
!

第
!!

卷 第
"

期 质 谱 学 报
#$%&!!

!

'$&"

!!

()(*

年
+

月
,$-./0%$1234/56570668

9

5:;.$<5;.

=

8$:45;

=

85

9

&()(*

四极杆
=

线形离子阱串联质谱法

测量血清中万古霉素

谢
!

洁>

!李姿颖>

!

(

!屈子裕>

!易可可>

!刘
!

浩*

!李家练*

!

张
!

谛>

!黄泽建>

!王涵文*

!时正媛!

!鄢
!

丹!

!

俞晓平(

!江
!

游>

!戴新华>

!方
!

向>

!

>&

中国计量科学研究院前沿计量科学中心"国家市场监管技术创新中心!质谱$"北京
!

>)))(+

#

(&

中国计量大学生命科学学院"浙江 杭州
!

*>))>N

#

*&

安徽砺沐医疗器械有限公司"安徽 六安
!

(*?))>

#

!&

首都医科大学附属北京世纪坛医院"北京
!

>)))*N

$

摘要!本研究采用自主研制的
FESCDMM>)7@

液相色谱
D

串联质谱系统"建立了测量血清中万古霉素的高

准确度方法&样品经蛋白沉淀和液液萃取后"进入
FESCDMM>)7@

系统分析&样本中的内源性物质在

保留时间内对目标物无干扰&结果表明*在
>c"M

!

")c)<

X

'

E

范围内"万古霉素的线性关系良好"相关

系数!

A

(

$

%

)c++

"检出限和定量限分别为
)c>+

%

>c"M<

X

'

E

"日内和日间精密度范围分别为
>cM(b

!

*cN(b

和
(c)?b

!

"c)?b

"血清样本的加标回收率为
+"c+?b

!

+?c?!b

"基质效应归一化因子!

2#

$

&

?cM)b

"样品保存稳定性
2#

&

!c(Mb

"进样长时稳定性优于
(c>*b

&通过测定低%中%高质控品对方法

进行验证"结果均在靶值范围内&采用
FESCDMM>)7@

%

AaAeS!)))

和
V8 ÙA2C++))7@*

台液相色

谱
D

串联质谱仪测定
!(

例临床血清样本"经过
@5<4/

X

回归%

a%0/ZDA%;<0/

分析和
e50.6$/

相关性分析"

结果具有良好的一致性&本研究证明了自主研制的
FESCDMM>)7@

液相色谱
D

串联质谱系统能够达到三

重四极杆质谱仪的定量水平"可为实时临床分析提供一种新型国产仪器方案&
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Â'WU40/

X

>

!

>"B,'$!1>1

&0

9!!1+%/*1!#,!/,-1

2

3%..5

;

,'/-1<,/-

02

1-5/%/,3%-C,/A,

&

(>%/*1!

"

#,!/,-

2

1-D4+%!',43,%.(-,<,!/5'*,!',

"

E%/*1!%>9!./*/(/,1

2

3,/-1>1

&0

"

F,*

G

*!

&

>)))(+

"

#$*!%

#

("#1>>,

&

,1

2

7*

2

,5'*,!',.

"

#$*!%=*>*%!

&

)!*+,-.*/

0

"

H%!

&

?$1(*>))>N

"

#$*!%

#

*"D!$(*7*<(3,4*'%>9!./-(<,!/#1"

"

7/4"

"

7*(%!(*?))>

"

#$*!%

#

!"F,*

G

*!

&

5$*

G

*/%!H1.

;

*/%>

"

#%

;

*/%>3,4*'%>)!*+,-.*/

0

"

F,*

G

*!

&

>)))*N

"

#$*!%

$



$;)/-&./

*

!

C35Z5<0/Z1$.0::-.0;5<0666

9

5:;.$<5;.

=

<506-.5<5/;4/;35145%Z$1:%4/4D

:0%Z40

X

/$646464/:.5064/

X

&S/;3510:5$11$.54

X

/<$/$

9

$%

=

"

$-.;50<306Z5\5%$

9

5Z/5[

;5:3/$%$

X

4560/Z/5[ <5;3$Z61$.;3565%5:;4\55/.4:3<5/;$1;.0:5;0.

X

5;64/:$<

9

%5Q

<0;.4:56R

=

4$/;.0

9

6

"

0/Z306Z5\5%$

9

5Z0

_

-0Z.-

9

$%5D%4/50.4$/;.0

9

!

_

-0Z.-

9

$%5D%4/50.

4$/;.0

9

"

FDESC

$

;0/Z5< <0666

9

5:;.$<5;5.[4;34/Z5

9

5/Z5/;4/;5%%5:;-0%

9

.$

9

5.;

=

.4

X

3;60/Z0%4

_

-4Z:3.$<0;$

X

.0

9

3

=

;0/Z5< <0666

9

5:;.$<5;.

