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代谢分析

HPLC 法同时测定儿童患者血清中万古霉素、咖啡因和氨茶碱浓度
及其临床应用 *

李赛 1，李寿林 1，王东亮 1，苏凌璎 2**

（1. 淮安市妇幼保健院药学部，淮安 223001；2. 南京医科大学附属淮安第一医院神经内科，淮安 223300）

摘要　目的：建立 HPLC 法同时测定儿童患者血清中万古霉素、咖啡因和氨茶碱浓度的方法并应用于临

床检测。方法：选用 6% 高氯酸为蛋白沉淀剂，乙酰苯胺为内标物，采用 Nucifera C18（250 mm×4.6 mm， 
5 μm）色谱柱，以甲醇 -0.05 mol · L-1 磷酸二氢钾溶液（18 ∶ 82，v/v）为流动相，流速 1 mL · min-1，检测波长

236 nm，柱温 25 ℃，进样量 20 μL。结果：万古霉素和氨茶碱血清药物浓度在 1.0~100 μg · mL-1 范围内线性

关系良好，标准曲线分别为 Y=0.010 6X+0.006 9（r=0.998 8）、Y=0.012 7X+0.008 4（r=0.998 9）；咖啡因血清药

物浓度在 1.0~160 μg · mL-1 范围内线性关系良好，标准曲线为 Y=0.015 4X-0.010 1（r=0.999 1）；定量限均为

1.0 μg · mL-1；待测物的平均相对回收率均在 97.8%~103.1%，日内和日间的精密度相对标准偏差均＜ 10%， 
样品稳定性良好。收集 10 例接受万古霉素、氨茶碱或咖啡因治疗的患儿进行方法验证，符合临床检测需求。

结论：本方法操作简便，准确度高，适应于儿童患者血清万古霉素、氨茶碱或咖啡因浓度的同时测定。
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Simultaneous determination of vancomycin, aminophylline and caffeine 
in children’s serum by HPLC method*
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Abstract　Objective: To establish an HPLC method for simultaneous determination of vancomycin, caffeine and 
aminophylline in serum of children patients and apply it to clinical detection. Methods: 6% perchloric acid was 
used as protein precipitator and acetanilide was used as internal standard. The determination was performed on 
Nucifera C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with mobile phase methanol-0.05 mol · L-1 potassium dihydrogen 
phosphate (18 ∶ 82, v/v). The detection wavelength was 236 nm, the flow rate was 1 mL · min-1, the column  
temperature was 25 ℃, and the sample size was 20 μL. Results: The serum concentrations of vancomycin  
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and aminophylline were in the range of 1.0-100 μg · mL-1, and the standard curves were Y=0.010 6X+0.006 9 
(r=0.998 8), Y=0.012 7X+0.008 4 (r=0.998 9), respectively. The serum concentration of caffeine had a good linear 
relationship in the range of 1.0-160 μg · mL-1, and the standard curve was Y=0.015 4X-0.010 1 (r=0.999 1). 
Quantitative downlines were all 1.0 μg · mL-1. The average recovery rates of the three compounds ranged from 97.8% 
to 103.1%, and the relative standard deviations of intraday and daytime precision were less than 10%, indicating good 
sample stability. Ten cases of children receiving vancomycin, aminophylline or caffeine were collected for method 
verification, which met the needs of clinical detection. Conclusion: The method is simple, rapid, accurate, and is 
suitable for the simultaneous determination of serum vancomycin, caffeine and aminophylline in children.
Keywords: high performance liquid chromatography; vancomycin; caffeine; aminophylline; pediatric patients; 
serum concentration; simultaneous determination

