节外科治疗 PJI常用抗菌药物［4 - 7］。为提高

感染关节局部的药物浓度，以更好地清除感染假体上

的病原菌生物膜，上述两药还常被用于直接关节腔内

注射给药［4 - 7］。PJI最常见的致病菌是革兰阳性菌（主要

为葡萄球菌，占 60%～80%）［8］。在美国，约 47%的金黄

色葡萄球菌临床分离菌株为耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（MRSA）［9］。根据国际 PJI治疗指南［3］的建议，万古霉

素是公认的治疗MRSA所致 PJI的一线用药，但其治疗

窗窄，对其进行治疗药物监测（TDM）可显著提高临床

疗效，降低肾毒性的发生风险［10 - 11］。万古霉素 TDM指

南建议的有效治疗浓度范围为血清药物谷浓度（Cmin）
维持在 10～20 μg / mL［10 - 11］。对于采用关节腔内注射万

古霉素治疗的PJI患者，临床同样需要监测其血药浓度。

有研究根据血药浓度调节万古霉素关节腔的给药剂量

及频次，使患者的血药浓度维持在 3～10 μg / mL（可能

为了避免该药系统性毒性的发生）［12 - 14］。而我院根据万

古霉素TDM相关指南内容，无论是采用关节腔内注射还

是静脉输注，其Cmin上限一般不建议超过 20 μg / mL［6］。
万古霉素血药浓度目前比较普遍的检测方法包括：高

效液相色谱（HPLC）法、超高效液相色谱 - 串联质谱

（UPLC - MS / MS）法［15 - 18］、免疫分析法。其中，免疫分

析法主要包括荧光偏振免疫（FPIA）法、化学发光微粒

子免疫（CMIA）法等［15 - 17］。本课题组前期建立了一种同

时检测人血清中万古霉素、美罗培南的快速、灵敏、准

确的UPLC - MS / MS检测方法［19］。而我院目前主要应

用CMIA（商用免疫检测试剂盒，ARCHITECT iVancomy⁃
cin Reagent Kit）对万古霉素血药浓度进行检测。根据文

献报道，不同的万古霉素检测方法的测定结果会存在

一定差异，这可能会对治疗方案产生一定影响［20］。为
此，本研究中进一步比较课题组建立的UPLC - MS / MS
法和我院常规万古霉素 TDM监测使用的CMIA法测定

结果之间的差异，为 PJI患者的 PK / PD研究和 TDM在

检测方法的选择上提供参考。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试药

仪器：Acquity XEVO - TOD型超高效液相色谱三

重四极杆质谱仪（包括电喷雾离子化源、Masslynx4. 1数
据处理系统），均购自美国Waters公司；ARCHITECT
i2000SR型微粒子化学发光免疫分析仪（美国Abbott公
司）；CHT210R型大容量高速台式冷冻离心机（湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司）；AB135 - S型电子分析天平

（上海梅特勒 -托利多仪器有限公司，精度为0. 01 mg）；

KBC - 300型超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）。

试药：万古霉素对照品（批号为 130360 - 202103，
含量 > 95%），内标去甲万古霉素（批号为 130338 -
201704，含量 87. 7%），均购自中国食品药品检定研究

