
复旦学报（医学版）
Fudan Univ J Med Sci

2026  Jul.， 53（4） 

超高效液相色谱-串联质谱法测定人脑脊液样品中
去甲万古霉素浓度及临床应用

时学丽 1，2，3▲   李 炜 4▲   陈梦婷 2，3   范亚新 2，3   胡佳丽 2，3   王 佳 4   张 菁 2，3 

徐宇虹 5   彭保卫 5   郭蓓宁 2，3△

（
1
大理大学药学院 2023 级药学硕士研究生  大理  671000； 

2
复旦大学附属华山医院抗生素研究所  上海  200040； 

3
国家卫生健康委员会抗生素临床药理重点实验室  上海  200040； 

4
保定市第一中心医院神经重症医学科  保定  071000； 

5
大理大学药学院药剂学教研室  大理  671000）

【【摘 要】】 目 的　 建 立 一 种 超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱（ultra-performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry，UPLC-MS/MS）法测定人脑脊液样品中去甲万古霉素浓度，并应用于治疗药物监测及中枢穿透性评

价。方 法　选取万古霉素为内标物，通过乙腈蛋白沉淀法对脑脊液样本进行前处理。色谱柱为 ACQUITY 
UPLC® BEH C18 柱（2.1 mm×50 mm，1.7 μm）。流动相由乙腈和 0.1%（v/v）甲酸水组成，梯度洗脱，流速为

0.3 mL/min，分析时间为 4.5 min。质谱采用电喷雾电离源正离子多反应监测模式。结果　去甲万古霉素在脑脊液

中的线性范围为 0.5~50.0 mg/L，定量下限为 0.5 mg/L。批内、批间精密度≤10.5%，准确度为 85.3%~108.6%。

去甲万古霉素在脑脊液中的内标归一化基质效应因子为 89.0%~103.7%，回收率为 89.4%~92.7%。人脑脊液样

品长期稳定性（-20 ℃和-70 ℃分别存放 104天）、处理过程稳定性（室温放置 24 h，2~8 ℃放置 72 h）、制备后稳定性

（自动进样器 4 ℃放置 44 h）、冻融稳定性（-20 ℃冻融 3次）均达标。4例患者去甲万古霉素脑脊液穿透性为 7.2%~
13.9%。结论　本研究建立的人脑脊液样品中去甲万古霉素的 UPLC-MS/MS 法操作简便、准确性好，方法学验证

结果均符合生物样品分析的要求适用于去甲万古霉素治疗药物监测的临床研究。

【【关键词】】 去甲万古霉素； 超高效液相色谱串联质谱法（UPLC-MS/MS）； 脑脊液； 治疗药物监测
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【【Abstract】】  Objective　 To develop and validate a robust ultra-performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry （UPLC-MS/MS） method for accurate measurement of norvancomycin 
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concentrations in human cerebrospinal fluid （CSF） samples and preliminarily applied to therapeutic drug 
monitoring and central nervous system penetration assessment. Methods　 Vancomycin was used as 
internal standard， and the cerebrospinal fluid samples were processed by protein precipitation. The 
separation process was conducted on an ACQUITY UPLC® BEH C18 column （2.1 mm×50 mm， 1.7 μm） 
under isocratic conditions. The chromatographic separation employed a binary solvent system consisting of 
acetonitrile and an aqueous phase modified with 0.1% （v/v） formic acid. The analysis time was 4.5 min at 
a flow rate of 0.3 mL/min. Mass spectrometry was performed in positive ion multiple reaction monitoring 
mode with electrospray ionization. Results　 The linear ranges of norvancomycin in cerebrospinal fluid 
were 0.5-50.0 mg/L， and the lower limits of quantification were 0.5 mg/L. The intra-batch and inter-batch 
precisions of norvancomycin in cerebrospinal fluid samples were less than 10.5% and the accuracy ranged 
from 85.3% to 108.6%. The normalized matrix effect factors of norvancomycin were 89.0%-103.7% The 
recovery of norvancomycin was 89.4%-92.7% from cerebrospinal fluid. The analyte was stable when the 
cerebrospinal fluid samples were stored at -20 ℃ or -70 ℃ for 104 days， placed at room temperature for 
24 h or 2-8 ℃ for 72 h， 44 h residence in automatic sampler after pretreatment and treated after 3 freeze-

