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摘 要 目的：比较高效液相色谱（HPLC）法与微生物法测定人血浆中去甲万古霉素浓度的差异。方法：分别使用HPLC法与微

生物法对人血浆中去甲万古霉素浓度进行检测，回顾性分析两种技术的临床测结果。结果：两种方法所测得结果的回归方程为

y＝0.992 7x+0.155 8（r＝0.997 6），比较去甲万古霉素血药浓度的检测结果差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：HPLC法与微生物

法均为较有效且可靠的去甲万古霉素血药浓度检测技术。各医院在对去甲万古霉素进行血药浓度检测时，可根据医院自身的条

件选择相应的检测方法。
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Comparison of Plasma Concentration of Norvancomycin by HPLC and Microbiological Method
ZHANG Kai-li，LI Cheng，LI Yu-zhen，YANG Chun-zhi（The People’s Hospital of Futian Shenzhen，Guangdong
Shenzhen 518033，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the differences of plasma concentration of norvancomycin by HPLC and microbiological

method. METHODS：Microbiological method and HPLC were used to detect the plasma concentration of norvancomycin，and clinical

test result of both techniques was retrospectively analyzed. RESULTS：There were no significant differences in the plasma concentra-

tion of norvancomycin by microbiological method and HPLC（y＝0.992 7x+0.155 8，r＝0.997 6）（P＞0.05）. CONCLUSIONS：Both

microbiological method and HPLC are more effective and reliable for the plasma concentration detection of norvancomycin. The hospi-

tals can choose corresponding method according to their condition when determining plasma concentration of norvancomycin.

KEYWORDS HPLC；Microbiological method；Norvancomycin；Plasma concentration

􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘􀤘

去甲万古霉素属于三环糖肽类抗生素，具有较为理想的

革兰阳性菌抑制作用，特别有助于现阶段临床常见的表皮葡

萄球菌和耐药金黄色葡萄球菌感染性疾病的治疗，且患者细

菌耐药性发生率较低，因而临床应用价值较高。然而，去甲万

古霉素存在一定的肾毒性和耳毒性反应，因而患者临床治疗

过程中需要加强血药浓度的监测。高效液相色谱（HPLC）法
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与微生物法是现阶段临床常用的血药浓度检测方法，笔者分

别利用两种方法对人血浆中去甲万古霉素浓度进行了检测，

并对测定结果进行了比较。

1 材料
1.1 仪器

HPLC仪，包括Empower色谱工作站、2487 紫外-可见分光

光度检测器、1525泵（美国 Waters 公司）；抗生素效价测定仪

（北京先驱威锋技术开发公司）；TGL-16C 离心机（上海安亭科

学仪器厂，离心半径：6.0 cm）。

1.2 试剂与菌株

去甲万古霉素标准品（日本 ELiLiLLy 公司，批号：

H20030375，纯度：99.2％）；CMCC（B）枯草芽孢杆菌（江苏省

药品检验所，批号：63501）；抗生素检定培养基Ⅷ号（北京三药

科技公司，批号：070905）；磷酸二氢钾为分析纯，异丙醇、三氯

甲烷、乙腈为色谱纯。空白血浆由深圳市中心血站提供。

2 方法与结果
2.1 HPLC法

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Symmetry-C18（150 mm ×4.6 mm，

5.0 µm）；流动相：乙腈-0.05 mmoL/L磷酸二氢钾（8∶92，V/V）；

进样量：20 µl；检测波长：236 nm；流速：1 ml/min。

2.1.2 标准溶液的配制 准确称取去甲万古霉素标准品 5

mg，置于25 ml量瓶中，用纯水溶解并定容，配制成质量浓度为

200 µg/ml的标准贮备液，4 ℃冷藏，备用。临用时用空白血浆

稀释成质量浓度为5、10、20、40、60、80 µg/ml的标准溶液。

2.1.3 血样处理 取血浆样品 500 µl，置于 5 ml离心管内，加

入 20％硫酸锌（ZnSO4）溶液 500 μl，涡旋混合 2 min，以转速为

3 500 r/min离心10 min，取上清液20 μl进样测定。

2.1.4 标准曲线的制备 取系列浓度去甲万古霉素的血浆标

准溶液，按“2.1.3”项下方法处理后，取 20 μl进样测定，记录色

谱图。以峰面积（A）对药物浓度（c）进行线性回归，得标准曲

线方程：A＝134.35c+230.93（r＝0.999 4，n＝6）。结果表明，去

甲万古霉素血药浓度在5～80 µg/ml范围内线性关系良好。

2.1.5 回收率及精密度试验 按照“2.1.2”项下方法，用空白

血浆配制质量浓度为10、20、60 µg/ml的去甲万古霉素标准溶

液，按照“2.1.3”项下方法进行样品处理，取样 20 µl进样测定，

通过标准曲线计算其实际浓度，并计算回收率。在空白血浆

中加入去甲万古霉素标准溶液，分别配制质量浓度为 10、20、

60 µg/ml的血浆标准溶液，进行离心处理，进样20 µl，24 h内重

复测定5次，同一浓度连续测定5 d，并分别对高、中、低浓度的

日间和日内相对标准差（RSD）进行计算[1]。回收率及精密度

试验结果见表1。

表1 回收率及精密度试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 Results of recovery and precision test（x±±s，n＝5）

