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危重症感染患者血清中替考拉宁浓度测定

胡萨萨,庞成森,董海燕, 董亚琳 � (西安交通大学医学院第一附属医院药学部, 陕西 西安 710061 )

[摘要] � 目的:建立高效液相色谱法快速测定人血清中替考拉宁浓度的方法, 并用于危重症感染患者治疗药物监测。方法:

色谱柱: H ypersil C18柱( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m) ;流动相: 0. 01 mol�L - 1磷酸二氢钠�乙腈�甲醇( 70�25�5, pH 2. 1 ) ,流速1 . 0

mL�min- 1。紫外检测波长为 240 nm, 进样量 20 �L , 柱温25 � 。结果: 替考拉宁在5 . 63~ 125. 00 mg�L - 1内线性关系良好( r

= 0. 999 5) , 最低定量限为 5. 63 mg�L - 1 , 提取回收率为95. 13% , 方法回收率为 98 . 13% , 日内、日间精密度的 RSD 分别为

3 . 2%和6 . 8%。另外, 所监测的 8 例肾功能不全患者中, 有 50% ( 4/ 8)患者替考拉宁质量浓度小于 10 mg�L - 1。结论: HPLC 简

便、灵敏、快速、重复性好, 可用于危重症感染患者替考拉宁的血药浓度监测;危重症感染患者应用替考拉宁后血药浓度变化

较大,需要通过治疗药物监测的方法制定个体化给药方案。
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Determination of teicoplanin serum concentration in critically ill patients

HU Sa�sa, PA NG Cheng�sen, DONG Hai�yan, DONG Ya�lin ( Depart ment of Pharmacy, The Fir st Aff iliated H ospi�
tal, M edical Co llege, Xi'an Jiao tong Universit y, Shanxi Xi'an 710061, China)

ABSTRACT:OBJECTIVE� To validate a high per formance liquid chromat og raphy ( H PLC) method fo r serum teicoplanin meas�

urement and using the method for clinical monitor ing the lev els of t eicoplanin in crit ically ill patients.METHODS� H PLC analy�

sis w as perfo rmed using a H ypersil C18 co lum( 250 mm � 4 . 6 mm, 5 �m) . T he mobile phase was NaH 2PO4 ( 0. 01 mo l�L- 1 ) : ace�

to nitrile: met hanol = 70�25�5( pH 2. 1) . T he flow�rate was 1. 0 mL�min- 1 and the detection w aveleng th w as 240 nm. T he injec�

t ion vo lume w as 20 �L and the t em perat ur e o f co lumn w as about 25 � . RESULTS� The concentration range of teicoplanin w as

5 . 63~ 125 . 00 mg�L - 1 w hile the calibr ation curv e show ed good linear ity ( r= 0. 999 5 ) , and the minimum lim it o f quant itation

was 5. 63 mg�L- 1 . The coefficient o f abstraction recovery and methods recovery w ere 95 . 13% and 98. 13% , respectiv ely . The

relat ive standa rd deviations( RSD) of intra�day and inter�day were 3 . 2% and 6. 8% , respect ively. M oreover, the concent ration of

teicoplanin w as low er than 10 mg�L- 1 in fifty percent of those 8 pat ient s w ith insufficient r enal function.CONCLUSION � T his

analytical method is simple, r obust, rapid and highly r epr oducible, and it could be used in detecting the concentration o f teicopla�

nin for cr itically ill patients. T he concentr ation of teicoplanin has a larg e fluctuation in crit ically ill pat ient s and their suitable in�

div idual do sage reg imen need to be administr ated thr ough therapeut ic drug monito ring .