万古霉素属糖肽类抗菌药物，临床主要用于耐

甲氧西林金葡菌（MASA）或其他革兰阳性菌感染

的治疗，但考虑到万古霉素过量可导致耳肾毒性 [1]、

药代动力学参数在不同年龄段儿童患者中变异较大

等原因，临床使用需进行血药浓度监测 [2]。氨茶碱

现主要用于治疗哮喘、早产儿呼吸暂停等疾病 [3-4]，

其安全范围较窄，安全浓度范围仅为 5~20 mg · L-1，

过量易导致毒性反应发生。咖啡因作为治疗早产

儿呼吸暂停的一线药物 [5]，其安全的浓度范围为 8~ 
30 mg · L-1[6]。当早产儿出现给予初始剂量咖啡因治

疗后呼吸暂停仍频繁发生或出现神经系统、心血管系

统不良反应时，需及时进行血药浓度检测。

因此，进行万古霉素、氨茶碱和咖啡因血药浓度

检测，对于保障新生儿用药安全具有重要意义。但调

研文献发现，目前关于 3 种药物血药浓度检测方法都

是独立的，不适应于新生儿患者。本研究拟建立可以

同时测定患儿血清中万古霉素、咖啡因和氨茶碱的

HPLC 方法，操作简便，适用于存在呼吸衰竭合并耐

药革兰阳性球菌感染时需联合使用万古霉素和氨茶

碱或咖啡因的新生儿患者。

1　仪器与试药
1.1　仪器

Agilent 1220 高效液相色谱仪（Agilent 公司）；

梅特勒 AL104 万分之一电子天平（Mettler Toledo 公

司）；WH-3 微型旋涡混合仪（上海沪西分析仪器厂

有限公司）；MC-12pro 离心机（群安实验仪器有限公

司）等。

1.2　药品与试剂

万古霉素对照品（批号 100963，含量≥ 98%），

购自中国食品药品检定研究院；对照品咖啡因（批号

AK02391，含量≥ 99%）、氨茶碱（批号 OX09320，含

量≥ 98%）、乙酰苯胺（批号 ZH04721，含量≥ 99%），

均购自万佳标准物质研发中心有限公司；甲醇、乙腈

（色谱级），均购自国药集团化学试剂有限公司。

本研究空白血清取自来院体检儿童（淮安市妇

幼保健院检验科提供）。10 例患儿血清取自淮安市

妇幼保健院儿科和新生儿科病区接受万古霉素、氨茶

碱或咖啡因治疗患儿，平均年龄（3.18±3.09）月，平

均体质量（3.17±2.35）kg，本研究经淮安市妇幼保健

院伦理委员会批准（伦理号 2019069）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件

采用 Nucifera C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱

柱，以甲醇 -0.05 mol · L-1 磷酸二氢钾（18 ∶ 82，v/v） 
为流动相，流速 1 mL · min-1，检测波长 236 nm，柱温 
25 ℃，进样量 20 μL。
2.2　对照品储备液配制

精密称取万古霉素、氨茶碱、咖啡因的对照品各

10.2 mg，分别置 10 mL 量瓶中，加入水溶解并定容至刻

度，充分摇匀，配制成质量浓度为 1 mg · mL-1 的对照品

储备液。上述 3 个对照品储备液 4 ℃避光保存备用。

2.3　内标储备液配制

精密称取内标物质乙酰苯胺对照品 10.1 mg，置
10 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并定容至刻度，充分摇

匀，配制成质量浓度为 1 mg · mL-1 内标储备液，并于

4 ℃避光保存备用。

2.4　血清样品处理方法

取血清样品 0.2 mL，加入内标储备液 10 μL，加
入 6% 高氯酸 50 μL，涡旋振荡混匀 1 min，充分沉淀

蛋白，12 000 r · min-1 离心 5 min，取上清液进样分析。

2.5　方法学确证

2.5.1　专属性　取空白血清，用甲醇 - 水（20 ∶ 80）
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溶液代替内标储备液，按“2.4”项下方法处理后，按

“2.1”项下条件进样记录得到空白血清色谱图。另

分别取加入对照品的空白血清、使用万古霉素和氨

茶碱患儿血清以及使用万古霉素和咖啡因患儿血

清，按“2.4”项下方法处理后，按“2.1”项下条件分

别进样记录色谱图。万古霉素、氨茶碱、咖啡因以

及内标乙酰苯胺峰形及分离度良好，保留时间分别

为 4.15、8.01、13.05、20.45 min。且空白血清中的内

源性物质不干扰待测药物及内标的测定，色谱图见 
图 1。
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1. 万古霉素（vancomycin）　2. 茶碱（theophylline）　3. 咖啡因（caffeine）　4. 内标（internal standard）
A. 空白血清（blank serum）　B. 空白血清加内标（blank serum and internal standard）　C. 空白血清加对照品和内标（blank serum with standards and 
internal standard）　D. 使用万古霉素和氨茶碱患儿血清（serum sample from a pediatric patient after intravenously administration of vancomycin and 
aminophylline）　E. 使用万古霉素和咖啡因患儿血清（serum sample from a pediatric patient after intravenously administration of vancomycin and caffeine）
图 1　万古霉素、氨茶碱和咖啡因血清样品色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of vancomycin, aminophylline and caffeine in serum

