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摘 要 目的：研究血浆标本病毒灭活处理对伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁血药浓度检测的影响。方法：以我院36

例住院患者分别行常规伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁血药浓度检查后剩余的血浆为检测标本（每种药物的含药血浆

均为9份），根据各药物的常规血药浓度检测结果按3个一组将其分别分为低、中、高3个浓度水平的混合标本；然后将不同浓度水

平的混合标本分别分为灭活组和非灭活组，每组3份。灭活组标本采用56 ℃干式恒温金属浴加热30 min进行灭活处理，非灭活

组标本不作处理。两组血浆样本分别进行前处理后，采用二维液相色谱法分别测定4种药物的血药浓度，比较其检测结果差异。

结果：含伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁的血浆标本经56 ℃干式恒温金属浴加热30 min灭活后依然较稳定；相较于非

灭活组，灭活组低、中、高浓度水平混合血浆样本中上述4种药物的血药浓度检测结果的相对误差均小于15％。结论：采用二维液

相色谱法测定血浆标本中伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁的血药浓度时，可采用56 ℃干式恒温金属浴加热30 min的方

法对血浆标本进行灭活。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of virus inactivation treatment of plasma specimen on plasma concentration

determination of voriconzole，linezolid，vancomycin and teicoplanin. METHODS：The remaining plasma of 36 inpatients in our

hospital after routine blood concentration examination of voriconazole，linezolid，vancomycin and teicoplanin were collected as

specimen（9 drug-contained plasma specimens for each drug），and merged into three different concentration levels（low，medium，

high）of mixed samples according the results of routine blood test. Then the mixed samples with different concentration levels were

divided into inactivated group and non-inactivated group，with 3 samples in each group. The inactivated plasma samples were

heated at 56 ℃ for 30 min in metal bath with constant temperature. Non-inactivated group were not treated. After pretreating plasma

sample of 2 groups，2-dimensional liquid chromatography was used to detect plasma concentration of the four drugs；the difference

of detection result between inactivated group and non-inactivated group were analyzed. RESULTS：Plasma samples containing

voriconazole，linezolid，vancomycin and teicoplanin were still stable after heating at 56 ℃ for 30 min in metal bath with constant

temperature. Compared with non-inactivated group，relative error of plasma concentration detection result of above 4 drugs were all

lower than 15％ in low，medium，high concentration mixed samples of inactivated group. CONCLUSIONS：Plasma samples can

be inactivated by heating at 56 ℃ for 30 min in metal bath with constant temperature，when the plasma concentration of

voriconazole，linezolid，vancomycin and teicoplanin are determined by 2-dimensional liquid chromatography.
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病毒的侵染会严重威胁人类的健康和生命安全，如

非典型病原体引发的非典型病原体肺炎和新型冠状病

毒引发的新型冠状病毒肺炎等均造成了大量人口死

亡[1－2]。此外，人类免疫缺陷病毒、流感病毒及狂犬病毒

等也长期威胁着人类的生命健康[3]。接触传播、呼吸道

飞沫传播、分泌物传播、唾液传播、血液传播和污染品传

播等均为病毒的常见传播途径[4－6]。

病毒感染可能会导致机体免疫力低下和多器官衰

竭，故病毒感染患者常合并真菌及细菌感染，临床上常

使用抗菌药物进行辅助治疗[1－2]。伏立康唑、利奈唑胺、
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万古霉素和替考拉宁均为临床常用的强效抗菌药物，但