thaw cycles. Quantitative assessment of norvancomycin distribution into CSF across four clinical cases 
demonstrated penetration efficiencies ranging from 7.2% to 13.9%. Conclusion　 The UPLC-MS/MS 
method established in this study provides a simple and accurate determination of norvancomycin in human 
cerebrospinal fluid. The method were validated in accordance with the requirements for the quantitative 
analysis of biological samples. The developed method was successfully applied in the clinical study on 
therapeutic drug monitoring of norvancomycin.
【【Key words】】 norvancomycin； ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
（UPLC-MS/MS）； cerebrospinal fluid； therapeutic drug monitoring
* This work was supported by the Joint Research Project of Newly Forward Technology in Municipal Hospital, Shanghai Hospital 

Development Center (SHDC12020106).

去甲万古霉素是一种糖肽类抗菌药物，由放线菌

发酵而来，以 D-亮氨酸代替万古霉素中的 D-N-甲基

亮氨酸，是我国独立研发的抗菌药物，于 1969年通过

鉴定，临床应用至今［1］。去甲万古霉素抗菌谱广，是

甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus，MRSA）等耐药革兰阳性菌感

染的重要治疗药物［2］。去甲万古霉素的流行病学界

值（epidemiological cut-off value，ECOFF）研究显示，

其 ECOFF 低于欧洲抗菌药敏试验委员会（European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing，
EUCAST）设定的万古霉素的 ECOFF，预测去甲

万古霉素的体内疗效可能优于万古霉素［3］。 2019

年 中 国 细 菌 耐 药 监 测 网（China Antimicrobial 
Surveillance Network，CHINET）数据也显示，2 939
株葡萄球菌和肠球菌临床分离株中去甲万古霉素

的最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，
MIC）为 0.25~2 mg/L，2 mg/L 去甲万古霉素可抑

制 100% 的葡萄球菌属［4］。然而，糖肽类药物治疗

指数低，有肾毒性和耳毒性，在一些特殊生理、病理

状态下（如老年人、肾功能减退患者等）易发生毒性

反应［5］，有必要在治疗过程中监测药物浓度并及时

调整给药剂量，以提高疗效和降低不良反应。对于

中枢神经系统感染的患者，除血药浓度监测，还应

当关注脑脊液中的药物浓度，但目前尚缺乏脑脊液

中去甲万古霉素的目标浓度。脑脊液中去甲万古

霉素浓度个体差异大［6］，脑膜炎与非脑膜炎患者间

中枢穿透性有明显差异，因此有必要对患者脑脊液

中去甲万古霉素的药物浓度进行监测。

目前脑脊液中去甲万古霉素浓度的分析方法主

要有高效液相色谱-紫外检测（high performance liquid 
chromatography-ultraviolet detection，HPLC-UV）法、

超高效液相色谱串联质谱（ultra-performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry，UPLC-

MS/MS）法［7-8］。但 HPLC-UV 法分析时间较长，灵

敏度、特异度和准确度低于 UPLC-MS/MS 法［7，9-10］，

但后者提取回收率低［8］。为此，急需建立一种快速、
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灵敏、准确测定脑脊液样品中去甲万古霉素浓度的