KEY WORDS: high perfo rmance liquid chromatog raphy; ther apeutic drug monitor ing; teicoplanin

� � 替考拉宁 ( teicoplanin, TEC )是继万古霉素后

研制的治疗革兰阳性球菌的糖肽类抗菌药物, 目前

仍与万古霉素共同作为确诊或疑似的院内威胁生命

的多重耐药革兰阳性菌感染的有力武器。替考拉宁

较万古霉素具有特殊的优点, 如高的蛋白结合率(超

过 90% ) , 半衰期显著延长( 30~ 170 h) , 除静脉给

药外亦可肌内注射, 药物不良反应(如肾毒性或红人

综合征)发生率较低等[ 1]。一般认为,替考拉宁血浆

谷值> 10 mg�L- 1对多数重症感染是适当的, 但对

于心内膜炎和骨或假体感染浓度应超过 20 mg�

L
- 1 [ 2�3]

。而危重患者的病情随时变化, 用药后个体

内血药浓度也可能发生较大变化, 故需考虑用药过

程中血药浓度波动带来的高危影响。所以,近年来

对于危重患者开展替考拉宁治疗药物监测的重要性

已经凸现。

目前有 3种方法可监测替考拉宁的血药浓度:

微生 物 法[ 4]、HPLC 法[ 5] 、荧 光 偏振 免 疫 法

( FPIA) [ 4]。HPLC 法相比其他两种方法具有专属

性好、灵敏度高、费用合理等优点而广泛用于治疗药

物监测。本研究建立了更为简便的监测替考拉宁血
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药浓度的 HPLC 法,并对部分应用替考拉宁的危重

患者开展了治疗药物监测,以促进个体化给药,降低

耐药的发生[ 6�7]。

1 � 材料

Waters 515 高效液相色谱仪, Waters 2996 型

光电二极管矩阵检测器, Empow er 色谱工作站; 替

考拉宁对照品(意大利 Gruppo Lepetit S. P. A. , 批

号 A7698 ) ;哌拉西林钠(华北制药集团北元有限公

司,批号 0610701 ) ; 乙腈、甲醇为色谱纯; 水为纯化

水。

2 � 方法

2. 1 � 色谱条件 [ 5] � 色谱柱: Hypersil C18柱 ( 250

mm � 4. 6 mm, 5 �m) ; 流动相: 0. 01 mol�L- 1磷酸

二氢钠�乙腈�甲醇( 70�25�5 ) (磷酸调 pH 2 . 1) ; 柱

温: 25 � ;检测波长: 240 nm ;流速: 1 . 0 mL�min- 1
;