2.5.2　标准曲线和定量限　分别精密吸取万古霉

素、氨茶碱和咖啡因的对照品储备液，用甲醇 - 水

（20 ∶ 80）稀释 5 倍配制成 200 μg · mL-1 标准工作

液。分别精密吸取 3 个标准工作液适量于 2 mL 离

心管中，室温经氮气吹干后，加入空白血清 200 μL，
使万古霉素和氨茶碱血清终质量浓度分别为 100、

80、40、20、10、5、2.5、1 μg · mL-1，咖啡因血清终质量

浓度分别为 160、80、40、20、10、5、2.5、1 μg · mL-1。

按照“2.4”项下方法进行样品前处理并进样，记录

色谱图。以待测物浓度（X，μg · mL-1）为横坐标，

以待测物与乙酰苯胺峰面积比值（Y）为纵坐标，用

加权（W=1/X2）最小二乘法进行线性回归。万古霉
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素、氨茶碱和咖啡因的直线回归方程和相关系数分 
别为

Y=0.010 6X+0.006 9 r=0.998 8
Y=0.012 7X+0.084 r=0.998 9
Y=0.015 4X-0.010 1 r=0.999 1

结果表明，万古霉素和氨茶碱血药浓度在 1.0~ 
100 μg · mL-1 范围内线性关系良好；咖啡因血清药物

浓度在 1.0~160 μg · mL-1 范围内线性关系良好。按

信噪比 S/N ≥ 10，待测物定量限均为 1.0 μg · mL-1。

2.5.3　精密度　分别精密吸取“2.5.2”项下万古霉

素、氨茶碱和咖啡因标准工作液适量，加入甲醇 - 水

（20 ∶ 80）配制成高、中、低质量浓度的质控溶液，万古

霉素 80、30、2 μg · mL-1；氨茶碱 80、30、2 μg · mL-1；咖

啡因 130、40、2 μg · mL-1。按照“2.4”项下方法进行

血清样品处理并检测，每日平行测定 5 次，连续 5 d 
测定，计算日内和日间精密度。万古霉素、氨茶碱

和咖啡因高、中、低浓度质控溶液日内、日间精密度

RSD 值在 2.3%~9.7%，结果见表 1。

表 1　万古霉素、氨茶碱及咖啡因精密度试验结果（
_
x±s, n=5）

Tab. 1　Precision test results of vancomycin, aminophylline, and caffeine

分析物（anaylyte）
理论浓度

（concentration）/
（μg · mL-1）

日内精密度（intra-day） 日间将密度（inter-day）
实测浓度（measured concentration）/

（μg · mL-1）
RSD/%

实测浓度（measured concentration）/
（μg · mL-1）

RSD/%

万古霉素

（vancomycin）
2 1.88±0.14 7.6 2.04±0.18 9.0

30 29.40±1.18 4.0 30.19±2.20 7.3
80 80.43±2.59 3.2 81.17±2.16 2.7

氨茶碱

（aminophylline）
2 1.98±0.09 4.5 2.04±0.15 7.3

30 30.82±2.67 8.7 31.32±2.18 7.0
80 79.97±3.12 3.9 79.63±3.08 3.9

咖啡因

（caffeine）
2 2.05±0.17 8.4 2.07±0.20 9.7

40 39.87±2.45 6.1 40.25±3.24 8.1
130 128.53±2.96 2.3 127.94±4.45 3.5

2.5.4　回收率　取“2.5.3”项下方法万古霉素、氨茶

碱和咖啡因高、中、低浓度质控溶液，按照“2.4”项下

方法进行血清样品处理并检测，每个浓度平行制作 5
份。根据待测物线性回归方程计算实测浓度，相对

回收率为实测浓度与理论浓度比值。3 个待测物高、

中、低浓度质控样品相对回收率在 97.8%~103.1%，

RSD 在 2.7%~9.4%，结果见表 2。此方法的回收率符

合要求。

表 2　万古霉素、氨茶碱及咖啡因回收率试验结果（
_
x±s，n=5）

Tab. 2　recovery test results ofvancomycin, aminophylline, and caffeine

待测药物（drug）
理论浓度（concentration）/

（μg · mL-1）

实测浓度（measured concentration）/
（μg · mL-1）

回收率

（recovery）/%
RSD/%

万古霉素

（vancomycin）
2 1.96±0.15 97.8±7.3 7.5

30 29.67±1.70 98.9±5.7 5.7
80 80.91±2.21 101.1±2.8 2.7

氨茶碱

（aminophylline）
2 2.03±0.18 101.7±9.6 9.4

30 30.67±1.83 102.3±6.1 6.0
80 80.88±2.31 101.1±3.2 3.1

咖啡因

（caffeine）
2 2.06±0.18 103.1±9.0 8.7

40 39.71±2.61 99.3±6.5 6.6
130 130.84±6.19 100.6±4.8 4.7

2.5.5　稳定性　取“2.5.3”项下万古霉素、氨茶碱和

咖啡因高、中、低浓度质控溶液，分别按照“2.4”项下

方法进行血清样品处理并检测，考察各浓度质控样

品短期、长期和冻融循环稳定性。稳定性试验结果

显示，室温放置 24 h（短期稳定性）、-20 ℃放置 3 月

（长期稳定性）、-20 ℃反复冻融 3 次（冻融循环稳定

性）RSD 均＜ 10%，表明待测药物在上述条件下稳定

性良好，结果见表 3。
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表 3　万古霉素、氨茶碱及咖啡因稳定性试验结果（
_
x±s，n=5）