方法，为去甲万古霉素治疗药物监测和中枢穿透性

研究提供支持。

材 料 和 方 法

标准品和试剂 去甲万古霉素（批号：130338-

201704，纯度 87.7%）和内标（internal standard，IS）
万古霉素（批号 130360-202103，纯度 100%）均购于

中国食品药品检定研究院。甲酸（分析纯）和乙腈

（色谱纯）均购于美国 Sigma-Aldrich 公司。

仪器 色谱系统为 Waters Acquity 超高效色谱

仪（美 国 Waters 公 司）；质 谱 系 统 为 API4000 
QTRAP 质谱仪，配备电喷雾电离源（ESI 源）（美国

AB Sciex 公司）。定量分析采用 Analyst 1.6.3 数据

采集软件（美国 AB Sciex 公司）。L 型移液器（美国

吉尔森公司）；Mettler Todelo XS 205电子分析天平

（瑞士梅特勒公司）；Handy Step 电子移液器（德国  
BRAND GMBH & CO KG 公司）；HYC-410医用冷

藏箱（青岛海尔股份有限公司）；Vortex 3000涡流仪

（德 国  WIGGENS GmbH 公 司）；Thermo Forma 
900 低温冰箱（美国 Thermo Fisher 公司）；Milli-Q® 

IQ 7000 超 纯 水 仪（美 国 密 理 博 公 司）；Thermo 
Legend Micro 17R 控温高速离心机（美国 Thermo 
Fisher公司）。

色谱和质谱条件 色谱柱为ACQUITY UPLC® 
BEH C18 （2.1 mm×50 mm，1.7 μm），购 自 美 国

Waters公司。流动相由乙腈（A相）和 0.1%（v/v）甲酸

水溶液（B 相）组成，流速为 0.3 mL/min，洗针液为

90%乙腈的强洗液和 20%乙腈的弱洗液；自动进样器

温度为（15±5）℃；柱温为（40±5）℃；进样量 5.0 µL。

梯 度 洗 脱 程 序 ：0~0.5 min，A 相 维 持 5%；0.5~
3.0 min，A相由5%升至35%；3.0~3.1 min，A相由35%
升至 90%；3.1~3.6 min，A相维持 90%；3.6~3.8 min，
A相由 90%降至 5%；3.8~4.5 min，A相维持 5%。

质 谱 离 子 源 为 电 喷 雾 电 离（electrospray 
ionization，ESI）源 正 离 子 ，多 反 应 监 测（multiple 
reaction monitoring，MRM）模 式 ，扫 描 时 间 为

100 ms，源喷射电压为 5 500 V，温度为 500 ℃，气帘

气体（N2）压力为 172.4 kPa，离子源气体  1（N2）和离

子源气体 2（N2）压力为 344.7 kPa。通过 MRM 法检

测 的 定 量 离 子 对 为 去 甲 万 古 霉 素（m/z 718.3→
144.1）和内标万古霉素（m/z 725.0→144.1）。检测

离子及参数详见表 1。

标 准 曲 线 样 品 和 质 控 样 品 的 配 制 精密称取

2份去甲万古霉素标准品，加入超纯水溶解，获得终

浓度为 2 000 mg/L 的贮备液。用超纯水稀释其中

一份贮备液，配制标准曲线工作溶液，浓度分别为

10、20、50、100、500 和 1 000 mg/L。取空白脑脊液

950 µL，分别加入上述标准曲线工作溶液各 50 µL，

配制浓度分别为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、25.0 和 50.0 
mg/L 的去甲万古霉素脑脊液标准曲线样品。另一