=

6

=

6;5<

!

<$Z5%FESCD

MM>)7@

$"

[34:330\5$R;04/5Z0<5Z4:0%Z5\4:5.5

X

46;.0;4$/:5.;414:0;54/234/0&S/;346

6;-Z

=

"

03$<5DR-4%;FDESC%4

_

-4Z:3.$<0;$

X

.0

9

3

=

D;0/Z5< <0666

9

5:;.$<5;5.FESCD

MM>)7@[06Z5\5%$

9

5Z;$<506-.5\0/:$<

=

:4/4/65.-<[4;334

X

30::-.0:

=

&A1;5.

9

.$D

;54/

9

.5:4

9

4;0;4$/0/Z%4

_

-4ZD%4

_

-4Z5Q;.0:;4$/

"

;3560<

9

%56[5.50/0%

=

P5ZR

=

FESCD

MM>)7@&C355/Z$

X

5/$-66-R6;0/:564/;3560<

9

%56Z4Z/$;4/;5.15.5[4;3;35

_

-0/;414D

:0;4$/&C35.56-%;663$[5Z;30;\0/:$<

=

:4/3060

X

$$Z%4/50..5%0;4$/634

9

$164

X

/0%

4/;5/64;

=

+.&:$/:5/;.0;4$/4/;35.0/

X

5$1>c"MD")c)<

X

'

E[4;3;35%4/50.:$..5%0;4$/

:$5114:45/;

!

A

(

$

%

)c++

"

0/Z;35%4<4;$1Z5;5:;4$/0/Z%4<4;$1

_

-0/;4;0;4$/0.5)c>+0/Z

>c"M<

X

'

E

"

.56

9

5:;4\5%

=

&S/;.0DZ0

=

0/Z4/;5.DZ0

=9

.5:464$/60.5>cM(bD*cN(b 0/Z

(c)?bD"c)?b

"

.56

9

5:;4\5%

=

&C35.5:$\5.456$1\0/:$<

=

:4/4/65.-< 60<

9

%560.5

+"c+?bD+?c?!b&C35:$5114:45/;$1\0.40R4%4;

=

!

2#

$

$1<0;.4Q5115:;/$.<0%4P0;4$/10:D

;$.46%566;30/?cM)b

"

2#$160<

9

%56;0R4%4;

=

46R5;;5.;30/!c(Mb

"

0/Z2#$1%$/

X

4/;5.\0%60<

9

%50/0%

=

64646R5;;5.;30/(c>*b&C35<5;3$Z[06\5.4145ZR

=

;35Z5;5.<4D

/0;4$/$1%$[

"

<5Z4-<0/Z34

X

3

_

-0%4;

=

:$/;.$%6

"

0/Z;35.56-%;6[5.50%%[4;34/;35

.0/

X

5$1;0.

X

5;\0%-56&FESCDMM>)7@

"

Aa AeS!)))0/ZV8 ÙA2C++))7@ [5.5
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万古霉素是一种三环糖肽类抗生素"对多

种病原菌具有杀菌作用"如耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌%表皮葡萄球菌%肠球菌%化脓链球菌

等(

>D(

)

"临床上常用于治疗外科手术后颅内感染

或肺部感染(

*D!

)

%新生儿败血症(

"

)等&万古霉素

作为一种时间依赖型抗生素"其抗菌疗效与抗

生素后效应及血药浓度高于最低抑菌浓度的持

续时间有关(

M

)

"该药治疗窗较窄(

?

)

"且重症患

者%新生儿以及肾功能不稳患者之间的药代动

力学参数差异较大&建议万古霉素目标谷浓度

为
>)

!

>"<

X

'

E

"若血药浓度过低!

'

>)<

X

'

E

$"

可能会导致细菌对药物敏感性下降"即出现万

古霉素中金黄色葡萄球菌和异质性万古霉素中

金黄色葡萄球菌(

N

)

#当患者血药浓度过高时会

产生耳毒性和肾损伤(

(

"

+

)

&因此"我国治疗药

物监测指南(

>)

)建议对使用万古霉素治疗的患

者进行个体化血药浓度监测和临床用药指导"

使药物能够最大程度地发挥疗效"并减少药物

不良反应&

目前"万古霉素的血药浓度监测方法主要
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有免疫法(

>>D>*

)

%高效液相色谱法(

>!D>"

)和液相

色谱
D

串联质谱!
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_
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E2D78
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$法(

>MD>?