上述药物均存在治疗窗窄、血药浓度个体差异大等特

点，且其血药浓度通常与疗效和不良反应相关，所以需

对上述药物开展治疗药物浓度监测（therapeutic drug

monitoring，TDM）[7－13]。而病毒感染或疑似病毒感染的

患者在使用以上抗菌药物辅助治疗时，也均需常规开展

TDM。

医护人员在医治病毒感染患者的过程中，会不可避

免地接触到携带病毒的标本，为保护医护人员的安全及

降低病毒传播的风险，需严格做好标本的采集、配送、检

测及废弃处理工作[14－15]。相关研究已证实，患者确诊为

病毒血症时，其用于诊断的血液标本具有传染性[14]。而

TDM实验室人员需直接处理送检的血液标本，因此在

不影响血药浓度检测结果准确性的前提下，应对疑似和

确诊病毒感染患者的血液标本进行灭活处理。大部分

病毒对热敏感，56 ℃加热 30 min能使包括非典型病原

体、人类免疫缺陷病毒、流感病毒等在内的大部分病毒

灭活[16－17]，故热灭活法被推荐为传染性临床标本的灭活

方法[18]。但采用热灭活标本后进行检测时，是否会影响

TDM结果的准确性尚无系统资料证实。水浴和干式恒

温金属浴加热是实验室常用的标本加热灭活方法。有

研究提出，与水浴加热灭活法相比，干式恒温金属浴灭

活法具有升温速度快、温度均一稳定、可防止样品间交

叉污染等优点，被广泛应用于蛋白质、核酸的变性处

理[19－20]。鉴于此，本研究拟以56 ℃干式恒温金属浴加热

30 min的灭活方法对含伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素

和替考拉宁的血浆标本进行灭活处理，探索该灭活方法

对上述4种药物血药浓度检测结果准确性的影响，为病

毒感染患者开展抗菌药物TDM以及传染性血液标本的

预处理提供参考。

1 材料

1.1 血浆标本来源

血浆标本来源于我院2020年4月24－28日感染科、

呼吸与危重症医学科、血液内科和重症医学科的36例住

院患者，其中分别使用伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和

替考拉宁的患者各9例。所有患者均已排除新型冠状病

毒及其他常见病毒感染。本研究中所有血浆标本均为

患者常规检测后剩余的血浆。关于本研究所用血浆样

本的处置均已获得相关患者及其家属的知情同意。

1.2 主要仪器

本研究用到的主要仪器有 FLC2420型全自动二维

液相色谱耦合仪（湖南德米特仪器有限公司）、MX-S型

Vortex Genius 3旋涡混合器（德国 IKA 公司）、5804R 型

低温高速离心机（德国Eppendorf公司）、MK2000-1型干

式恒温器（杭州奥盛仪器有限公司）、SAS67120型Sim-

plicity纯水仪（法国Millipore公司）等。

1.3 主要药品与试剂

ACP-1去蛋白剂、ACG保护剂、API-1酸性移动相、

BPI-1碱性移动相、OPI-1有机移动相（即乙腈-甲醇）、

MVV-1X样本萃取液（即水-甲醇）、VCV-1X样本萃取液

（即水-乙腈-甲醇）、CAA样本萃取液（即水-乙腈）、伏立

康唑校准品（批号20190723，质量浓度分别为0.48、1.20、

2.41、6.02、8.43、12.04 µg/mL）、伏立康唑质控品（批号

20190822，质量浓度分别为 1.19、4.75、8.91 µg/mL）、利

奈唑胺校准品（批号 20190911，质量浓度分别为 0.18、

0.92、2.29、5.72、12.70、21.17 µg/mL）、利奈唑胺质控品（批

号20190360，质量浓度分别为3.21、7.06、14.11 µg/mL）、

万古霉素校准品（批号20191102，质量浓度分别为0.97、

2.44、9.75、24.37、34.11、48.73 µg/mL）、万古霉素质控品（批

号20190702，质量浓度分别为5.04、20.14、37.76 µg/mL）、

替考拉宁校准品（批号20190921，质量浓度分别为5.01、

10.82、27.04、45.07、75.12、125.20 µg/mL）、替考拉宁质控

品（批号20191028，质量浓度分别为10.02、62.20、100.16

µg/mL）和空白人血浆均购自湖南德米特仪器有限公司；

甲醇为色谱纯，水为实验室自制纯化水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

2.1.1 伏立康唑检测的色谱条件 以Aston SC2、Aston

SH 和 Aston SCB 为色谱柱；以水-乙腈-甲醇（300 ∶ 100 ∶
100，V/V/V）为一维泵流动相，流速为 0.8 mL/min；以乙

腈-BPI-1- API-1-甲醇（38 ∶ 30.2 ∶ 15 ∶ 16.8，V/V/V/V）为二

维泵流动相，流速为1.5 mL/min；开始运行的0.01～2.00

min为初级样品分离时间，2.00～3.25 min为目标组分捕

获时间，3.25～10.00 min 为目标组分检测时间；检测波

