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HPLC法测定人血浆中4种β⁃内酰胺类抗生素浓度

陈文露，熊锋*，赖剑峰，刘惠霞，魏洁，廖晗，刘菊媚（惠东县人民医院药剂科，广东 惠州 516300）

摘要：目的    建立简单经济的高效液相色谱法（HPLC），用于检测人血浆中头孢他啶、美罗培南、头孢曲松和头孢哌酮 4种 β‑内
酰胺类抗生素浓度。方法    采用 Agilent Extend C18（4.6 mm × 250 mm，5 μm）色谱柱，使用超滤管去除蛋白成分。乙腈、

50 mmol·L-1磷酸二氢钠（pH 2.4）作为流动相梯度洗脱，柱温 35 ℃，流速 1 mL·min-1，采用 250、300 nm 双波长紫外分光光度法

检测。结果    4 种 β‑内酰胺类抗生素在各自范围内线性关系良好（r2 > 0.999） ，平均提取回收率 68.98%～83.5%，日内精密度

RSD 0.06%～2.67%，日间精密度 RSD 0.04% ~3.32%。结论    本研究成功建立头孢他啶、美罗培南、头孢曲松和头孢哌酮的

HPLC方法，适用用于这4种β‑内酰胺类抗生素的血药浓度监测。
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Determination of the Concentrations of 4 Kinds of β⁃lactam Antibiotics in Human Plasma by HPLC

CHEN Wenlu，XIONG Feng*，LAI Jianfeng，LIU Huixia，WEI Jie，LIAO Han，LIU Jumei （Pharmacy Department of 

Huidong Hospital，Huizhou，Guangdong 516300，China）
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a simple and economical high performance liquid chromatography （HPLC） method for 
determination of the concentrations of ceftazidime，meropenem，ceftriaxone and cefoperazone in human plasma. METHODS  The 
analysis was performed using an Agilent Extend C18 （4.6 mm × 250 mm，5 μm） chromatographic column，and protein components were 
removed using ultrafiltration tubes. A gradient elution system consisting of acetonitrile and 50 mmol·L-1 sodium dihydrogen phosphate 
（pH 2.4） was employed as the mobile phase. The column temperature was maintained at 35 °C，with a flow rate of 1 mL·min-1. Detection 
was achieved using a dual ‑wavelength ultraviolet spectrophotometry at 250 and 300 nm. RESULTS  The four β ‑ lactam antibiotics 
exhibited good linearity within their respective ranges （r² > 0.999），with an average extraction recovery ranging from 68.98% to 
83.50%. The intra ‑ day precision RSD was between 0.06% and 2.67%，while the inter ‑ day precision RSD was between 0.04% and 
3.32%. CONCLUSION  This study successfully established an HPLC method for the determination of the concentrations of 
ceftazidime，meropenem，ceftriaxone，and cefoperazone，which is suitable for monitoring the plasma concentrations of these four β ‑
lactam antibiotics.
KEYWORDS: HPLC； β‑lactam antibiotics； plasma concentration

β‑内酰胺类抗菌药物是目前临床应用最多且具

有重要临床价值的一类抗菌药物［1］，其包括青霉素

类、碳青霉烯类和头孢菌素类等。当β ‑内酰胺类抗

生素的浓度为 MIC的 3~4倍时，对敏感菌产生最大

的杀灭效果，而浓度越高，几乎没有额外的细菌杀

灭效果［2］。当β‑内酰胺类抗生素在感染部位的游离

浓度高于目标病原体的MIC（fT>MIC）的时间越长，

其杀菌效果越有效［3，4］。

因为β‑内酰胺类抗菌药物没有狭窄的治疗窗，

所以鲜少有研究报道关于β‑内酰胺类抗菌药物的血

药浓度监测，医生大多根据说明书和专家指南对患

者进行经验性用药，对于一些特殊治疗的患者如连

续性肾替代治疗的患者最近有专家组也提出了相关

共识［5］，但其对于一些 β‑内酰胺类抗生素也提出建

议进行血药浓度检测，如头孢哌酮。鉴于对β‑内酰

胺的获得性耐药增加及其与低抗生素血清浓度的关

联，对于病情复杂的重症感染患者，进行β‑内酰胺类

血药浓度监测可能具有更大的临床获益性［6，7］。
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本研究采用超滤管高速离心处理血浆样品，简