)

&其

中"免疫法操作简便%自动化程度高"但所用试

剂盒价格昂贵"检测时易与药物代谢产物发

生交叉反应"容易出现假阳性干扰测定(

>>

)

#高

效液相色谱法的应用范围较广"但样本前处

理流程复杂"无法区分结构类似物"单个样品

的分析时间较长"且准确度和灵敏度有一定

的局限性#而
E2D78

'

78

法具有高准确度%高

特异性的优点(

>N

)

"临床上主要采用商品三重

四极杆串联质谱进行检测&离子阱质谱构造

简单%灵敏度高"有望成为质谱分析的新选

择&基于此"中国计量科学研究院
D

国家市场

监管技术创新中心!质谱$研发了一种新型的

四极杆
D

线形离子阱质谱装置(

>+

)

"用单个线形

离子阱代替三重四极杆后端的碰撞池和四极

杆
F*

"在保证精确定量的基础上简化了仪器

结构&其中"四极杆筛选并分离目标母离子"

以减少进入离子阱中的总离子数量"线形离

子阱沿极轴储存目标母离子后进行碎裂"两

部分的协同作用使离子捕获效率增强"有效

消除基质离子背景干扰"降低空间电荷效应"

提高检测灵敏度&四极杆
D

线形离子阱质谱显

著提高了离子阱定量分析复杂基质样本中痕

量或超痕量物质的能力&

本研究采用自主研制的
FESCDMM>)7@

液

相色谱
D

串联质谱系统"拟建立准确测定血清中

万古霉素含量的方法"并与三重四极杆串联质

谱仪的测量结果进行对比"旨为实时临床诊断

提供一种新的仪器方案"以助力国产质谱仪技

术的快速发展&

A

!

实验部分

ABA

!

仪器与试剂

FESCDMM>)7@

液相色谱
D

串联质谱系统

!皖械注准
()((((()(>"

$*安徽砺沐医疗器械

有限公司产品#

AaAeS!)))

液相色谱
D

串联质

谱仪*美国
Aa8:45Q

公司产品#

V8 ÙA2C

++))7@

高效液相色谱
D

串联质谱检测系统!鲁

械注准
()>+((()!?*

$*山东英盛生物技术有限

公司产品#

UeB()"

'

A

电子分析天平*瑞士

75;;%5.C$%5Z$

公司产品#

"!>NB

型微量离心

机%微量可调移液器*德国
`

99

5/Z$.1

公司产

品#

#$.;5Q W5/45(

涡旋仪*美国
8:45/;414:

S/Z-6;.456

公司产品#

e7!D>*))C@

型超声仪*

英国
eBS7A

公司产品#冰箱*韩国
EW

公司产

品#

74%%4DF

型纯水仪*美国
74%%4

9

$.5

公司产

品#

à G 2>N

色谱柱%

G88C*

色谱柱*美国

g0;5.6

公司产品#

O4/5;5Q2>N

色谱柱*广州菲

罗门科学仪器有限公司产品&

万古霉素标准品!编号
!("++(

$*北京百灵威

公司产品#万古霉素测定试剂盒!高效液相色谱
D

串联质谱法"注册证号*鲁械注准
()(>(!))!(>

$*

山东英盛生物技术有限公司产品#甲醇%乙腈%

甲酸%超纯水*均为色谱纯"美国
C35.<$ 4̂635.

公司产品#乙酸铵*色谱纯"美国
84

X

<0DA%Z.4:3

公司产品&

ABC

!

溶液配制

ABCBA

!

血清样本的保存与使用
!

每支人血清

样本量不小于
"))

$

E

"储存于
JN)d

&为保证

样品的稳定性"在运输过程中使用干冰"样品处

理前在室温下平衡
>3

&

ABCBC

!

标准品溶液的配制
!

准确称取
>c)<

X

万古霉素标准品"加入
><E

超纯水溶解"振荡

混匀#用超纯水稀释成浓度为
>c"M

%

*c>*

%

Mc("

%

>(c"

%

("c)

%

")c)

%

>))

%

"))<

X

'

E

的标准

品工作液"于
J()d

避光储存"标准品工作液

可稳定保存
>

个月&

ABF

!

样品前处理方法

本研究使用山东英盛生物技术有限公司生

产的.万古霉素测定试剂盒!高效液相色谱
D

串

联质谱法$/"所用提取液%校准品和质控品均由

该试剂盒提供"也可采用其他市售有证试剂盒

或实验室自建方法&

取
>))

$

E

人血清于
>c"<E

离心管中"加

入
*")

$

E

提取液"涡旋振荡混匀
"<4/

后"以

>())).

'

<4/

离心
"<4/

#取
>))

$

E

上清液于

>c"<E

离心管中"加入
>))

$

E

超纯水混匀"转

移至进样小瓶中"待
E2D78

'

78

分析&校准

品%质控品的制备过程与样品一致&

ABO

!

实验条件

ABOBA

!

FESCDMM>)7@

!

色谱条件*

O4/5;5Q

2>N

色谱柱!

(cM

$

<i")<<i*<<

$#流动相

为
)c>b

甲酸水溶液!