长为262 nm；采集频率为2.00 Hz。

2.1.2 利奈唑胺检测的色谱条件 以Aston SNCB、As-

ton SH和Aston SCB为色谱柱；以水-甲醇（50 ∶ 50，V/V）

为一维泵流动相，流速为0.8 mL/min；以乙腈-API-1-甲醇

（10 ∶55 ∶15，V/V/V）为二维泵流动相，流速为1.5 mL/min；

开始运行的0.01～3.00 min为初级样品分离时间，3.00～

4.30 min为目标组分捕获时间，4.30～11.00 min为目标

组分检测时间；检测波长为268 nm；采集频率为2.00 Hz。

2.1.3 万古霉素检测的色谱条件 以Aston SC2、Aston

SN 和 Aston SX1为色谱柱；以水-乙腈-甲醇（700 ∶ 100 ∶
100，V/V/V）为一维泵流动相，流速为 1.0 mL/min；以乙

腈-BPI-1-API-1（18 ∶ 34 ∶ 48，V/V/V）为二维泵流动相，流

速为 1.0 mL/min；开始运行的 0.01～1.20 min 为初级样

品分离时间，1.60～2.70 min 为目标组分捕获时间，

2.70～4.30 min 为目标组分检测时间；检测波长为 232

nm，采集频率为2.00 Hz。
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2.1.4 替考拉宁检测的色谱条件 以Aston SRC、Aston

SN和Aston SCB为色谱柱；以水-乙腈（78 ∶ 22，V/V）为一

维泵流动相，流速为 0.8 mL/min；以乙腈 -BPI-1-API-1

（37 ∶23 ∶40，V/V/V）为二维泵流动相，流速为1.2 mL/min；

开始运行的0.01～0.80 min为初级样品分离时间，2.00～

4.00 min为目标组分捕获时间，4.00～15.00 min为目标

组分检测时间；检测波长为282 nm；采集频率为1.67 Hz。

2.2 血浆标本的分组

因按照实验室常规标本检测方法完成血浆中药物

浓度检测后，单个患者剩余的含药血浆量有限，故本研

究参照已测血药浓度结果，将所有剩余的血浆标本按照

药物浓度的高低以3份一组的方式分别合并为低、中、高

3个浓度水平的混合标本，然后将每个浓度水平的混合

标本又分为灭活组和非灭活组，每组3份。将全部标本

编号后，置于－80 ℃冰箱中保存，备用。

2.3 血浆标本的灭活

将分别含伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉

宁的血浆标本在室温下解冻，待血浆完全解冻后，把灭

活组 3个浓度水平的 36份血浆分别转移至与干式恒温

器匹配的玻璃管中，然后用干式恒温器以 56 ℃加热 30

min进行灭活。非灭活组的 36份血浆在解冻后不进行

灭活处理。

2.4 血浆标本的前处理

准确吸取血浆标本 200 μL 至 2 mL EP 管中，加入

ACP-1去蛋白剂600 μL，涡旋振荡1 min，然后再以14 000

r/min离心8 min；取离心后的上清液650 μL至1.5 mL进

样瓶中，加入ACG保护剂65 μL，振荡摇匀。

2.5 血浆中4种药物浓度检测的方法学考察

2.5.1 系统适用性试验 取空白人血浆、4种药物的校

准品、空白人血浆与 4种药物校准品的混合液，分别按

“2.4”项下方法进行前处理后，按“2.1”项下色谱条件进

行测定，记录色谱图。结果显示，伏立康唑、利奈唑胺、

万古霉素、替考拉宁色谱峰的保留时间分别为 8.50、

8.59、8.02、8.23 min；血浆中的内源性物质和其他杂质均

不干扰 4种药物的分离、测定；待测物色谱峰的峰形对

称、特异性较好。色谱图见图1。

2.5.2 线性关系及定量下限考察 分别取“1.3”项下伏

立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁不同浓度水平

的6个校准品和3个质控品，按“2.4”项下方法进行前处

理后，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。

以血药浓度为纵坐标（y）、峰面积为横坐标（x）绘制标准

曲线。结果显示，伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考

拉宁分别在质量浓度 0.48～11.88、1.28～18.81、2.02～

48.73、5.01～125.20 μg/mL范围内与其峰面积的线性关

系良好（R2均大于0.999 0）。标准曲线方程、线性范围及

定量下限测定结果见表1。

2.5.3 准确度试验 分别取“1.3”项下伏立康唑、利奈唑

胺、万古霉素和替考拉宁的3个不同浓度水平的质控品，

每个浓度水平的质控品均平行5份操作，按“2.4”项下方

法进行前处理后，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积并计算回收率。结果，伏立康唑、利奈唑胺、万