化样品提取过程，建立一种高效液相色谱法可测检

4 种 β‑内酰胺类抗生素的血药浓度，避免流动相的

浪费，使检测过程更加快捷、简便，为临床β‑内酰胺

类抗生素治疗血药浓度监测提供参考。

1 材料与方法

1.1   仪器 
Agilent 超高液相色谱仪（配置 Agilent1260 

Infinity Ⅱ样品瓶进样器、Agilent 1260 Infinity Ⅱ全

能泵、Agilent 1260 Infinity Ⅱ可变波长检测器），美

国Agilent公司；HH‑4数显恒温水浴锅，常州澳华仪

器有限公司；艾科浦ATR‑05‑M超纯水系统，重庆颐

洋发展有限公司；XS型电子天平（十万分之一），瑞

士梅特勒‑托利多公司；Eppendorf centrifuge 5418常

温台式离心机，德国艾本德股份公司。

1.2   试剂与药物 
头孢哌酮（批号：ML230111‑04，100%）、头孢他

啶（批号：ZJ221126‑04，98.2%）、头孢曲松（批号：

T220508‑12，99.9%）、美罗培南（批号：AP230512‑
20，99.3%）对照品均购自北方伟业计量集团有限公

司；磷酸二氢钠（批号：2020 年 12 月 7 日，99.0%），

购于天津市化工三厂有限公司；乙腈（色谱纯，BCR 
International Trading）；水为超纯水。

1.3   溶液配置

1.3.1    血浆样品的处理    取血浆样品 400 μL，加入

至超滤管，12 000 r·min-1，离心 10 min，取上清液进

样分析。

1.3.2    标准品制备    分别精密称取美罗培南、头孢

他啶、头孢曲松和头孢哌酮 0.009 98、0.010 04、
0.009 91、0.004 96 g 用去离子水溶解于 10 mL 容量

瓶并定容得到质量浓度分别为 1、1、1、0.5 mg·mL-1 
的贮备液。精密量吸取适量分别置于 5 mL 容量瓶

并定容，获得美罗培南、头孢他啶、头孢曲松质量浓

度分别为 1、5、50、200、400 μg·mL-1，头孢哌酮质量

浓度分别为 2.5、5、25、100、200 μg·mL-1的溶液Ⅰ～

Ⅴ，即得。

1.4   色谱条件 
采 用 Agilent Extend C18 色 谱 柱（4.6 mm × 

250 mm，5 μm），进样量 10 μL，柱温 35 ℃ ，流速

1 mL·min-1，双波长 250、300 nm，梯度洗脱，程序

见表1。

2 方法学确证

2.1   方法的专属性 
在本试验建立的 HPLC 色谱条件下，头孢曲松

的保留时间是 5.7 min，美罗培南的保留时间是

6.4 min，头孢他啶的保留时间是 7.7 min，头孢哌酮

的保留时间是 12.1 min。典型色谱图见图 1，可见血

浆样品色谱峰对美罗培南、头孢他啶、头孢曲松和

头孢哌酮标准品形无干扰，无前沿峰、拖尾峰，且分

离良好。

2.2   标准曲线和定量下限

取对照品溶液适量，在“1.4”项色谱条件下进样

测定。以对照品峰面积为纵坐标（Y），质量浓度为

横坐标（X）进行回归，各成分在各自范围内线性关

系良好，结果见表2。
2.3   精密度

精密度和准确度制备 3个浓度质量控制样品各

5 份，随行标准曲线，按“1.4”项下操作，连续测定

3 批，记录色谱峰，计算日内和日间精密度 RSD，结

果见表3。
2.4   回收率

取血浆 200 μL，加入美罗培南、头孢他啶、头孢

曲松和头孢哌酮 50、500、1 000 μg·mL-1系列标准液

各 50 μL，得 12.5、25、250 μg·mL-1，旋涡混匀，3个浓

度各 5 份，按照“1.4”项下方法进样检测，得各峰面

积，分别求平均值（记作A1）；抗生素质量控制样品，

加入 200 μL超纯水，加入美罗培南、头孢他啶、头孢

曲松和头孢哌酮 50、500、1 000 μg·mL-1系列标准液

各 50 μL，得 12.5、125、250 μg·mL-1；旋涡混匀，3 个

浓度各 5份，直接进样，得各抗生素峰面积，分别求

平均值（记作 A2）；按以下公式分别计算取美罗培

南、头孢他啶、头孢曲松和头孢哌酮的提取回收率，

具体结果见表4。
R%= A1

A2 × 100%
2.5   血浆稳定性考察 

配制美罗培南、头孢他啶、头孢曲松和头孢哌

表1 梯度洗脱程序

时间/min
0
3

11
15

乙腈/%
8

12
30

8

50 mmol·L-1磷酸二氢钠（pH2.4）/%
92
88
70
92
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表4 4种抗生素提取回收率（x ± s）