院；甲醇、乙腈、甲酸等试剂均为色谱纯，水为屈臣氏蒸

馏水。

1. 2 血清样本

2023年 10月至 2024年 3月医院精准用药检测中

心收集 21例 PJI患者（来自我院关节外科，并接受一期

翻修联合万古霉素关节腔用药治疗）的 43份万古霉素

Cmin血清样本，置 - 80 ℃保存。上述血清样本均为已经

过检测中心CMIA法测定完毕后剩余的血清。21例患者

中男 7 例，女 14 例；年龄 31～78 岁，平均（62. 67 ±
12. 87）岁；平均体质量（69. 90 ± 14. 34）kg。空白血清采

自从未使用过上述抗菌药物的临床患者或志愿者，样

本均经 3 500 r / min离心 10 min，取上清液，- 80 ℃冻

存。本项研究方案已获得我院医学伦理委员会批准（伦

理审批号分别为20190531 - 07和220304 - 03）。

1. 3 UPLC - MS / MS 法检测

1. 3. 1 试验条件

色谱条件：色谱柱为Waters Acquity UPLC BEH C18柱
（100 mm × 2. 1 mm，1. 7 μm）；流动相为 0. 1%甲酸水溶

液（A）- 乙腈（B），梯度洗脱（0～1. 5 min时 95% A，
1. 5～3 min时 95%A → 50%A），3～4 min时 50%A →
95% A，4～6 min时95% A；流速为0. 2 mL / min；柱温为

30 ℃；进样量为 5 μL。进样针清洗液和密封清洗液均为

甲醇 -水（9∶1，V / V）。

质谱条件：离子源为电喷雾离子化源（ESI），正离

子模式；定量分析采用多反应监测（MRM）模式，最佳的

质谱参数设置如下，离子源温度为 150 ℃，脱溶气体温

度为 500 ℃，脱溶气体流量为 500 L / h，毛细管电压为

3. 00 kV。内标去甲万古霉素定量离子对为m / z 717. 95 →
99. 97，色谱保留时间为 3. 54 min；万古霉素定量离子对
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为m / z 725. 90 → 100. 04，色谱保留时间为3. 56 min。
1. 3. 2 溶液制备

称取万古霉素对照品，精密称定，加水超声（功率

200 W，频率40 kHz）溶解，并稀释成质量浓度为2 mg / mL
的对照品贮备液，- 80 ℃冻存。临用前，取适量，加水

稀释，制备成质量浓度为 1 mg / mL的对照品工作液，并

逐步稀释成10～1 000 μg / mL系列对照品工作液。称取

去甲万古霉对照品适量，精密称定，加水超声溶解，并

稀释成终质量浓度为 400 μg / mL的内标工作液。精密

吸取 190 μL空白血清，置 2 mL离心管，再分别加入上

述系列对照品工作液 10 μL，制备成终质量浓度为 0. 5，
1，2. 5，5，10，25，50 μg / mL的标准曲线样品。

1. 3. 3 样本前处理

取血清样本适量，室温解冻，吸取 200 μL，置 2 mL
离心管中，加内标工作溶液 10 μL，涡旋 1 min，加乙腈

400 μL，涡旋 2 min，12 000 r / min离心 10 min；取上清

液，加二氯甲烷 600 μL，涡旋 2 min，14 000 r / min离心

10 min，取上层水相，即得处理后的血清样本。

1. 4 CMIA 法检测

取血清样本适量，离心，以微粒子化学发光免疫分

析仪检测，仪器自动进行取样和测定分析，测定结果将

上传至医院信息系统（HIS）。

1. 5 统计学分析

数据采用Microsoft Excel 2019、SPSS 27. 0和Med⁃
Calc 20. 01统计学软件分析。采用 Shapiro - Wilk检验

确定 2种方法检测结果差值的正态性，P < 0. 05则数据

为非正态分布。采用 Spearman相关系数（R）用于评估 2
种检测方法之间的相关性，｜R｜> 0. 8为极强相关［25］。
采用 Passing - Bablok回归评价 2种检测方法的恒定系

统误差和比例系统误差，如回归截距的 95%CI不包括

0，则提示存在恒定系统误差，如果其斜率的95%CI不包

括 1，提示存在比例系统误差［26］。采用Cusum检验测试

回归的适用性，P < 0. 05为检测方法之间有线性关系，

该回归方法不适用。采用 Bland - Altman图考察 2种检

测方法的一致性。

2 结果

2. 1 UPLC - MS / MS 法方法学考察

专属性考察：取 6份不同来源的空白血清样本进行

前处理，加入一定质量浓度的对照品溶液，按 1. 3. 1项
下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果血清样本中的