A

$和
)c>b

甲酸甲醇溶

液!

a

$#流速
)c"<E

'

<4/

#柱温
!)d

#进样量

!)M
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"

$

E

#梯度洗脱*

)

!

> <4/

!

>)ba

$"

>c)>

!

*<4/

!

++ba

$"

*c)>

!

"<4/

!

>)ba

$&

质谱条件*电喷雾离子源!

8̀S

$"正离子模

式"子离子扫描!

FCeS8

$#电喷雾电压
")))#

"

离子源温度
*))d

"大气压接口温度
*))d

"鞘

气压强
(c+Mi>)

"

e0

"辅助气压强
>c*Ni>)

"

e0

"反吹气压强
"c"(i>)

*

e0

&其他质谱参数

列于表
>

&

表
A

!

质谱参数

:&;'0A

!

3&)))

7

0./-"4#.

7

&-&40/0-)

化合物

2$<

9

$-/Z

母离子

e0.5/;

4$/

!

<

'

?

$

子离子

e.$Z-:;

4$/

!

<

'

?

$

FESCDMM>)7@ AaAeS!))) V8 ÙA2C++))7@

富集时间

/̀.4:3<5/;

;4<5

'

<6

碎裂

I

点

I

e$4/;

碎裂能量

.̂0

X

<5/;0;4$/

5/5.

X=

'

b

去簇电压

@5:%-6;5.

9

$;5/;40%

'

#

碰撞能量

2$%%464$/

5/5.

X=

'

5#

驻留时间

@[5%%

;4<5

'

<6

射频电压

B̂

%5/6

'

#

碰撞能量

2$%%464$/

5/5.

X=

'

5#

驻留时间

@[5%%

;4<5

'

<6

万古霉素
?("c! >!!c) >") )c>* *" M>c) (>c) >)) >?Mc) >*c? ())

万古霉素内标
M+)cN >!!c) ()) )c>! !) +(c) ((c) >)) >*"c) ("c! ())

ABOBC

!

AaAeS!)))

!

色谱条件同
>c!c>

节&质

谱条件*

8̀S

源"正离子模式"多反应监测!

<-%;4

.50:;4$/<$/4;$.4/

X

"

7B7

$模式#电喷雾电压

""))#

"离子源温度
"")d

"雾化气压强
*c?+i

>)

"

e0

"辅助加热气压强
!c>!i>)

"

e0

"气帘气

压强
(c!>i>)

"

e0

"碰撞解离气压强
McN+i

>)

!

e0

&其他质谱参数列于表
>

&

ABOBF

!

V8 ÙA2C++))7@

!

色谱条件*英

盛
2>N

色谱柱!

*

$

<i>))<<i(c><<

$#流

动相%流速%柱温和进样量同
>c!c>

节#梯度洗

脱*

)

!

><4/

!

>ba

$"

>c)>

!

*<4/

!

+Nba

$"

*c)>

!

"<4/

!

>ba

$&

质谱条件*

8̀S

源"正离子模式"

7B7

模

式#电喷雾电压
!"))#

"离子源温度
!))d

"鞘

气压强
!c>!i>)

"

e0

"辅助气压强
>c*Ni>)

"

e0

&其他质谱参数列于表
>

&

C

!

结果与讨论

CBA

!

D+=3>

&

3>

方法建立

万古霉素的相对分子质量为
>!!+c(

"经

8̀S

H电离后"其分子离子峰位于
<

'

??("c!

"表

明该物质产生(

7H(G

)

(H信号"带有双电荷&

根据文献(

()

)报道"万古霉素经碎裂后分别产生

<

'

?>))c(

%

>!!c>

碎片"其中
<

'

?>))c(

信号

强度更高&但在
FESCDMM>)7@

中"

<

'

?>!!c)

响应强度最优"因此选择
<

'

??("c!

"

>!!c)

作

为定量离子对"其质谱峰信息与结构式示于

图
>

&这可能是由于四极杆串联线形离子阱与

三重四极杆的结构%碎裂模式不同所导致的&

在三重四极杆中"第一级四极杆!

F>

$扫描并筛

选后得到目标母离子"第二级四极杆!

F(

$作为

碰撞池进行目标母离子的碎裂"最终经第三级

四极杆!

F*

$滤质后得到目标子离子&在离子阱

图
A

!

万古霉素质谱图及其结构式

I#

9

JA

!

3&)))

7

0./-K4&%!)/-K./K-&'*"-4K'&"*8&%."4

(

.#%

")M

第
"
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中"母离子经共振激发与射频电场加速获得高

能量"与碰撞气体分子发生碰撞后碎裂成子离

子(

(>

)

&在相同的气体压力下"相对分子质量大

的碰撞气体可获取更多的动能"并转化给母离

子使其获得更高内能"从而产生更多的碎片离

子(

((

)

&与三重四极杆质谱所用的氮气不同"

FESCDMM>)7@

离子阱中所用的碰撞气体为氦

气"相对分子质量较小"碰撞能量小"产生的碎片

相对较少"且在离子阱质谱中更易观测到较大的

<

'

?>!!c)

碎片离子&同时"离子阱倾向于捕获

大于母离子质量
>

'

*

的子离子"在积累接近不稳

定边界的子离子时效率降低&本研究中"

<

'

?