古霉素和替考拉宁的准确度为93.51％～101.56％，表明

该方法的准确度较好。准确度试验结果见表2。

2.5.4 精密度试验 取“1.3”项下伏立康唑、利奈唑胺、

万古霉素和替考拉宁3个不同浓度水平的质控品，每个

浓度水平均平行5份操作，按“2.4”项下方法进行前处理

后，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，考察日

内精密度；重复实验3 d，考察日间精密度。结果，日内、

日间精密度试验的RSD均小于 5.0％（n＝5或 n＝3），表

明该方法精密度良好。

2.6 灭活处理血浆标本对血药浓度检测结果的影响

取灭活和未灭活处理的所有血浆样本，分别按“2.4”

项下方法进行前处理后，再分别按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积并根据标准曲线计算出各药物的血

药浓度。每测定10个标本，随行测定任意2个不同质量

浓度的质控品，以保证结果的准确性。结果显示，相较

于非灭活组，灭活组低、中、高浓度水平血浆样本中伏立

康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁的血药浓度水平

的相对误差均小于 15％，提示采用 56 ℃干式恒温金属

浴加热30 min的方式灭活对血浆样本中上述4种药物血

药浓度检测结果的影响较小，详见表3。

3 讨论

伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁血药浓

度检测方法包括高效液相色谱法、高效液相色谱-串联

质谱法、酶联免疫法、微生物法等[21－23]。二维液相色谱

法因具有峰容量大、选择性高和分离能力强等优势[24]，

在临床上应用也日渐广泛。本实验室采用二维液相色

谱法检测伏立康唑等 4种临床常用抗菌药物的血药浓

度，其分析方法、仪器及使用的相关试剂均为整套订购，

仪器公司在开发分析方法时已做过完整的方法学验

证。本研究将该分析方法转移到本实验室后，只有实验

室环境发生了小幅的改变。2020版《中国药典》（四部）

“生物样品定量分析方法验证指导原则”中提到，在对已

被验证的分析方法进行小幅改变的情况下，根据改变的

实质内容（包括将生物分析方法转移到另一实验室、改

变仪器、改变校正范围浓度等），可能需要部分方法验

证[25]。因此，本实验室只对系统适用性、线性关系、准确

度和精密度等几个部分进行了方法学验证。验证结果

表明，该二维液相色谱法在本实验室环境下检测伏立康

唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁血药浓度的适用性、
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图1 血浆样本中伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁检测的系统适用性色谱图

Fig1 System suitability chromatograms of voriconazole，linezolid，vancomycin and teicoplanin in plasma sample
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线性关系等均较好，结果准确可靠。

既往有研究报道了伏立康唑、利奈唑胺、万古霉素

和替考拉宁在不同温度下的稳定情况[26－31]，但56 ℃加热

30 min 的病毒灭活方法对其血药浓度检测结果影响的

报道较少。赵博欣等 [32]研究发现，采用 56 ℃水浴加热

30 min灭活含伏立康唑全血后对伏立康唑血药浓度检

测结果的影响较小，但灭活全血标本会发生溶血现象。

故本研究采用二维液相色谱法检测时，改用灭活血浆以

减小溶血对检测结果的影响。另外，张晓旭等[33]研究发

现，采用56 ℃水浴加热30 min灭活含万古霉素全血后，

不影响采用高效液相色谱法检测万古霉素血药浓度结

果的准确性。目前笔者还未查阅到有关 56 ℃加热 30

min灭活血浆对利奈唑胺和替考拉宁血药浓度检测结果

准确性影响的相关报道。本实验室采用56 ℃干式恒温

金属浴加热 30 min灭活含伏立康唑或万古霉素的血浆

样本，对采用二维液相色谱法检测二者血药浓度结果的

影响均较小。虽然本实验室灭活的标本和检测方法与

赵博欣和张晓旭等人不同，但所得结果与其基本一致。

此外，本研究还发现采用 56 ℃干式恒温金属浴加热 30

min灭活含利奈唑胺或替考拉宁的血浆标本，对采用二

维液相色谱法检测二者血药浓度结果的影响同样均

较小。

综上所述，采用二维液相色谱法测定血浆标本中伏

立康唑、利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁的血药浓度时，

可采用56 ℃干式恒温金属浴加热30 min的方法对血浆

标本进行灭活。但考虑到不同检测方法对标本的要求

可能存在差异，若采用其他方法检测时，还需进一步验

证标本的灭活方式是否对检测结果有影响。
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