Tab. 3　Stability test results of vancomycin, aminophylline, and caffeine

待测药物

（drug）

理论浓度

（concentration）/
（μg ·  mL-1）

室温 24 h
（room temperature 24 h）

-20 ℃ 3 月
（long-term -20 ℃ 3 mouth）

-80 ℃冻融 3 次

（freeze -80 ℃ / thaw 20 ℃ 3 times）
实测浓度（measured 

concentration）/
（μg · mL-1）

RSD/%
实测浓度（measured 

concentration）/
（μg · mL-1）

RSD/%
实测浓度（measured 

concentration）/
（μg · mL-1）

RSD/%

万古霉素

（vancomycin）
2 1.96±0.16 8.0 1.90±0.09 4.8 2.02±0.19 9.3

30 29.90±2.62 8.8 30.42±1.99 6.6 30.13±2.40 8.0
80 80.36±2.57 3.2 79.36±2.57 3.2 82.73±3.77 4.6

氨茶碱

（aminophylline）
2 1.90±0.14 7.3 1.96±0.18 9.3 1.98±0.12 6.1

30 30.63±2.52 8.2 29.89±1.59 5.3 31.46±2.87 9.1
80 80.17±2.83 3.5 78.98±2.38 3.0 80.42±2.77 3.5

咖啡因

（caffeine）
2 2.06±0.17 8.5 2.04±0.12 6.0 2.08±0.16 7.9

40 41.03±2.34 5.7 38.68±2.87 7.4 40.26±2.78 6.9
130 132.80±6.02 4.5 129.86±3.97 2.4 128.74±3.40 2.6

2.6　临床应用

本研究采用上述方法对 10 例接受万古霉素、氨

茶碱或咖啡因治疗的患儿血清药物浓度进行测定。

该 10 例患者中万古霉素给药剂量范围为 28.90~ 
40.05 mg · kg-1 · d-1，每 12 h 或 8 h 给药 1 次，氨茶碱给

药剂量范围为 4.49~6.01 mg · kg-1 · d-1，每 12 h 给药 1
次，咖啡因给药剂量范围为 5.13~10.00 mg · kg-1 · d-1，

每天给药 1 次。参考相关文献 [4，7-8] 及药物半衰期，

万古霉素、氨茶碱和咖啡因分别在连续给药至少 
2 d、5 d 和 5~7 d 后血药浓度达稳态，联合用药患儿

因给药时间不同满足同时测定要求。静脉血抽取选

择晨起给药前，无需空腹。6 例患儿进行万古霉素血

药浓度检测，质量浓度范围为 4.93~11.05 μg · mL-1， 

仅有 2 例患儿血清药物浓度达到目标谷浓度 10~ 
20 μg · mL-1，这与既往研究发现儿童患者标准剂量

下，万古霉素谷浓度达标率较低 [9] 一致。6 例患儿

进行咖啡因血清药物浓度检测，质量浓度范围为

9.77~28.65 μg · mL-1，目前咖啡因目标谷浓度范围

尚存在争议，药品说明书推荐质量浓度范围为 8~ 
30 μg · mL-1，6 例 患 儿 谷 浓 度 均 达 标。2 例 患 儿

进行氨茶碱血清药物浓度检测，质量浓度分别为 
5.30 μg · mL-1 和 6.79 μg · mL-1，均达到目标谷浓度 5~ 
10 μg · mL-1。以上所有结果均在定量分析线性范围

内，具体见表 4。本试验建立的 HPLC 方法能够满足

临床对万古霉素、氨茶碱和咖啡因血药浓度检测的 
需求。

表 4　10 例患儿血清药物浓度检测结果

Tab. 4　Results of serum drug concentration in 10 children

序号（NO.） 性别（gender） 药物（drug）
给药剂量（administration dosage）/

（mg · kg-1 · d-1）

血清药物浓度（concentration）/
（μg · mL-1）

1 男（male） 万古霉素（vancomycin） 30.00 7.43
2 女（female） 万古霉素（vancomycin） 40.05 11.05
3 女 氨茶碱（aminophylline） 4.49 5.30
4 男（male） 万古霉素（vancomycin） 30.28 10.02