份储备液用于配制质控工作溶液，浓度分别为 30、

150 和 800 mg/L。取空白脑脊液 950 µL，分别加入

上述质控工作溶液各 50 µL，配制浓度分别为 1.5、
7.5和 40.0 mg/L 的去甲万古霉素脑脊液质控样品。

内 标 工 作 液 的 配 制 精密称取万古霉素标准

品，加入超纯水溶解，获得终浓度为 2 000 mg/L 的

内标贮备液，用超纯水稀释贮备液，配制浓度为

25.0 mg/L 的万古霉素内标工作溶液。

样品处理方法 精密吸取 50 µL 脑脊液样品，加

入 10 µL 内标工作溶液（万古霉素，25.0 mg/L）、

50 µL 10% 甲酸溶液，混匀；再加入 300 µL 乙腈，混

匀；4 ℃下 13 800×g 离心 10 min。取 50 µL 上清液

和 450 µL 5% 乙腈水溶液混匀，涡旋混匀 1 min，进
样量为 5 µL。

方法学验证 

选择性 按上述样品处理方法，处理来源于

6 例中枢感染患者的脑脊液样品各 1 份。患者来源

于复旦大学附属华山医院抗生素研究所，均签署知

情同意书，筛查病史并考察选择性，明确未使用去

甲万古霉素和万古霉素。同时平行处理 6份定量下

表 1　检测离子及参数

Tab 1　Detection ions and parameters

Drug name

Norvancomycin
Vancomycin

Quadrupole 1 
（m/z）

718.3
725.0

Quadrupole 3
（m/z）

144.1
144.1

Time （ms）

100

100

Declustering 
potential （V）

80

70

Collision 
energy （V）

25

22

Entrance 
potential （V）

8

10

Collision cell exit 
potential （V）

10

10
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限（0.5 mg/L）样品，进行 UPLC-MS/MS 分析。