检测方法
HPLC法

微生物法

理论浓度，μg/ml

10

20

60

10

20

60

日间RSD，％
5.83

5.42

4.94

4.22

5.02

5.51

日内RSD，％
5.75

4.82

4.53

6.49

5.63

4.59

回收率，％
98.3±2.21

101.5±4.33

97.2±4.34

100.7±2.32

98.1±1.22

99.2±2.22

2.1.6 稳定性试验 分别取 2份质量浓度为 10、20、60 µg/ml

的去甲万古霉素血浆标准溶液，每份4 ml，一份置于－20 ℃冷

冻，一份置于室温条件下，并分别于 0、2、4、8、12 h取样，进行

离心处理，进样 20 µl，对去甲万古霉素的浓度进行测定，检测
样品的稳定性。结果显示，置室温和冷冻条件下的测定结果
基本一致。可知，在室温和反复冻融条件下去甲万古霉素血
浆样本均具有良好的稳定性，测定过程中不需要加以特殊保
护[2]。

2.1.7 专属性试验 分别取患者血浆样品 400 μl和空白血浆
400 μl，加入20％ ZnSO4溶液400 μl，涡旋混合2 min，以转速为
500 r/min 离心 10 min，取上清液 20 μl 进样测定，记录色谱图
（图1）。由图1可见，去甲万古霉素保留时间为7.07 min，且色
谱峰与空白血浆中内源物质分离度高，分离效果良好。
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图1 去甲万古霉素HPLC图
A.空白血浆；B.患者血浆；1. 去甲万古霉素；2.ZnSO4

Fig 1 HPLC chromatogram of norvancomycin
A. blank plasma；B.patient’s plasma；1.norvancomycin；2. ZnSO4

2.2 微生物法

2.2.1 标准溶液的配制 准确称取去甲万古霉素标准品 50

mg，用灭菌的磷酸盐缓冲液（pH 6.0）配制成质量浓度为 1 000

µg/ml的溶液，并用空白血浆将其稀释成质量浓度为为 5、10、

15、20、40、60 µg/ml的标准溶液[2]。

2.2.2 菌悬液的配制 取CMCC（B）枯草芽孢杆菌，按《中国
药典》2010年版附录方法[3]配制。

2.2.3 含菌平板制备 将已灭菌的抗生素检定培养基Ⅷ号加
热融化，待冷却至 60 ℃时加入适量枯草芽孢杆菌悬液，摇匀，

用灭菌吸管吸取20 ml，注入已消毒的直径为90 mm的抗生素
测定专用平皿中，摊布均匀，用陶瓦盖覆盖，静置待凝固。

2.2.4 打孔加样 制好的平皿冷却凝固后，用内径为3 mm的
不锈钢管打 6个孔，挑去孔内琼脂，将配制好的 5、10、15、20、

40、60 µg/ml系列浓度标准溶液，用微量移液器依次注入 6个
小孔中，每孔 25 µl，并予标记，用陶瓦盖覆盖。于（36±1）℃
恒温培养14～16 h，取出置抗生素效价测定仪扫描各抑菌圈直
径（D），根据D大小对去甲万古霉素浓度的对数（c）作线性回
归，计算得回归方程：D＝0.017 9c+0.945 5（r＝0.997 4，n＝