>!!c)

响应更强"这可能是因为在大质量范围内

图
C

!

不同流动相种类对万古霉素响应强度的影响

I#

9

JC

!

5**0./"*!#**0-0%/4";#'0

7

,&)0)

"%-0)

7

"%)0#%/0%)#/

(

"*8&%."4

(

.#%

捕获子离子的射频电位跨度较小(

(*D(!

)

&

万古霉素为糖肽类抗生素"其结构中含有

多个苯环结构及少量的碱性基团"电离后产生

的碎片离子响应强度较弱(

("

)

&甲酸%乙酸%甲

酸铵和乙酸铵是常用的可挥发性溶剂"用于提

高待测物在
8̀S

源内的电离效率(

(M

)

&本研究

比较了在流动相体系中加入不同浓度甲酸%乙

酸%乙酸铵对万古霉素响应强度的影响"示于

图
(

&与仅添加
)c>b

甲酸相比"在添加
)c>b

甲酸的基础上添加
)c"<<$%

'

E

乙酸铵时的响

应显著下降&这可能是由于缓冲盐在
8̀S

源内

得失电荷的能力往往强于待测物"与之形成竞

争"从而使样品中待测物的离子响应强度降

低(

(?

)

&当添加
)c>b

乙酸时"较添加
)c>b

甲酸

时的响应强度增加
>M*c+!b

"但其色谱峰形变

宽"稳定性较差&使用
)c>b

甲酸时"在实际样

本检测中色谱峰形未受基质影响产生改变"峰形

尖锐对称"且响应强度满足要求&因此"本研究

选择向流动相中添加
)c>b

甲酸作为最优条件&

实验比较了不同色谱柱对万古霉素的响应

强度与分离效果"包括
O4/5;5Q2>N

!

(cM

$

<i

")<<i*<<

$%

à G2>N

!

>c?

$

<i>))<<i

(c><<

$和
G88C*

!

>cN

$

<i>))<<i(c>

<<

$柱"结果示于图
*

&

O4/5;5Q2>N

色谱峰形

对称"响应值最优"未出现色谱峰变宽%峰后拖

尾等现象&同时"考虑到临床诊断的快速高效"

缩短柱长有利于缩短分析时间"提高样本检测

通量&因此"选择柱长
")<<

的
O4/5;5Q2>N

柱作为分析色谱柱&

图
F

!

不同色谱柱对万古霉素响应强度的影响

I#

9

JF

!

5**0./"*!#**0-0%/.,-"4&/"

9

-&

7

,#.."'K4%)

"%-0)

7

"%)0#%/0%)#/

(

"*8&%."4

(

.#%

为进一步提高万古霉素的响应强度"通过

外置注射泵"以
"

$

E

'

<4/

流速在流动注射模

式下对
FESCDMM>)7@

的离子源温度%大气压

接口温度%碎裂
I

点和碎裂能量等条件进行优

化"根据目标子离子的最佳响应强度值选择对

应的参数"结果示于图
!

&溶液在
8̀S

离子源

与大气压接口装置中受高电场作用而形成带电

雾滴"并在电场作用下加速运动后去除溶剂"在

静电斥力作用下"样品离子从非常小%电荷密度

高的液滴中分离出来"形成的带电离子在真空

与电场的作用下进入四极杆与线形离子阱

中(

(N

)

&因此"选择合适的离子化温度对提高万

古霉素的离子化效率至关重要&如图
!0

%

!R

所

示"响应强度随着离子源温度和大气压接口温

度升高而升高"到达
*))d

后"响应强度逐渐降

低&离子光学碎裂参数是设置质谱条件的重要

M)M
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参数"其可使待测物中易碎裂的结构断开"最佳

的碎裂参数使母离子经碎裂而产生最优子离

子&碎裂
I

点对响应强度的影响示于图
!:

"

I

点值为
)c>*

时的响应值最佳&响应强度随碎

裂能量的变化趋势示于图
!Z

"碎裂能量
*"b

时

的万古霉素响应值达到峰值&综上"当选择离

子源与大气压接口温度均为
*))d

%碎裂
I

点

为
)c>*

%碎裂能量为
*"b

时"可获得最优的响

应值&最优的质谱参数列于表
>

"其提取离子

色谱图示于图
"

&

图
O

!

质谱参数优化

I#

9

JO

!