特异性 取定量上限（50.0 mg/L）样品，按上述

样品处理方法，不加内标工作溶液平行处理 3份，另

平行处理 3份仅含内标工作溶液的样品，进样分析。

标准曲线 3个批次的脑脊液标准曲线样品经

预处理后进样分析，以去甲万古霉素浓度为横坐

标，去甲万古霉素与内标的峰面积比值为纵坐标，

用加权最小二乘法进行回归运算。

批内、批间精密度和准确度 取去甲万古霉素

脑脊液定量下限样品及低、中、高浓度质控样品（每

个浓度 5个样本）连续测定 3天，分别计算各浓度批

内和批间的精密度及准确度。

基质效应 考察来自 6例患者的空白脑脊液基

质对去甲万古霉素及内标质谱信号的影响。取低、

高浓度的质控工作溶液和内标工作溶液，与 6 份处

理后的空白脑脊液基质混匀，得到空白基质含药溶

液，进样分析，平行 6份。面积比=空白基质相面积/溶
剂相面积的平均值，内标归一化的基质效应因子=

待测物面积比/内标面积比×100%。

残留效应 在 6个分析批中采用脑脊液定量上

限样品进样后，用空白基质样品进样来考察去甲万

古霉素及内标的残留程度，残留百分比（%）=空白

基质样品去甲万古霉素（或内标万古霉素）残留的

峰面积/定量下限样品去甲万古霉素（或万古霉素）

峰面积平均值×100%。

提取回收率 3个浓度的去甲万古霉素质控样

品处理后进样，平行 6 份。另空白基质含药溶液进

样，平行 6份。提取回收率（%）=质控样品待测物的

峰面积/空基质含药溶液峰面积平均值×100%。

稳定性 3个浓度的去甲万古霉素质控样品各

平行处理 3份，分别考察室温放置 24 h、2~8 ℃放置

72 h、（-20±5）℃和（-70±10）℃放置 104 天，自动进

样器内 4 ℃放置 24 h 和 44 h、（-20±5）℃冻存 -室温

融解 3次的稳定性。

在 治 疗 药 物 监 测 临 床 研 究 中 的 应 用 建立的

UPLC-MS/MS 方法应用于“去甲万古霉素治疗药

物监测的前瞻性、多中心临床观察性研究”，该研究

经主中心复旦大学附属华山医院伦理委员会（批准

号：2021临审第 605号）和分中心保定市第一中心医

院伦理委员会批准（批准号：［2021］194 号）。保定

市第一中心医院招募的 4例中枢神经系统感染患者

均签署知情同意书，在不影响患者疾病诊治的情况

下，分别于给药后 1、2、4、8 h采集脑脊液样品，样品保

存于（-70±10）℃冰箱冷链运送至复旦大学附属华山

医院抗生素研究所，用于检测去甲万古霉素浓度。

结   果

方法学验证 

选择性 6份不同空白脑脊液中的内源性物质

在去甲万古霉素和内标出峰位置均无干扰峰，去甲

万古霉素和内标的保留时间分别为 1.7和 1.9 min 左

右，峰形良好，分离良好，典型色谱图见图 1。

特异性 内标对去甲万古霉素无显著影响，去

甲万古霉素受内标的干扰≤5.3%，内标受去甲万古

霉素的干扰≤0.8%。

标准曲线和定量下限 脑脊液中去甲万古霉

素的线性范围为 0.5~50.0 mg/L，当浓度为 0.5 mg/L
时，3 个批次定量下限样品的信噪比平均值为 80

（>20），能够满足应用要求，故检测方法的定量下限为

0.5 mg/L。3个批次脑脊液中去甲万古霉素在 0.5~
50.0 mg/L 均呈良好线性关系，R2均>0.99。脑脊液

典型标准曲线回归方程为 y=0.331x+0.012 9（r=
0.999 7），标准曲线线性拟合曲线图见图 2。

精密度和准确度 脑脊液样品的批内和批间

精密度分别为 1.9%~6.2% 和 5.6%~10.5%，低、中

和 高 浓 度 质 控 样 品 的 批 内 准 确 度 为 85.3%~
108.6%，仅 1个批次的定量下限准确度为 81.6%，批

间准确度 94.9%~101.1%，符合生物样品测定要

求（表 2）。

基质效应 去甲万古霉素在脑脊液中的内标

归一化基质效应因子为 89.0%~103.7%，变异系数

为 3.9%。

残留效应 各批次脑脊液样品中，空白样品的

去甲万古霉素残留率≤3.1%，内标残留率≤0.5%，

均无残留。

提 取 回 收 率 去甲万古霉素提取回收率为

89.4%~92.7%，变异系数为 2.0%。

稳定性 去甲万古霉素脑脊液样品室温放置

24 h、2~8 ℃放置 72 h，（-20±5）℃和（-70±10）℃放

置 104 天，自动进样器内 4 ℃放置 24、44 h，（-20±

5）℃冻存-室温融解 3次的稳定性均良好。稳定性验

证时间可覆盖临床标本实际存放时间。
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去 甲 万 古 霉 素 治 疗 药 物 监 测 临 床 研 究 本研

究建立的 UPLC-MS/MS 方法可用于患者脑脊液中

去甲万古霉素浓度测定。4例患者应用去甲万古霉

素（0.8 g，q12h）治疗中枢神经系统感染，其脑脊液

药物浓度 -时间曲线如图 3 所示，总体来说，脑脊液

中药物浓度较低，除 1例患者（编号 242）脑脊液中去

甲万古霉素浓度在用药第 4剂后（达到稳态）保持在

0.696 mg/L 以上，大于其分离菌的 MIC，另 3例患者

的浓度波动在 0.5~1.0 mg/L。4例患者信息和脑脊

液 AUC参见表 3，脑脊液渗透率由 AUC 脑脊液/AUC 血清

计算获得。

讨   论

本研究建立并验证了一种用于测定脑脊液中

去甲万古霉素浓度的 UPLC-MS/MS 方法。与既往

A： Blank human cerebrospinal fluid （CSF）； B： Blank human CSF spiked with internal standards （vancomycin）； C： Lower limit of 
quantification of CSF sample at 0.5 mg/L for norvancomycin； D： Clinical sample （3.34 mg/L norvancomycin in human CSF）.

图 1　人脑脊液中去甲万古霉素和内标的典型色谱图

Fig 1　Representative chromatograms of norvancomycin and internal standards in human cerebrospinal fluid
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测定方法相比［7-10］，本法具有以下优势：样品分析时