内源性物质不干扰被测物和内标的测定，专属性良好。

详见图1。
线性关系考察：按 1. 3. 2项下制备 7个校正质量浓

度水平的系列对照品工作液（0. 5～50 μg / mL），加入

1. 3. 3项下处理后的血清样本，按 1. 3. 1项下试验条件

进样测定，以万古霉素与内标的峰面积比（Y）为纵坐

标、万古霉素质量浓度（X，μg / mL）为横坐标进行线性

回归，得回归方程Y = 0. 121 3X + 0. 017 6（r = 0. 999 8）。

结果表明，万古霉素质量浓度在 0. 5～50 μg / mL范围

内与万古霉素与内标的峰面积比线性关系良好。

按相关指导原则［19 - 21］进行方法学考察，结果精密

度、稳定性、重复性、基质效应试验的RSD均小于 15%，

表明仪器精密度良好，供试品溶液在室温放置 12 h内
基本稳定，方法重复性良好，基质效应影响不显著。

2. 2 两种检测方法结果和一致性

2种检测方法结果的均值分别为（13. 20 ± 7. 18）μg / mL
和（11. 20 ± 6. 06）μg / mL。详见表1。

表1 两种检测方法测定结果（µg / mL）
Tab. 1 Determination results of CMIA and UPLC - MS / MS

methods

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

CMIA法

22. 98
12. 70
13. 53
2. 41
21. 63
21. 27
17. 34
5. 81
7. 77
3. 66
4. 80
9. 45
5. 65
8. 79
12. 35

UPLC -
MS / MS法

21. 33
11. 50
11. 74
2. 46
16. 04
18. 44
17. 40
5. 76
6. 67
3. 84
4. 24
8. 15
5. 79
7. 88
10. 54

序号

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

CMIA法

20. 84
11. 59
14. 23
0. 77
12. 39
13. 76
15. 22
16. 56
11. 75
3. 16
16. 01
11. 58
5. 96
11. 49
17. 58

UPLC -
MS / MS法

15. 91
9. 95
9. 87
1. 15
10. 77
8. 92
11. 04
12. 62
8. 74
2. 87
10. 91
9. 97
5. 10
9. 28
15. 16

序号

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
X ± s

CMIA法

11. 16
10. 20
37. 55
27. 43
7. 36
22. 69
16. 89
10. 24
6. 31
14. 50
15. 49
17. 66
17. 01

13. 20 ± 7. 18

UPLC -
MS / MS法

10. 56
8. 75
32. 53
20. 25
6. 32
21. 82
14. 14
9. 21
5. 53
12. 76
14. 75
14. 84
16. 21

11. 20 ± 6. 06

100

50

0 100 200 300 400 500 600 700 m / z

离子丰度 / %

100

50

0 100 200 300 400 500 600 700 m / z

离子丰度 / %

图1 提取离子流图

Fig. 1 Extracted ion flow diagram
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应用 Shapiro - Wilk检验法结果显示，数据呈非正

态分布（P = 0. 001 4）。Passing - Bablok回归分析（见图2）
结 果 显 示 ，回 归 方 程 的 截 距 为 - 0. 265［95%CI
（- 0. 995 9，0. 154 8），无恒定系统误差；斜率为 1. 189
［95%CI（1. 1401，1. 2649）］，提示存在比例系统误差。线

性回归的 Cusum检验结果显示，偏差无统计学意义

（P = 0. 82）。Spearman相关分析结果表明，两种方法测

定结果呈极强相关性（R = 0. 970，P < 0. 000 1）。Bland -
Altman图（见图 3）显示，CMIA法较UPLC - MS / MS法
检测结果偏高，平均差异为 13. 93%［95%CI（ - 13%，

40. 9%）］，大部分 95. 34%标本（41 / 43）在 95%CI内，

可见，尽管平均偏差为 13. 93%似乎是可以接受的，但

是 95%CI的最大值为 40. 9%，这种差异超过了我国药

典要求的测定生物样本准确度（RSD%）的限制范围

（± 15%），临床可能是不可接受的，因此，可认为 2种方

法的一致性不理想，测定结果不能直接替换使用。
CCMA法40
35
30
25
20
15
10
5
0 0 10 20 30 40CUPLC - MS / MS法