P

7

/#4#N&/#"%"*4&)))

7

0./-"40/-#.

7

&-&40/0-)

图
Q

!

E

D1:=RRAX3<

的万古霉素"

&

$及其内标"

;

$的提取离子色谱图

I#

9

JQ

!

56/-&./0!#"%.,-"4&/"

9

-&4)"*8&%."4

(

.#%

"

&

$

&%!#/)#%/0-%&')/&%!&-!

"

;

$

;

(E

D1:=RRAX3<

!!

同时"在商品仪器
AaAeS!)))

和
V8 ÙA2C

++))7@

上建立了万古霉素的液相色谱
D

质谱

方法"优化了去簇电压%碰撞能量%

B̂

电压%驻

留时间"以及雾化气%碰撞气%电喷雾电压和离

子源温度等质谱参数"得到的提取离子色谱图

示于图
M

%

?

&

CBC

!

方法确证

CBCBA

!

专属性
!

取
>))

$

E

空白人血清"按

>c*

节方法进行样品前处理&不加入内标"获

得的空白血清样品提取离子色谱图示于图
N0

"

?)M

第
"
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无内源性物质干扰#将一定浓度的标准品及内

标加入空白人血清中"处理后进样获得血清加

图
R

!

$M$T1OXXX

的万古霉素"

&

$

及其内标"

;

$的提取离子色谱图

I#

9

JR

!

56/-&./0!#"%.,-"4&/"

9

-&4)"*8&%."4

(

.#%

"

&

$

&%!#/)#%/0-%&')/&%!&-!

"

;

$

;

(

$M$T1OXXX

标样品的提取离子色谱图"示于图
NR

#另取实

际临床样本"处理后获得提取离子色谱图"峰形

尖锐且对称"示于图
N:

&万古霉素在血清加标

样品及临床样本中的保留时间均为
(c>)<4/

&

综上"本方法对测定血清中万古霉素具有专

属性&

CBCBC

!

线性关系
!

以标准品与内标的含量比

为横坐标!

J

$"标准品与内标的峰面积比为纵坐

标!

0

$做线性回归分析"万古霉素的线性范围为

>c"M

!

")c)<

X

'

E

"线性方程为
0

K)c!))*JJ

)c(M"(

"相关系数!

A

(

$

%

)c++

&

CBCBF

!

精密度和准确度
!

精密度由变异系数

!

:$5114:45/;$1\0.40;4$/

"

2#

$表示"准确度由

回收率表示&取万古霉素标准品添加至空白人

血清样本中"获得
!

%

+

%

!)<

X

'

E

的低%中%高
*

个浓度水平的血清加标样本"对分析后的样本

重复测定
*

次"连续测定
*

天"结果列于表
(

&

万古霉素的日内和日间精密度范围分别为

>cM(b

!

*cN(b

和
(c)?b

!

"c)?b

"回收率在

+"c+?b

!

+?c?!b

之间&

图
S

!

Y>5Z$+:VVXX3<

的万古霉素"

&

$及其内标"

;

$的提取离子色谱图

I#

9

JS

!

56/-&./0!#"%.,-"4&/"

9

-&4)"*8&%."4

(

.#%

"

&

$

&%!#/)#%/0-%&')/&%!&-!

"

;

$

;

(

Y>5Z$+:VVXX3<

图
U

!

空白血清"

&

$%血清加标"

;

$及临床样本"

.

$的万古霉素提取离子色谱图

I#

9

JU

!

56/-&./0!#"%.,-"4&/"

9

-&4)"*8&%."4

(

.#%#%;'&%L)0-K4

"

&

$#

)0-K4)/&%!&-!

"

;

$

&%!.'#%#.&')&4

7

'0

"

.

$

N)M
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表
C

!

万古霉素的精密度和准确度

:&;'0C

!

T-0.#)#"%&%!&..K-&.

(

"*8&%."4

(

.#%

化合物

2$<

9

$-/Z

浓度值

2$/:5/;.0;4$/

'!

<

X

'

E

$

标示浓度

'$<4/0%

:$/:5/;.0;4$/

'

!

<

X

'

E

$

实测浓度

7506-.5Z

:$/:5/;.0;4$/

'

!

<

X

'

E

$

回收率

B5:$\5.

=

'

b

精密度

A::-.0:

=

'

b

日内

S/;.0DZ0

=

!

!K*

$

日间

S/;5.DZ0

=

!

!K*

$

万古霉素
! *cN+L)c>" +?c*M *cN( "c)?

+ NcN)L)c*> +?c?! *c") !c!>

!) *Nc*NL)cM( +"c+? >cM( (c)?

CBCBO

!

检出限和定量限
!

分别以
*

倍和
>)

倍

信噪比!

5

'

E

$作为检出限!

%4<4;$1Z5;5:;4$/

"

EI@

$和定量限!