进样量: 20 �L。

2. 2 � 样品处理与测定 � 精密吸取血清样品 0. 40

mL,加入 50 �L 100 mg�L- 1
哌拉西林钠内标储备

液,加入 600 �L 乙腈, 混漩 20 s, 离心( 10 000 r�

min- 1 , 5 min) ,取上清 600 �L,加入氯仿 400 �L, 混

漩 20 s,离心( 10 000 r�min- 1
, 5 min) , 取上清液 20

�L 进样。

2. 3 � 方法专属性 � 取空白血清、含替考拉宁对照品

的血清、患者血样,按� 2. 2�项下方法操作;另取替考

拉宁对照品溶液和哌拉西林钠内标溶液, H PLC 分

析测定。

2. 4 � 标准曲线的绘制 � 配制含替考拉宁 125 , 90,

62. 5 , 31. 25, 15. 63, 7 . 81, 5. 63 mg�L- 1
的系列血

样。按� 2. 2�项下方法操作, 以替考拉宁峰组分
TA 2�2面积( A替 )与哌拉西林钠( A 哌 )峰面积的比值

( X= A替 / A 哌 )对替考拉宁的浓度 Y 作图, 采用最小

二乘法进行线性回归。

2. 5 � 回收率与精密度 � 配制替考拉宁 90 , 31. 25,

7. 81 mg�L- 1标准血清样品若干份,按� 2. 2�项下方

法操作,测定其含量,再与加入量相比即为方法回收

率。以提取后的色谱峰面积与空白血清提取后加入

相应浓度对照品进样所得的峰面积之比为提取回收

率,计算血清样品的提取回收率,同时计算日内及日

间精密度。

2. 6 � 稳定性试验 � 配制替考拉宁 90, 31. 25, 7. 81

mg�L- 1标准血清样品若干份,分别对室温放置稳定

性( 12 h) ,长期冷冻稳定性( - 20 � 保存 15, 30 d) ,

冻融稳定性(反复冻融 3次) , 按� 2 . 2�项下方法操
作,测定其含量,考察样品在室温放置、冰冻、冻融时

的稳定性。

3 � 结果
3. 1 � 方法专属性 � 替考拉宁组分 TA 2�2的保留时

间为10. 8 min,血清中的内源性杂质不干扰替考拉

宁和内标哌拉西林钠的测定, 其色谱图见图 1。选

用哌拉西林钠为内标,用该样品处理方法内标提取

的重复性和稳定性良好。

图 1 � 血清中替考拉宁的高效液相色谱图

A.空白血清; B.替考拉宁对照品溶液; C. 哌拉西林钠内标溶液; D.

空白血清加替考拉宁对照品溶液、哌拉西林内标溶液; E.患者血样;

1�TA 2�2; 2�哌拉西林钠

Fig 1 � HPLC chromatogram s of teicoplanin in serum

A. blank serum; B. teicoplanin; C. piperacillin sodium; D. b lan k ser�

um + t eicoplanin + piperacillin sodium; E. s erum sam ple of pa�

t ient ; 1�TA 2�2; 2�piperacil lin sodium

3. 2 � 标准曲线 � 以 X (A 替 / A哌 )对血清中替考拉宁

的浓度 Y 作图, 采用最小二乘法进行线性回归, 线

性回归方程为: Y = 24. 694 7 X + 2. 134 0, r =

0. 999 5。在5. 63~ 125. 00 mg�L- 1范围内线性关

系良好。最低定量限为5. 63 mg�L- 1。

3. 3 � 回收率与精密度 � 方法回收率、提取回收率、
日内精密度和日间精密度结果见表 1。

表 1 � 替考拉宁测定方法的回收率和精密度( �x � s, n= 5)

T ab 1 � Recover y and precision o f the met hod ( �x � s , n= 5 )

替考拉宁质量

浓度/ mg�L- 1

方法回收率

/ %

提取回收率

/ %

日内

RSD/ %

日间

RSD/ %

90. 00 107. 1 � 3. 5 98. 8 � 6. 8 3. 5 6. 8
31. 25 93. 1 � 3. 3 97. 4 � 4. 5 3. 3 8. 2

7. 81 94. 2 � 2. 6 89. 2 � 8. 7 2. 6 5. 3

3. 4 � 样品稳定性 � 样品在室温放置稳定性( 12 h) ,

长期冷冻稳定性( - 20 � 保存 15, 30 d) , 及冻融稳

定性(反复冻融 3次)时的稳定性结果见表 2。结果

表明,替考拉宁中、高浓度样品在冷冻 30 d时所测

得的替考拉宁浓度有所降低, 其余条件下均保持稳

定。

表 2 � 替考拉宁稳定性试验( �x � s, n= 5, mg�L - 1 )

T ab 2 � Stability studies( �x � s, n= 5 , mg�L - 1 )

理论替考拉

宁质量浓度

实测替考拉宁质量浓度

室温 12 h 冷冻 15 d 冷冻 30 d 冻融 3次

90. 00 83. 28 � 4.0 94. 60 � 5. 3 65. 10 � 2. 0 90. 80 � 2. 9
31. 25 29. 44 � 1.0 32. 92 � 0. 9 23. 86 � 1. 1 29. 97 � 1. 0
7. 81 7. 40 � 0.3 7. 89 � 0. 2 7. 31 � 0. 3 7. 81 � 0. 4

3. 5 � 治疗药物监测 � 对 8例疑似或确认的革兰阳

性多重耐药菌感染的肾功能不全的危重患者, 均给
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予替考拉宁 400 mg , q12 h � 3剂的负荷剂量, 然后
根据患者肾功能和 T DM 监测结果给予维持剂量。

