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摘要  目的:建立高效液相色谱法快速测定人血清中利奈唑胺浓度, 并用于危重患者治疗药物监测。方法 :色谱柱: H ypersil

ODS柱; 流动相:乙腈 -水 ( 23B77), 调整 pH至 51 0; 流速: 11 0 mL# m in- 1; 紫外检测波长为 254 nm。应用已建立的方法对 9例

危重患者进行利奈唑胺治疗药物监测, 并合理制定个体化给药方案。结果: 利奈唑胺在 0131~ 201 00 mg# L - 1浓度范围内线

性关系良好 ( r = 01 9996),最低定量限为 0131 mg# L - 1, 绝对回收率为 4712% , 相对回收率为 10211% , 日内、日间精密度的

RSD分别 < 4%和 < 315%。另外,所监测 9例危重患者中, 有 4例患者出现利奈唑胺谷浓度小于最低抑菌浓度的情况。结论:

H PLC法简单、快速、准确、灵敏、重现性好,可用于临床利奈唑胺的浓度监测。
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HPLC determ ination and clinical application

of linezolid concentration in human serum
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Abstract Objective: To establish amethod o f determ in ing serum linezo lid in human byHPLC, and use themethod

for therapeu tic drugmonitoring in critically ill patients.M ethods: Separation w as carried out on aHypersilODS co-l

umn, themob ile phase consisted o f aceton itrile- w ater ( 23B77), ad just the pH to 510 at the flow rate of 110mL#
m in

- 1
. UV detection w ave length was 254 nm. Themethod has been used for n ine cr itically ill patients for therapeu-

tic drug monitoring, and ind iv idua l dosage reg imen of linezo lid. Results: A good linearity w as demonstrated betw een

0131- 20100mg# L
- 1

( r= 019996) , the low est lim it o f quan tif ication of 0131mg# L
- 1
. The abso lute recovery w as

4712% , and the re la tive recovery w as 10211%. The intra- day and inter- day dev iation w as show ed by RSD <

4%, < 315%, respective ly. In add it ion, themon ito ring of nine critically ill patients, there are four patients w ith lin-

ezolid trough concentrat ions less than the m inimum inh ib itory concentrations. Conclusion: The method is simp le,

rap id, accurate, sensitive, reproducible, and va lidated for determ ination o f serum linezolid in clinical practice.
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  利奈唑胺 ( linezo lid)是全球第一个人工合成的

噁唑烷酮类抗菌药, 2000年获得美国 FDA批准上

市, 中国于 2007年开始用于临床。该药用于治疗革

兰阳性球菌引起的感染,对葡萄球菌属、肺炎链球菌

属、肠球菌属细菌均具有高度的抗菌活性,包括其中

的甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌 (MRSA )、青霉素

中介肺炎链球菌、万古霉素耐药肠球菌 ( VRE ) , 是

治疗革兰阳性菌感染的糖肽类多重耐药的最后防

线
[ 1]
。一般情况下, 静脉滴注或口服利奈唑胺 600

mg(成人 )或 10 mg# kg
- 1

(儿童 )即可,无需监测血

药浓度,但是危重感染患者, 如囊性纤维化患者、严

重烧伤患者、重度肾功能衰竭患者、器官移植患者

等
[ 2~ 5]

,由于病理生理条件下存在影响药物体内分

布和排泄的多种因素 (如水肿、液体治疗、胸腔积

液、腹水、烧伤等 ), 可能造成药物体内过程发生改

变 (如分布容积增大、药物稀释, 或肾脏清除改变

等 ) ,因此,对这些危重患者有必要进行血药浓度的

监测,以确保药物的有效治疗, 优化利奈唑胺的临床
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使用, 减少耐药菌株的产生及不良反应的发

生
[ 6~ 10]

。要达到此目的需建立简便、快速、灵敏、可

靠的人血中利奈唑胺定量测定方法, 进行危重患者

利奈唑胺使用后的血药浓度监测, 以此为基础,结合

患者药效动力学特点,制定个体化给药方案。

目前, 国外有关 HPLC法测定利奈唑胺浓度常

涉及不同的样品处理方式,如,沉淀蛋白
[ 11~ 16]