氨茶碱（aminophylline） 6.01 6.79
5 女（female） 咖啡因（caffeine） 10.00 28.65
6 女（female） 咖啡因（caffeine） 9.80 16.86
7 男（male） 咖啡因（caffeine） 10.00 11.02
8 女（female） 万古霉素（vancomycin） 30.00 6.06

咖啡因（caffeine） 10.00 24.55
9 男（male） 万古霉素（vancomycin） 30.00 5.01

咖啡因（caffeine） 10.00 20.18
10 男（male） 万古霉素（vancomycin） 28.90 4.93

咖啡因（caffeine） 5.13 9.77



药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2025,45(1) ·97·

 Journal  of  Pharmaceutical  AnalysisChinese 药物分析杂志ywfx.nifdc.org.cn

3　讨论

万古霉素、氨茶碱和咖啡因均为儿科常用药物，

其中万古霉素为治疗 MRSA 感染首选药物，咖啡因和

氨茶碱为治疗早产儿呼吸暂停综合征重要药物 [10]。

另外，氨茶碱在治疗哮喘 [11] 和改善肾脏缺血 [12] 方

面仍具有重要价值。目前，万古霉素、氨茶碱和咖啡

因血药浓度检测多为单独抽血测定，对于合并使用

万古霉素、氨茶碱或咖啡因的患儿，血药浓度检测极

为不便。常规血药浓度检测每次至少需抽取静脉血

2~3 mL，若血药浓度未达标，有时需进行调整药物剂

量后重新检测。新生儿由于红细胞系增生降低，红

细胞生存期短，血容量扩充等原因，出生 1~8 周易发

生生理性贫血。有研究显示 2 周内累计取血量超过 
5 mL · kg-1 能够进一步引起医源性贫血的发生 [13]。

因此，开发 1 种可同时测定万古霉素、氨茶碱和咖啡

因血药浓度的方法，对于减少新生儿静脉抽血次数

和抽血量，避免因抽血引起相关并发症，具有积极的 
意义 [14]。

内标物质选择方面，HPLC 法测定万古霉素血药

浓度多采用去甲万古霉素、甲硝唑或替硝唑为内标物

质。去甲万古霉素与万古霉素结构相近，仅比万古霉

素少 1 个甲基，二者出峰位置相近，难以严格区分，对

于实验条件要求较为严格。使用甲硝唑或替硝唑作

为内标物质，不适应于万古霉素与甲硝唑或替硝唑联

合使用患者，或者病程中使用过甲硝唑或替硝唑，体

内仍有药物残留患者。因此，寻找一种不受患儿同时

服用药物干扰且操作简便的内源性物质，成为准确测

定万古霉素血药浓度的关键性问题。既往研究表明，

寻找合适的内标，也是困扰检测早产新生儿咖啡因血

药浓度的问题。本研究创新性地将乙酰苯胺作为万

古霉素和咖啡因血药浓度检测的内标物质，不受患儿

合并用药的影响，为准确测定万古霉素和咖啡因血药

浓度奠定基础。

本实验中检测波长选择也较为关键，《中华人民

共和国药典》中关于万古霉素和氨茶碱或咖啡因的

检测波长要求不同，为同时检测以上 3 个化合物带

来难题。但结合相关文献报道 [15]，万古霉素、氨茶

碱及咖啡因在 236 nm 下有较好的紫外吸收，能够满

足血药浓度检测需要。本实验也验证了检测波长为 
236 nm 条件下，同时准确测定以上 3 个药物的可能

性。流动相选择方面，本研究在前期新生儿血清中咖

啡因浓度检测基础上先考察了乙腈 - 水体系 [16]，但万

古霉素峰形不佳。后又考察了乙腈 - 磷酸二氢钾水

溶液和乙腈 - 磷酸二氢钾水溶液，通过调节配比及磷

酸二氢钾浓度，确定流动相为甲醇 -0.05 mol · L-1 磷

酸二氢钾（19 ∶ 81，v/v），3 个待测物色谱峰峰形均

较佳，且与杂质峰完全分离。

本研究首次建立并通过系列试验验证了 HPLC
法同时测定新生儿患者血清中万古霉素、氨茶碱和咖

啡因浓度方法。本检测方法建立对于呼吸衰竭合并

重度感染新生儿患者安全合理使用万古霉素、氨茶碱

和咖啡因，具有重要临床意义。
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