%4<4;$1

_

-0/;4;0;4$/

"

EIF

$"

且应满足重复测定
"

次峰面积
2#

&

()b

&在

空白血清中加入一定浓度的万古霉素标准品"

按
>c*

节方法进行样品前处理后进样分析&万

古霉素的
EI@

和
EIF

分别为
)c>+

%

>c"M<

X

'

E

"

2#

值分别为
>(c>)b

%

?c"Mb

&

CBCBQ

!

基质效应
!

取
*

份空白血清各
>))

$

E

"加入
*")

$

E

试剂盒提取液用于沉淀蛋白"

离心后取
>))

$

E

上清液于干净进样小瓶中"加

入
N)

$

E

超纯水"再加入各
>)

$

E

相应浓度的

万古霉素标准品溶液和内标溶液"得到低%中%

高
*

个浓度的基质标准样品"每个样品重复进

样
*

次"得到万古霉素峰面积
D

>

及内标峰面

积
D

(

&取
>N)

$

E

超纯水"加入各
>)

$

E

相应

浓度的万古霉素标准品溶液和内标溶液"得到

低%中%高
*

个浓度的溶剂标准样品"每个样品

重复进样
*

次"得到万古霉素峰面积
F

>

及内标

峰面积
F

(

&分别计算万古霉素和内标的基质

因子"即
D

'

F

&通过万古霉素的基质因子
D

>

'

F

>

除以内标的基质因子
D

(

'

F

(

"计算经内标归一

化的基质因子"低%中%高浓度的归一化基质因

子分别为
>c(N

%

>c>*

%

)cN?

"

2#

值分别为
?cM)b

%

Mc>!b

%

McN"b

"优于
>"b

要求&

CBCBR

!

稳定性
!

取万古霉素标准品添加至空

白人血清样本中"获得
!

%

+

%

!)<

X

'

E

低%中%高

*

个浓度的血清加标样本"考察样品经
!d

冷

藏
(!3

%反复冻融
*

次以及
J()d

冻存
*)

天

的稳定性"每个样品重复测定
*

次"计算每一浓

度的均值与标示浓度的偏差"结果列于表
*

&

所有浓度样品
2#

&

!c(Mb

"优于
>"b

要求"表

明万古霉素样品在以上浓度及储存条件下的稳

定性良好&

表
F

!

万古霉素的稳定性

:&;'0F

!

+"%)#)/0%.

(

"*8&%."4

(

.#%

化合物

2$<

9

$-/Z

标示浓度

'$<4/0%

:$/:5/;.0;4$/

'

!

<

X

'

E

$

!d

放置
(!3

!d1$.(!3

反复冻融
*

次

.̂55P5D;30[*;4<56

J()d

冻存
*)

天

J()d .̂$P5/1$.*)Z0

=

实测浓度

7506-.5Z

:$/:5/;.0;4$/

'

!

<

X

'

E

$

精密度

A::-.0:

=

'

b

实测浓度

7506-.5Z

:$/:5/;.0;4$/

'

!

<

X

'

E

$

精密度

A::-.0:

=

'

b

实测浓度

7506-.5Z

:$/:5/;.0;4$/

'

!

<

X

'

E

$

精密度

A::-.0:

=

'

b

万古霉素
! *c+!L)c)+ (c(N *cNML)c>M !c(M *c?+L)c>) (cMN

+ NcN+L)c(N *c>* Nc"+L)c(! (c?* +c"+L)c(? (cN"

!) *+cMML)c?N (c)> *?c()L)cN* (c(* !)c?*L)c+( )c"*

+)M
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CBCBS

!

长时稳定性
!

取适量的空白血清"加入

相应浓度的万古霉素标准品及内标溶液"获得

>)<

X

'

E

血清加标样本"按
>c*

节方法处理"涡

旋混匀后进样分析"重复测定
())

针"结果示于

图
+

&峰面积比均值为
+c?(

"

2#

值为
(c>*b

"

表明
FESCDMM>)7@

在进行长时间进样分析时

具有良好的仪器稳定性&

CBF

!

方法验证

使用试剂盒内质控品对所建立的方法进行

验证"低%中%高质控样品重复测定
*

组"每组重

复进样
*

次"结果列于表
!

&低%中%高质控样品

的测定结果分别为
!c?>

%

>)c+!

%

*+c"+<

X

'

E

"

2#

值分别为
!c!+b

%

"c?>b

%

"c+*b

"均在试剂盒

质控品的靶值范围内&

图
V

!

E

D1:=RRAX3<

的万古霉素长时稳定性

I#

9

JV

!

D"%

9

=/0-4)/&;#'#/

(

"*8&%."4

(

.#%;

(E

D1:=RRAX3<

表
O

!

质控品验证结果

:&;'0O

!