、固相

萃取
[ 17~ 19 ]

,这些方法被用于不同生物样本中利奈唑

胺浓度的测定,另外, 在线提取技术也用于血样、尿

样和 Mue ller- H in ton肉汤培养基中利奈唑胺的测

定
[ 20, 21]

,但国内尚未见相关的研究报道。本研究建

立了简单的测定人血清中利奈唑胺浓度的 HPLC

法, 并将其用于临床血药浓度监测及个体化给药方

案的制定。

1 材料
111 仪器  WatersHPLC系统, 包括W aters 510型

高压泵、Waters 498型紫外检测器、ANASTAR色谱

工作站。

112 试药  利奈唑胺对照品 (辉瑞公司, 批号

08A30Z56,纯度 10010% );乙腈 (色谱纯, 美国 Fish-

er);甲醇 (色谱纯, 美国 F isher) ; 磷酸 (化学纯, 天

津市化学试剂六厂 ) ;纯化水。

2 方法

211 色谱条件  色谱柱: H ypersil C18柱 ( 150mm @

416 mm, 5 Lm); 流动相: 乙腈 -水 ( 23B77, 磷酸调
pH 510) ;流速 110mL# m in

- 1
;检测波长 254 nm;进

样量 50 LL。

212 对照品储备液制备  称取利奈唑胺对照品适
量, 配制浓度为 2mg# mL

- 1
的储备液, 4 e 冷藏。

213 样品处理与测定  精密吸取血清样品 400

LL, 加入 400 LL甲醇涡旋混匀 3 m in,室温静置 20

m in, 离心 ( 10000 r# m in
- 1

) 10 m in, 吸取上清液 50

LL进样, 在上述色谱条件下分离测定, 记录色谱峰

面积,由利奈唑胺峰面积代入标准曲线方程,求算出

血清药物浓度。

214 方法  对严重感染或存在对利奈唑胺的分布、

代谢有影响的病理生理学特征的危重症患者采用

HPLC法开展治疗药物监测 ( therapeutic drug mon ito-

ring, TDM ), 并对 TDM数据进行分析, 这些患者均

为革兰阳性多重耐药菌感染。临床治疗结果分为:

有改进或症状缓解为临床有效,持续存在和 /或新症

状出现为临床无效。开展 TDM的患者均采用每次

600 mg, 每 12 h一次静脉输注的给药方案, 在给予

利奈唑胺达稳态后 ( > 24 h) ,于给药前采血, 3000 r

# m in
- 1
离心 10 m in, HPLC法测定利奈唑胺浓度,

之后根据监测结果个体化调整利奈唑胺的给药方案

使谷浓度高于 M IC。

3 结果
311 方法专属性  利奈唑胺的保留时间为 718
m in,血清中的内源性杂质不干扰利奈唑胺的测定,

色谱图见图 1。

图 1 血清中利奈唑胺的 HPLC色谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram s of linezol id in hum an serum

A.利奈唑胺溶液 ( lin ezolid solu tion)  B. 空白血清 ( b lank

serum )  C.血清样品 ( serum sam ple)

1.利奈唑胺 ( l inezolid)  2.血清中的干扰峰 ( im purity)

312 线性关系考察  取正常人空白血清 1 mL,精

密加入不同量对照品溶液, 配制含利奈唑胺 20100,
10100, 5100, 2150, 1125, 0163, 0131mg# L

- 1
的系列

对照品血清。按 /样品处理与测定 0项下方法操作,

以利奈唑胺峰面积 (A )对浓度 ( C )作图, 采用最小

二乘法进行线性回归,线性回归方程为:

A = 61372 @ 10
4

C - 81390 @10
3  r= 019996

利奈唑胺浓度在 0131~ 20100 mg# L
- 1
范围内线性

关系良好。最低定量限为 0131mg# L
- 1
。

313 精密度与回收率试验  取空白血清 1mL若干

份,配制成高、中、低 3个浓度 ( 10100, 2150, 0163mg

# L
- 1

)的对照品血清,按 /样品处理与测定 0项下方
法操作,测定其浓度, 再与理论浓度相比即为方法回

收率。以 3个浓度对应的相同浓度的对照品溶液进
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行分析,计算提取回收率,同时计算日内及日间精密 度。结果见表 1。