药品名称

美罗培南

头孢曲松

头孢他啶

头孢哌酮

浓度/μg·mL-1

250
125

12.5
250
125

12.5
250
125

12.5
250
125

12.5

提取回收率（n = 5）/% 
72.59 ± 0.92
72.75 ± 0.83
69.97 ± 1.51
83.28 ± 0.97
83.50 ± 1.18
77.81 ± 1.14
72.24 ± 1.18
74.72 ± 0.87
73.07 ± 1.47
73.99 ± 1.23
68.98 ± 1.43
70.39 ± 1.25

RSD/%
1.56
1.39
2.64
1.42
1.73
1.79
2.01
1.43
2.47
2.04
2.54
2.17

表2 4种抗生素线性关系及检测限

成分

美罗培南

头孢他啶

头孢哌酮

头孢曲松

回归方程

Y = 12.947X‑38.62
Y = 20.122X + 42.305
Y = 5.679 6X + 0.705 9
Y = 18.356X‑20.075

r2

0.999 3
0.999 0
0.999 1
0.999 2

线性范围/μg
1 ~ 400 
1 ~ 400

2.5 ~ 200
1 ~ 400

检测限/μg
1
1
2.5
1

t/min

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 171 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 171 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
t/min

A B

C D

FE

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3
4

注：1.头孢曲松；2.美罗培南；3.头孢他啶；4.头孢哌酮。A.对照品溶液 250 nm； B.对照品溶液 300 nm； C.空白血浆样品 250 nm； D.空白血浆

样品 300 nm； E.血浆对照品 250 nm； F.血浆对照品 300 nm。

图1 各成分HPLC色谱图

表3 4种抗生素精密度

药品名称

美罗培南

头孢曲松

头孢他啶

头孢哌酮

浓度/μg·mL-1

200
100

25
200
100

25
200
100

25
200
100

25

日内RSD/%
0.39
0.21
0.18
0.15
0.06
0.32
2.67
2.28
2.10
0.23
0.35
0.49

日间RSD/%
0.04
1.61
0.83
0.04
1.52
0.32
1.75
0.54
0.43
0.11
3.32
2.07
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酮低、中、高浓度为 12.5、125、250 μg·mL-1的血清质

控样品各 5 份，在连续冻融 3 次，室温下至少稳定

6 h，在 4 ℃条件下至少稳定 24 h，在-20 ℃条件下至

少稳定72 h，RSD均在15%之内。

3 讨论

β‑内酰胺类抗生素抗菌谱广、毒性低、治疗窗

宽，广泛用于临床抗感染治疗，普遍认为安全性高，

但近年来不良反应报道屡见不鲜［8，9］。对于一些特

殊患者如重症感染患者、需要连续性肾替代治疗和

肾透析的患者等，由于患者病理生理状态的复杂

性，药代动力学（PK）和药效学（PD）发生改变，医药

工作者难以根据指南、说明书中健康志愿者或轻症

患者的PK /PD参数预测患者的治疗效果，更容易出

现药物不良反应和剂量不足等情况，对原发疾病治

疗的影响不可估量。进行治疗药物监测是优化特

殊患者抗生素治疗方案的重要手段，但是目前对于

这类抗生素的检测及指导用药并不成熟。尽管有

方法已经被用于临床的检测［10］，但总有复杂的前处

理步骤或较长的测定时间等不便之处。

本研究初期对样品处理方法参考文献［11-14］处理

比较后发现，直接用超滤管处理血浆样品可较为彻

底的去除蛋白，并提高检测限，降低杂质干扰。对

磷酸缓冲盐如磷酸二氢钾［11］、磷酸二氢钠［15］进行了

浓度和 pH的考察，同时考察了有机相乙腈和甲醇，

色谱柱Agilent Extend C18色谱柱（4.6 mm × 250 mm，

5 μm）和 Waters Symmetry shield RP1 8 色 谱 柱

（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）［16］。最终确定流动相为

50 mmol·L−1磷酸二氢钠（pH2.4）和乙腈进行梯度洗

脱，在此色谱条件下美罗培南、头孢他啶、头孢曲松

和头孢哌酮的分离度较好、峰型良好、保留时间适

中，整体洗脱时间可控制在15 min。
此方法血浆样品处理方便，检测过程快捷方

便，与质谱检测或较新的超高性能液相色谱系统相

比，分析仪器相对普遍；检测费用和液相质谱相比

较为经济。能够使用一个简单而廉价的检测手段

分析β‑内酰胺类抗生素在病人血液中的药物浓度，

对于降低细菌耐药率、使用合理的抗生素药物浓度

和提高患者的就医体验是非常的有必要的。

综上所述，本研究建立的头孢他啶、美罗培

南、头孢曲松和头孢哌酮 HPLC 方法，为临床合理

应用这 4 种 β‑内酰胺类抗生素提供了一个有力

工具。
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