E

K&%/#/&/#80-0)K'/)"*

E

+)&4

7

'0)

化合物

2$<

9

$-/Z

类型

C

=9

5

FESCDMM>)7@

检测结果

B56-%;$1Z5;5.<4/0;4$/

'!

<

X

'

E

$

变异系数

2#

'

b

靶值

C0.

X

5;\0%-5

'

!

<

X

'

E

$

靶值范围

C0.

X

5;\0%-5

.0/

X

5

'!

<

X

'

E

$

万古霉素 低质控
!c?> !c!+ !c>* *c*>

!

!c+?

中质控
>)c+! "c?> +c!N ?c"N

!

>>c*?

高质控
*+c"+ "c+* !)cN? *(cM+

!

!+c)"

图
AX

!

实际血清样本的
<04#%

9

回归分析

I#

9

JAX

!

<04#%

9

-0

9

-0))#"%-0)K'/)"*&./K&')0-K4)&4

7

'0

CBO

!

实际样本检测

分别采用自主研制的
FESCDMM>)7@

%

Aa

AeS!)))

和
V8 ÙA2C++))7@*

台液相色

谱
D

质谱联用仪测定
!(

例人血清样品"万古霉

素含量在
(c>!

!

*"c+!<

X

'

E

范围内&利用

@5<4/

X

回归分析
*

台仪器测定结果的一致性"

结果示于图
>)

"所拟合的线性回归方程均接近

标准的
0

KJ

"展现出良好的一致性&

a%0/ZD

A%;<0/

分析图中的散点基本落在
+"b

一致性

区间内"界外点数!

!K*

$仅占
?b

"示于图
>>

&

经
e50.6$/

相关性分析"

*

台仪器间的
A

值均

大于
)c++N)

"且呈现
;

'

)c)>

的显著性水平&

上述分析结果表明"

*

台仪器的测定结果具有良

好的一致性"自主研制的
FESCDMM>)7@

可达到

三重四极杆质谱仪的定量水平&

F

!

结论

本研究采用自主研制的
FESCDMM>)7@

液

相色谱
D

串联质谱系统"建立了准确测量血清中

万古霉素的方法&样本中的内源性物质在保留

时间内对目标物无干扰"所建立的方法具有良

好的专属性&在
>c"M

!

")c)<

X

'

E

范围内"万

)>M
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图
AA

!

实际血清样本的
M'&%!=$'/4&%

分析

I#

9

JAA

!

M'&%!=$'/4&%&%&'

(

)#)

-0)K'/)"*&./K&')0-K4)&4

7

'0

古霉素的线性方程为
0

K)c!))*JJ)c(M"(

"

A

(

%

)c++

"

EI@

和
EIF

分别为
)c>+

%

>c"M

<

X

'

E

"精密度优于
"c)?b

"血清样本的添加回

收率范围为
+"c+?b

!

+?c?!b

"基质效应归一

化因子
2#

&

?cM)b

"样品保存稳定性
2#

&

!c(Mb

"进样长时稳定性优于
(c>*b

&通过测定

低%中%高浓度的质控品对方法进行验证"结果均

在靶值范围内&采用
FESCDMM>)7@

%

AaAeS!)))

和
V8 ÙA2C++))7@*

台液相色谱
D

质谱联

用仪测定
!(

例临床血清样本"万古霉素含量为

(c>!

!

*"c+!<

X

'

E

&采用
@5<4/

X

回归拟合实

际血清样本数据曲线"与标准曲线
0

KJ

几近重

合"经
e50.6$/

相关性分析"相关系数
A

%

)c++N)

"

并呈现
;

'

)c)>

的显著性水平"与
a%0/ZDA%;<0/

分析结果一致&上述分析表明"

*

台仪器的测

定结果具有良好的一致性"自主研制的
FESCD

MM>)7@

测定结果准确可靠"可达到三重四极

杆质谱仪定量水平"能够满足临床实时血药浓

度监测的需求&

FESCDMM>)7@

较三重四极杆质谱仪结构

更为精简"其内部四极杆轴向耦联线形离子阱"

通过筛选目标母离子控制进入离子阱中的离子

数量"有效消除生物基质中的基质干扰"同时提

高目标离子的捕获效率"削弱空间电荷效应"其

独特的气相离子选择性富集能力"未来在灵敏

度方面将有较大的挖掘空间&但由于离子阱解

离获得的碎片离子信息不够丰富"且有低质量截

止效应"目前仍面临挑战&线形离子阱还可实现

多级碎裂!

78

!

"

!

%

*

$"该技术在测定复杂基质

中痕量或超痕量物质"以及难以经色谱系统分离

的同分异构体等物质方面具有较好的应用前景&
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eABÒ B 8 E

"

WT̀ BBA #AÈ BI V 2
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CÌ B82G̀ ,

"

,IB,A'S8

"

\0/Z5.È `,
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