表 1 利奈唑胺测定方法的回收率和精密度 (x ? s, n= 5)

Tab 1 R ecovery and precision of linezolid

浓度

( concentra tion)

/mg# L- 1

精密度 ( precision)

日内 ( intra- day ) 日间 ( inte r- day)

测得值

( detected) /mg# L - 1

RSD

/%

测得值

( detected) /mg# L - 1

RSD

/%

回收率 ( recovery ) /%

方法回收率

( method

recovery )

提取回收率

( extract ion

recovery)

101 00 91 89 ? 0118 119 10118 ? 0127 217 98186 ? 118 48182 ? 019

21 50 21 45 ? 0105 218 2149? 0106 214 98100 ? 118 46141 ? 019

01 63 01 66 ? 0102 318 0166? 0102 312 10511 ? 312 42105 ? 116

314 稳定性  取空白血清 1mL若干份,配制成高、

中、低 3个浓度 ( 10100, 2150, 0163mg# L
- 1

)的对照

品血清,分别对室温放置稳定性 ( 24 h) ,样品处理后

复溶稳定性 (室温放置 24 h ) , 长期冷冻稳定性

( - 20 e 保存 20, 40 d), 冻融稳定性 (反复冻融 3

次 ) ,按 /样品处理与测定0项下方法操作,测定其浓

度,并与室温放置 0 h所测浓度相比较, 考察样品在

室温放置、冰冻、冻融时的稳定性。结果见表 2。

表 2 样品稳定性 ( n= 5)

Tab 2 Stab ility of samp le

浓度

( concentration)

/mg# L - 1

RSD /%

室温 ( room

temperature ) 24 h

处理后室温 24 h

( room tempera ture 24 h

a fter treatment)

冷冻 20 d

( freezing 20 d)

冷冻 40 d

( freezing 40 d)

冻融 3次

( freeze thaw ing

for three times)

10100 112 314 311 113 316

2150 117 016 415 210 218

0163 111 111 0 111 111

315 治疗药物监测  对 9例患者的 44份血样进行

了测定。其中,男性 7人,女性 2人,平均年龄 53岁

( 19~ 84岁 )。HPLC法监测利奈唑胺谷值浓度, 9

例患者平均谷值浓度 ( n = 44)为 ( 5119 ? 3137) mg

# L
- 1
,结果见表 3(患者 M IC测定结果均为 2 Lg#

mL
- 1
;临床结果评定标准为临床有效: 有改进或症

状缓解; 临床无效: 持续存在和 /或新症状出现 )。

实验结果表明, 在开展 TDM的 9例患者中, 5例患

者利奈唑胺的所有谷浓度均高于 M IC, 有 4例 (第

1, 2, 4, 7例 )患者曾经出现过利奈唑胺的谷浓度低

于 M IC, 在这 4例患者中有 1例 (第 1例 )平均谷浓

度也低于 M IC。通过 TDM 与个体化给药方案的制

定, 7例患者最终临床治疗结果全部表现为细菌根

除,治疗有效。

表 3 利奈唑胺的血药浓度监测结果
Tab 3 Monitor results of b lood drug leve l

序号

( No. )

年龄

( years o f ag e)

/岁 ( age)

浓度范围

( range o f

concentration)

/mg# L- 1

平均血药浓度

( average

concentration)

/mg# L- 1

与 M IC比较

( compared

w ithM IC)

用药时间

( medica tion

time )

/d

临床结果评定

( clin ical e ffectiveness

eva lua tion)

1 19 0168~ 2104 1127 ? 0170 < M IC 18 临床有效 ( c lin ica l utility)

2 84 0184~ 9106 6105 ? 4153 > M IC 13 临床无效 ( c lin ica l fa ilure)

3 44 6107~ 7140 6165 ? 0168 > M IC 12 临床有效 ( c lin ica l utility)