间较传统 HPLC-UV 法更短，且灵敏度和特异性更

优；提取回收率（89.4%~92.7%）高于 UPLC-MS/
MS 法（52.07%~67.79%）。

本 研 究 样 品 前 处 理 采 用 蛋 白 沉 淀 法 ，使 用

50 µL 10%（v/v）甲酸溶液，再加入 300 µL 乙腈进行

蛋白沉淀，经考察提取回收率为 89.4%~92.7%。

既往研究采用高氯酸进行蛋白沉淀，但高氯酸的强

酸性会影响色谱柱使用寿命；而使用甲醇和乙腈会

降低回收率［7-8］。本研究在方法学建立阶段，依次考

察了不同甲酸含量的乙腈溶液进行蛋白质沉淀对

提取回收率的影响：（1）采用纯乙腈，提取回收率较

低（40.8%~64.0%）；（2）采用含 20% 甲酸溶液和乙

腈，提取回收率提高至 93.4%~107.3%；（3）采用含

10% 的甲酸溶液和乙腈，提取回收率为 89.4%~
92.7%。综合评估，乙腈中加入甲酸可以提高去甲

图 2　人脑脊液典型标准曲线线性拟合曲线图

Fig 2　Typical calibration curve of norvancomycin in human cerebrospinal fluid

表 2　人脑脊液中去甲万古霉素检测的批内及

批间精密度和准确度

Tab 2　Intra-batch and inter-batch precision and accuracy of 

norvancomycin in human cerebrospinal fluid

Items

Precision （%）

Intra-batch （n=5）

Inter-batch （n=15）

Accuracy （%）

Intra-batch （n=5）

Inter-batch （n=15）

Added concentration （mg/L）
0.5

2.0

5.8

5.5

1.5

81.6

98.6

104.6

94.9

1.5

3.6

2.8

2.4

9.2

94.5

106.9

85.3

95.6

7.5

1.9

2.2

4.4

5.6

103.4

92.5

94.2

96.7

40.0

6.2

5.8

3.2

7.3

108.6

97.1

97.5

101.1

图 3　静脉滴注去甲万古霉素（800 mg，q12h）后患者

脑脊液药物浓度-时间曲线

Fig 3　Concentration-time profiles in the cerebrospinal fluid of 

patients administered norvancomycin （800 mg， q12h， ivgtt）

表 3　患者应用去甲万古霉素后脑脊液中药物暴露量和脑脊液穿透性

Tab 3　Drug esposure and cerebrospinal fluid penetration of norvancomycin in human cerebrospinal fluid

Patient ID
242

346

516

522

Gender
Female
Female
Female
Female

Age （y）
71

46

50

50

Weight （kg）
70

55

56

50

Scr （μmol/L）
78

35

60

32

CLcr （mL/min）
64.62

154.16
87.66

146.76

Infection diagnosis
Acute meningitis
Acute meningitis
Acute meningitis
Acute meningitis

Dose regimen
0.8 g，q12h
0.8 g，q12h
0.8 g，q12h
0.8 g，q12h

Permeability （%）

13.9
9.8

11.9
7.2

Scr： Serum creatinine； CLcr： Creatinine clearance.
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万古霉素的提取回收率。相比于含 20% 甲酸的乙

腈，含 10% 甲酸的乙腈酸含量更低，对色谱柱影响

小，两者提取回收率相似，因而最终选择含 10% 甲

酸乙腈作为沉淀剂。

人体内去甲万古霉素中枢穿透性研究较少，动

物实验结果表明去甲万古霉素不能透过血脑屏

障［11］。本研究建立了人脑脊液中去甲万古霉素浓

度检测的 UPLC-MS/MS 方法，并应用于去甲万古

霉素的治疗药物监测和中枢穿透性研究。抗菌药

物的中枢穿透性通常采用某个时间点脑脊液和血

药浓度的比率或 AUC 脑脊液/AUC 血清来计算［6，12］，本研

究因不同患者采样时间不同，故选择 AUC 脑脊液/
AUC 血清计算去甲万古霉素脑脊液穿透性，患者血清

AUC 来源于本实验室未发表数据。研究表明，4 例

患者的脑脊液穿透性为 7.2%~13.9%，脑脊液穿透

性变异较大。抗菌药物的中枢穿透性受血脑屏障

完整性、脑膜炎程度、蛋白结合率及药物外排转运

体等多种因素影响。

本研究的局限性为纳入的患者病例数较少，有

待扩大样本量，纳入不同中枢神经系统感染患者，

并收集炎症标志物（如脑脊液蛋白、白细胞计数、

IL-6等）。

本研究建立了一种操作简便且准确性良好的

人脑脊液中去甲万古霉素浓度测定的 UPLC-MS/
MS 方法，方法学验证结果满足《生物样品定量分析

方法验证指导原则》［13］的要求，可作为去甲万古霉

素的治疗药物监测和临床药动学研究中的药物浓

度检测方法。
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