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摘要：目的　比较国产ＱＬＩＴ６６１０ＭＤ超高效液相色谱串联质谱（ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法和化学发光微粒子免疫分析法（ＣＭＩＡ）测定
万古霉素血药浓度的相关性，建立测定结果换算关系。方法　收集接受万古霉素治疗患者的血清样本９５例，分别用ＵＨＰＬＣＭＳ／
ＭＳ和ＣＭＩＡ法进行测定，对测定结果进行回归分析，用 Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行相关性比较，ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ法评价一致性。结果　以
ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定结果（ｘ）和 ＣＭＩＡ测定结果（ｙ）所作的线性回归方程如下：ｙ＝１０８８ｘ＋０１７４，两组结果间存在较好的相关性
（Ｓｐｅａｒｍｅｎ相关系数为０９６９１）。ＣＭＩＡ方法的测定结果高于 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法所测结果，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论　２种方法测定的万古霉素血清浓度可通过方程式进行结果互算，为临床个体化用药方案的制订提供参考。
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　　万古霉素（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）属于糖肽类抗生素，主
要用于治疗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）、
耐甲氧西林表皮葡萄球菌（ＭＲＳＥ）和肠球菌等引起
的严重感染［１６］。由于其血药浓度治疗窗窄，血药浓

度过高会导致严重的肾毒性和耳毒性，血药浓度过

低则起不到较好的杀菌作用，甚至产生细菌耐药。

《中国万古霉素治疗药物监测指南（２０２０更新
版）》及国际血药浓度监测（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ，ＴＤＭ）指南均建议临床使用万古霉素时应进
行ＴＤＭ［７１３］。

ＴＤＭ的发展过程中会用到不同的检测技术，而
不同的方法得到的结果会有一定的差异。目前临床
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检测万古霉素常用的方法为免疫法，该方法操作简

单，但其专属性不强［１４１６］。超高效液相色谱串联质
谱（ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法对于人员和环境的要求较
高，目前主要用于科学研究，该方法的优势在于准确

性、灵敏度高，越来越受到临床治疗药物检测领域的

重视［１７１９］。ＱＬＩＴ６６１０ＭＤＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ联用仪是
国内自主研发仪器，在保持准确定量的基础上精简

了质量分析器结构，同时具有离子阱质量分析器的

高灵敏度优势。本研究采用ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ建立了
万古霉素血药浓度的检测方法，并与化学发光微粒

子免疫检测法（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｉｍｍｕ
ｎｏａｓｓａｙ，ＣＭＩＡ）进行对比，为国产质谱仪器的开发和
临床应用提供方法学参考。

１　材料与方法
１１　仪器与试剂

ＱＬＩＴ６６１０ＭＤ ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ（皖 械 注 准

２０２２２２２０２１５，安徽砺沐医疗器械有限公司）；化学发
光微粒子免疫分析仪（ＡＲＣＨＩＴＥＣＴｉ１０００ＳＲ，德国
ＡｂｂｏｔｔＧｍｂｈ＆ＣｏＫＧ公司）。ＡＸ１０５１／１０万分
析天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２涡
旋混合器（美国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；３Ｋ１５低
温高速离心机（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；ＭｉｌｌｉＱ纯
水机（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

万古霉素对照品（批号：４２５９９２，北京百灵威公
司）；万古霉素检测试剂盒（注册证号：鲁械注准

２０２１２４００４２１，山东英盛生物技术有限公司）；甲醇、乙
腈均为质谱级；甲酸、乙酸铵均为色谱级；Ａｂｂｏｔｔｉ１０００
自动免疫分析仪配套微粒子化学发光法商品试剂盒

（德国ＡｂｂｏｔｔＧｍｂＨ＆Ｃｏ．ＫＧ公司）；注射用盐酸万
古霉素（礼来苏州制药有限公司）；水为超纯水。

１２　血清样本采集
空白血清样本由体检健康人的空白血清混匀得

到。ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法和ＣＭＩＡ比对用样本的采集，
选取在我院住院患者９５例，男６７例，女２８例，年龄
８～９２岁，平均７５岁。原发疾病包括肺部感染、脓
毒症、恶性肿瘤、心功能不全、呼吸心脏骤停、呼吸衰