4 44 1116~ 3159 2147 ? 1106 > M IC 9 临床有效 ( c lin ica l utility)

5 77 415~ 14121 0126 ? 3153 > M IC 6 临床无效 ( c lin ica l fa ilure)

6 77 4158~ 5150 5115 ? 0140 > M IC 15 临床有效 ( c lin ica l utility)

7 41 0184~ 10160 4167 ? 2178 > M IC 30 临床有效 ( c lin ica l utility)

8 36 214~ 410 3117 ? 0168 > M IC 16 临床有效 ( c lin ica l utility)

9 55 614~ 818 7159 ? 1173 > M IC 4 临床有效 ( c lin ica l utility)
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4 讨论
411 色谱方法选择  曾参照文献 [ 3, 11]报道的色

谱条件进行试验, 所用流动相为 30%甲醇 - 2 g#

L
- 1
庚磺酸钠 - 1%磷酸系统, 但离子对系统重现性

差, 且需较长的色谱平衡时间。改用乙腈 -水系统

后, 系统稳定性提高。通过调整 pH,分离度得到改

善, 利奈唑胺峰保留时间缩短,经过优化,流动相最

终选定为乙腈 -水 ( 23B77, pH 510), 峰形对称且能
达到完全的基线分离。文献 [ 15, 16]选用依哌唑胺

为内标物。依哌唑胺和利奈唑胺的结构相似且保留

时间接近,依哌唑胺为利奈唑胺合成过程中的副产

物, 由于无法获得, 所以采用外标法来测定血药浓

度。

412 利奈唑胺血药浓度监测  采用 HPLC对危重

患者血清样本进行测定, 参照国外有关报道
[ 22~ 26]

,

利奈唑胺的有效谷浓度应保持在 M IC以上。实验

结果表明,在开展 TDM的 9例危重患者中, 5例患

者利奈唑胺的所有谷浓度均高于 M IC, 4例患者曾

经出现过利奈唑胺谷浓度低于 M IC, 其中 1例平均

谷浓度也低于 M IC。分析原因,这些患者均为危重

患者,血药浓度未达到要求可能与病理生理条件下

存在影响药物体内分布和排泄的多种因素有关, 如

4例患者中有 1例 (第 2例 )存在高龄、重度水肿、低

蛋白血症,另外 3例有严重的肝、肾功能损伤。这些

病理生理的改变造成药物体内过程发生变化, 分布

容积增大、药物稀释、清除增加。特别是利奈唑胺平

均谷浓度低于 M IC者 (第 1例 ),其血药浓度未达到

要求可能与该患者处于持续静脉 - 静脉血滤过

( CVVH )状态有关。研究报道, 这类患者在 CVVH

期间利奈唑胺会发生明显的清除, 表现为药物谷浓

度明显低于健康志愿者及血液透析患者,可降低约

50%
[ 27 ]
。因此,对于危重患者需要通过利奈唑胺治

疗药物监测的方法来制定个体化给药方案。

5 结论

利奈唑胺 2007年开始用于我国临床,是目前临

床上治疗多重耐药金黄色葡萄球菌和万古霉素耐药

肠球菌感染的首选药物之一, 它在治疗危重患者感

染时发挥着重要的作用。利奈唑胺具有非线性药代

动力学特性,虽然有关药品使用说明上多数均推荐

每次 600mg,每 12 h一次的给药方案,但在实际应

用过程中发现,并非所有的患者给予该方案均能达

到理想的疗效,不同的患者 (特别是危重患者 )使用

后疗效差异很大。因此,需要以快速、准确的血药浓

度监测为基础,结合患者的药效学特点,制定合理的

治疗方案以达到最佳的治疗效果, 同时最大限度地

降低耐药突变的出现。基于此,本研究采用了准确、

简单、快捷、灵敏、重现性好 HPLC法,并将该方法用

于日常危重患者治疗药物监测和个体化给药方案的

制定中,对方法的施行做了初步的验证。结果表明

这种方法适合临床利奈唑胺血药浓度的快速监测,

有利于临床推广。
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