图2 CMIA法和UPLC - MS / MS法回归分析图

Fig. 2 Plot of regression analyses of CMIA and UPLC - MS /
MS methods
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图3 CMIA法和UPLC - MS / MS法的Bland - Altman差异图

Fig. 3 Bland - Altman difference plots for CMIA and UPLC -
MS / MS methods

3 讨论

本课题组前期已成功建立了同时测定血清中万古

霉素和美罗培南浓度的UPLC - MS / MS方法，检测时

间仅需 6 min。方法学考察结果表明，该方法在 0. 5～
50 μg / mL药物浓度范围内具有良好的线性、选择性，

日内与日间的精密度和准确度、提取回收率、基质效

应，以及稳定性验证结果均满足要求。

然而，相关报道表明，不同的万古霉素检测方法的

测定结果之间存在差异，会对临床治疗方案产生一定

影响。既往研究结果显示，免疫分析法可能缺乏特异

性，会受某些交叉反应物质干扰，如万古霉素降解产

物［20，22 - 24］。当应用 CMIA、FPIA等免疫学方法测定时，

测定结果可能会受万古霉素降解产物的干扰而偏

高［20，25］，尤其对于终末期肾病患者，会致使测定结果假

性升高 50%～70%［26］。秦绪珍等［20］将 UPLC - MS / MS
法与CMIA法的检测定结果进行比较，结果表明两种方

法的检测结果相关性良好，但是存在 21%的负偏倚［20］。
Oyaert等［23］用LC - MS / MS方法同 4个不同厂家的 4种
免疫分析方法进行比较，其中 1种免疫测定方法与

LC - MS / MS方法的平均差异 > 20%，这种差异会导致

至少 20%的样本检测结果的临床解释不一致，其他 3种
免疫分析法的平均差异低于 10%［23］。本研究结果显示，

建立的 UPLC - MS / MS法与 CMIA法的平均差异为

13. 93%，尽管两种方法的检测结果具有良好的相关性，

但存在一定的比例系统误差，95%CI 的最大值为

40. 9%，明显高于通常建议的生物样本测定准确度，这

种差异在临床可能不可接受的。通常认为万古霉素血药

Cmin应维持在 10～20 μg / mL，< 10 μg / mL需增加给药

剂量或频次，> 20 μg / mL则需减少剂量或给药频次，

甚至停用药物。因此，分别选用 10 μg / mL和 20 μg / mL
作为可能会对临床解释产生重要分歧影响的阈值，即

至少 2种方法在这 2个点的检测结果需要保持一致性。

结果表明，两种检测方法的差异会至少导致6. 95%（3 / 43）
样本测定结果的临床解释不一致，这 3份样本序号分

别 为 5 号（21. 63 μg / mL vs. 16. 04 μg / mL）、6 号

（21. 27 μg / mL vs. 18. 44 μg / mL）、16号（20. 84 μg / mL
vs. 15. 91 μg / mL），CMIA法的结果偏高，3份检测结果

均高于 20 μg / mL，提示需要减少剂量或给药频次，甚

至停用药物，而UPLC - MS / MS法的测定结果仍处于

10～20 μg / mL范围内，提示可继续维持目前给药方案

不变，从而导致临床解释的分歧。

综上所述，可认为这 2种检测方法的一致性不理

想，测定结果不能直接替换使用。造成上述误差的原因

可能是多方面的，如 CMIA法作为一种免疫法，可能会

同时检出万古霉素降解产物，提高了检测值；其次，如

前所述，UPLC - MS / MS法的前处理过程相对复杂（蛋

白沉淀、萃取），可能会导致UPLC - MS / MS法的检测

值相应降低；再次，2种检测方法是由不同实验人员分

别进行操作的，也可能造成检测结果之间产生误差。其

具体的原因以及对临床治疗的影响，仍有待进一步

研究。
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