6）。结果表明，去甲万古霉素检测浓度在5～60 µg/ml内线性
关系良好。

2.2.5 回收率及精密度试验 将去甲万古霉素标准溶液用血
浆稀释，使其浓度分别为 10、20、60 µg/ml，24 h 内重复测定 5

次，同一浓度连续测定5 d，计算回收率、日内和日间RSD。回

收率及精密度试验结果结果见表1。
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2.3 统计学方法

通过 SPSS 17.0软件分析和处理所得数据。计数资料采

用χ2检验；计量资料以x±s表示，通过单因素方差分析法进行

统计学处理。如果所得分析结果示P＜0.05，可以证实两组数

据资料比较差异具有统计学意义。

2.4 HPLC法与微生物法实际血样测定结果比较

取 30名应用去甲万古霉素患者的血液样本，分别通过

HPLC 法与微生物法进行血药浓度检测，结果见表 2。以

HPLC法测得的结果为横坐标，微生物法测得的结果为纵坐标

作图，并进行线性回归分析，结果见图 2。两种方法所测得结

果的回归方程为 y＝0.992 7x+0.155 8（r＝0.997 6），表明两种

检测方法具有较为理想的相关性。对两种方法的检测结果进

行统计学分析，得P＞0.05，表明两种检测方法比较差异无统

计学意义。

表2 两种检测方法血药浓度测定结果（µg/ml）

Tab 2 Results of content determination of samples by 2

kinds of methods（µg/ml）

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

HPLC法
19.32

7.31

11.67

8.43

22.44

53.60

30.65

11.38

41.30

15.87

微生物法
19.12

7.35

11.50

7.73

23.01

53.10

30.77

11.85

41.96

15.12

序号
11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

HPLC法
13.14

9.56

32.14

35.87

7.57

38.45

40.23

10.54

6.10

59.30

微生物法
13.05

9.45

32.01

35.21

7.55

38.87

40.01

10.55

6.05

56.11

序号
21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

HPLC法
14.89

9.89

16.86

25.69

8.42

30.33

47.10

50.54

28.30

10.55

微生物法
15.90

9.18

17.68

25.20

8.44

28.56

47.20

50.20

27.20

9.81

60

50

40

30

20

10

0

微
生

物
法

测
得

血
药

浓
度

，μ
g/

m
l

0 20 40 60 80

HPLC法测得血药浓度，μg/ml

图2 两种检测方法的相关性

Fig 2 Correlation of the two detection method

3 讨论
血浆样品的预处理方法，文献报道主要采用沉淀法或沉

淀后液-液萃取法[4]。沉淀后液-液萃取法，如用乙腈-异丙醇沉

淀蛋白后用二氯甲烷反提，所得样品杂质较少，但操作烦琐且

易产生乳化。文献中以10％ZnSO4沉淀血浆后直接进样，但笔

者经试验发现，采用 10％的ZnSO4沉淀血浆，以转速为 10 000

r/min离心 10 min，上清液仍有肉眼可见杂质，无法进样测定。

经过一系列的摸索，笔者最终采用加入与样品等体积的 20％

ZnSO4 溶液，涡旋混合 2 min，以转速为 3 500 r/min 离心 10

min，取上层清液进样，处理后的样品可以满足试验的需要。

采用HPLC法测定万古霉素和去甲万古霉素时，流动相一

般都选择pH 3.2的磷酸二氢钾缓冲液和甲醇或乙腈[5]，故笔者

选用 pH 3.2的磷酸二氢钾-乙腈（92 ∶ 8，V/V）为流动相。试验

中发现，乙腈比例对去甲万古霉素保留时间影响大，经反复配

比试验，最终确定 0.05 mmoL/L磷酸二氢钾-乙腈比例为 92 ∶ 8

（V/V）。这一色谱条件可以很好地使去甲万古霉素与其他杂

质分离，符合生物样品测定的要求。

HPLC法和荧光偏振免疫法（FPIA）是现阶段临床上较为

常用的两种去甲万古霉素药物浓度的检测方法。利用FPIA法

检测去甲万古霉素浓度，样品预处理相对简单，测定快速，但

存在不少因素制约其广泛应用。而 HPLC 法所需仪器为

HPLC仪，一般的医院都具备，去甲万古霉素HPLC检测不需

要试剂盒，花费仅为FPIA法的 1/5。因此，对于一般的医院而

言，临床监测去甲万古霉素血药浓度宜采用HPLC法[6]。

采用HPLC法对去甲万古霉素血药浓度进行测定，具有较

高的灵敏度、重现性、准确性，而且分析时长适中，适用于临

床。然而，HPLC法测定技术需要专用耗材和仪器，因而操作成

本相对较高；所用试剂有一定的毒性，操作过程中需要对自身

进行必要的防护；对样品要求较严格，样品前处理较为复杂[7]。

采用微生物法对去甲万古霉素血药浓度进行测定，样品处理

方法较为简单，且不需要特殊的仪器设备[8]。然而，微生物法

需要对相关微生物进行培养，比较烦琐耗时；检测过程中容易

受到多种复杂因素的影响，若患者同时接受其他抗生素治疗，

则该方法的准确性会受到较大影响；需要对测定时高浓度点

超出线性范围上限的情况加以关注，稀释后再进行测定[9]。但

在排除其他抗生素干扰的条件下，单从对血药浓度测定的准

确性来分析，两种检测方法的检测结果比较差异无统计学意

义（P＞0.05），均可作为临床血药浓度的检测方法。各医院在

对去甲万古霉素进行血药浓度检测时，可根据医院自身的条

件选择相应的检测方法。
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