竭、乳糜性胸腔积液、纵隔脓肿等，临床均有体温升

高和白细胞升高等感染症状。所有患者均使用注射

用盐酸万古霉素治疗。用药第４天，给药前３０ｍｉｎ
采集血样，进行首次谷浓度监测；药物输注结束后

立即采集血样，检测峰浓度。本研究已通过首都医

科大学附属北京世纪坛医院伦理审查，编号：

ｓｊｔｋｙｌｌｌｘ２０２１（２１），由患者或者家属签署知情同意书。

１３　溶液配制
精确称取万古霉素对照品１０ｍｇ，溶于 １ｍＬ

超纯水中，得到１ｍｇ·ｍＬ－１储备液，用超纯水将储
备液依次稀释成质量浓度为 １５６、３１３、６２５、
１２５、２５０、５００、１００、５００ｍｇ·Ｌ－１的梯度溶液。以
上溶液均于－２０℃避光储存。
１４　样本前处理

血清样本或校准品或质控品在室温下解冻，取

１００μＬ至 １５ｍＬ离心管中，加入３５０μＬ提取液，
涡旋振荡混匀５ｍｉｎ，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ
后，取 １００μＬ上清液于 １５ｍＬ离心管中，加入
１００μＬ超纯水混匀，转移至进样小瓶中，放入液质
联用仪进样分析。

１５　色谱质谱条件
色谱条件［２０］：采用 ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８色谱柱（３ｍｍ×

５０ｍｍ，２６μｍ），以体积分数０１％甲酸水为流动相
Ａ，体积分数０１％甲酸甲醇为流动相 Ｂ，采用梯度洗
脱：０～１ｍｉｎ１０％Ｂ，１０１～３ｍｉｎ９９％Ｂ，３０１～５ｍｉｎ
１０％Ｂ。流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，进样体积
５μＬ，所得万古霉素与万古霉素内标色谱图（图１）。

质谱条件［２０］：电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模
式，子离子扫描（ＱＴＰＩＳ）；电喷雾电压５０００Ｖ，离子
源温度３００℃，大气压接口温度３００℃，鞘气压强
２９６×１０５Ｐａ，辅助气压强１３８×１０５Ｐａ，反吹气压
强５５２×１０３Ｐａ。其他质谱参数列于表１。
１６　ＣＭＩＡ法

采用试剂盒对样本血清中万古霉素进行定量检

测，其信号值与万古霉素含量成反比。检测范围为

３０～１０００μｇ·ｍＬ－１，方法定量限为≤３μｇ·ｍＬ－１。
１７　两种方法检测比对

比对样本分别采用雅培公司 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ
ｉ１０００ＳＲ微粒子化学发光免疫分析仪和 ＵＨＰＬＣ
ＭＳ／ＭＳ法两种方法检测，严格按照雅培 ｉ１０００试剂
说明书和 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法检测步骤操作，在当日
质控合格的前提下，进行样本检测。２种方法共分
析了９５个样品。用ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图、ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋ
回归和Ｓｐｅａｒｍｅｎ检验评估２种方法的一致性和相
关系数。配对样本ｔ检验或Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验用于比较
２种方法测量的平均值。

２　结　果
２１　ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法测定人血清中万古霉素浓
度的方法学评价

２１１　专属性　取 ６份不同来源的空白血清，
·１８１·
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图１　万古霉素及其内标提取离子色谱图
Ｆｉｇ１　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

表１　人血清中万古霉素检测的质谱参数
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｄｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ
ｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ

Ａｎａｌｙｔｅ
ｍ／ｚ

（Ｐａｒｅｎｔｉｏｎ）

ｍ／ｚ

（Ｄａｕｇｈｔｅｒｉｏｎ）

Ｔ（Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）

／ｍｓ

Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

／ｐｏｉｎｔｑ

Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ／％

Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ７２５４ １４４０ １５０ ０１３ ３５

ＩＳ ６９０８ １４４０ ２００ ０１４ ４０

加入一定浓度万古霉素标准溶液，所配制成的模拟

生物样本经过前处理得到的色谱图，和实际临床样

本得到的色谱图进行比对。结果表明，在选用条件

下，血清中内源性物质不干扰被测物和内标的测定，

专属性良好。

２１２　标准曲线制备　以不同浓度标准品为横
坐标，万古霉素与内标去甲万古霉素色谱峰的峰

面积比值为纵坐标，用加权最小二乘法进行线性

回归运算，线性范围为 １５６～５０μｇ·ｍＬ－１，
ｒ２≥０９９。
２１３　方法的准确度和精密度　日内、日间相对标
准偏差（ＲＳＤ）＜１５％，准确度范围在 ９５９７％ ～
９７７４％。
２２　检测结果比对

比较２种方法，９５例样本中有３例低于定量下
限，９２例纳入统计。ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法测得的值
（ｘ）为（２０１４±１１８０）μｇ·ｍＬ－１，ＣＭＩＡ法测得的
值（ｙ）为（２２２３±１３１９）μｇ·ｍＬ－１，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ配对
检验显示 ＣＭＩＡ法的结果高于 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法。
ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋ回归方程为 ｙ＝１０８８ｘ＋０１７４
（图２），Ｓｐｅａｒｍｅｎ相关系数为 ０９６９１。经 Ｂｌａｎｄ
Ａｌｔｍａｎ分析，２种方法产生的偏倚为２０９３，９５％可
信区间为（１５７５１～２６１０６）μｇ·ｍＬ－１（图３）。

图２　人血清样本中万古霉素检测结果的 ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋ回

归分析。ｎ＝９２，ｘ±ｓ

Ｆｉｇ２　ＰａｓｓｉｎｇＢａｂｌｏｋｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｉｎｈｕ

ｍａｎｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｎ＝９２，ｘ±ｓ

图３　人血清样本中万古霉素检测结果的 ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图。

ｎ＝９２，ｘ±ｓ

Ｆｉｇ３　ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎｐｌｏｔｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｓａｍ

ｐｌｅｓｎ＝９２，ｘ±ｓ

３　讨　论
利用先进的检测技术进行 ＴＤＭ，可以提高药物

的疗效并减低不良反应的发生，推动了个体化精准

用药的发展。本研究利用我国自主研发的质谱仪建
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立的万古霉素检测方法快速简便，并与 ＣＭＩＡ法进
行比较，二者相关性良好，拟合方程相关系数在０９
以上；ＣＭＩＡ法检测结果高于质谱方法，存在约
２０９３的偏倚。有文献报道比较各种免疫法与质谱
法测定血浆中万古霉素浓度的相关性，发现检测结

果分别存不同程度的偏倚［２１］。这与本研究结果相

似，可能由于免疫学方法测定过程中，万古霉素的代

谢产物有一部分可能会影响到检测特异性。本研究

共收集９５例样本，其中 ３例质谱检测低于定量下
限，是由于临床给药为去甲万古霉素，而免疫法不能

区分，因此研究结果基于９２例样本的比对分析，结
果还需要进一步扩大样本量证实。

对于万古霉素的临床应用，前期已基于 ＣＭＩＡ
法的检测结果积累了大量的个体化用药经验，并取

得了良好的预后效果［２２２３］。在给药剂量制订过程

中，要考虑到不同检测方法的结果不同，对于新建立

的方法不应代替原方法指导个体化用药方案的制

订。本研究利用 ２种方法间的线性相关性，将
ＣＭＩＡ法测定结果换算成 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法估算
值，估算结果可以供临床医生借鉴，从而为患者提供

更精准的万古霉素的个体化治疗方案，同时为国产

检测仪器的推广使用提供实验基础。
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