于第 4次给药前采血,采用已建立的 HPLC 法监测

替考拉宁谷值浓度, 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/或新症状出现或死

亡为临床无效。将血清谷浓度 10 mg�L- 1视为达到

适宜浓度,作为日常临床监测的谷值。所监测的 8

例危重患者平均谷值 Cmin为( 12. 8 � 6. 2 ) mg�L- 1
,

结果见表 3。

表 3� 替考拉宁的血药浓度监测结果

Tab 3 � Results of serum teicoplanin monitor ing

年龄

/岁

替考拉宁质量

浓度/ mg�L- 1

与参考范围

10 m g�L - 1比较

肾功能

评价a

用药时

间/ d

临床结果

评定 b

79 14. 01 > 10 mg�L- 1 中度受损 13 临床有效

68 9. 21 < 10 mg�L- 1 重度受损 11 临床无效

51 8. 90 < 10 mg�L- 1 重度受损 6 临床无效

80 5. 91 < 10 mg�L- 1 中度受损 10 临床无效

71 9. 54 < 10 mg�L- 1 中度受损 4 临床无效

81 11. 27 > 10 mg�L- 1 中度受损 4 临床无效

59 24. 82 > 10 mg�L- 1 重度受损 3 临床无效

94 18. 47 > 10 mg�L- 1 重度受损 9 临床有效

注: a肾功能评价标准: 以肌酐清除率 ( creat inine clearance rate,

C LCR)计, CLCR �50 mL�min- 1为肾功能正常, 20< CLCR< 50 mL�
m in- 1为肾功能中度受损, CLCR � 20 mL�min - 1为肾功能重度受

损。b临床结果评定标准:临床有效:有改进或症状缓解;临床无效:持

续存在和(或)新症状出现或死亡

� � 实验结果表明, 在开展 T DM 的 8 例肾功能不

全患者中, 4例替考拉宁质量浓度< 10 mg�L- 1
, 且

治疗结果均为无效; 而 4例达到替考拉宁浓度小于

10 mg�L- 1要求的患者中, 有 2例( 2/ 4)治疗结果为

无效。

4 � 讨论

文献[ 5]中 HPLC法测定替考拉宁浓度所用流

动相有不同比例、不同 pH 下的乙腈�磷酸盐系统。
结果发现加入一定比例的甲醇,降低 pH , 则色谱峰

能好分开且峰型变好,经过优化,发现0 . 01 mol�L- 1

磷酸二氢钠�乙腈�甲醇( 70�25�5 ) (磷酸调 pH 2. 1 )

流动相条件下, 保留时间合适,峰型好且能很好的分

离各峰。

应用建立的 HPLC 法对危重患者服用替考拉

宁后的血清样本进行测定,实验结果表明,这 8例不

同程度肾功能不全的危重患者中有 6例( 6/ 8 )治疗

结果为无效, 其中 4例 ( 4/ 6)的替考拉宁浓度< 10

mg�L- 1。参照国内外有关报道 [ 2, 7] , 替考拉宁的最

低有效浓度为 10 mg�L- 1
, 血药浓度未达到要求可

能与危重患者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、腹膜渗出液、术后引流、低蛋白血症、烧伤

等)造成药物分布容积增大、药物稀释有关。

而 4例达到替考拉宁浓度> 10 mg�L- 1要求的

患者,有 2例治疗结果为无效。其中其中第 6, 7例

患者虽然谷浓度高于 10 mg�L- 1
, 但两患者均存在

重症肺炎, �型呼吸衰竭, 感染性休克, 急性肾功能

损伤(第 6例)、慢性肾功能不全(第 7例尿毒症期,

血液透析状态) ,高血压病 2级(高危) , 冠状动脉粥

样硬化性心脏病等。在应用替考拉宁 3~ 4 d 后临

床感染症状持续未改善,合并其他疾病死亡。

总之,本研究建立的 HPLC 法对于临床替考拉

宁血样的测定,准确、简单、快捷、灵敏、重复性好,可

满足血药浓度监测和药动学研究的要求。危重症感

染患者应用替考拉宁后血药浓度变化较大,需要通

过治疗药物监测的方法制定个体化给药方案。
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更 � � 正

更正:本刊第 31 卷第 6 期 443页文题、摘要、关键词中� 生长因子�应为�转化生长因子�, � 转录因子�应为�核转录因子� ;

453 页作者简介中� 袁海珍�应为� 孟旬�, 特此更正。
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