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摘  要: 万古霉素和去甲万古霉素化学结构、药理性质和抗菌作用相似, 均属于糖肽类抗生素, 被广泛应用于

细菌感染的治疗, 尤其是一些超级细菌。临床上, 药物治疗方案是依据血液中药物含量而确立的。另外药物的

不合理使用会造成其在农产品中的残留, 对人们的食用安全具有危害性, 因此需要对农产品中药物残留进行

监测, 并建立高效的检测方法刻不容缓。本文对万古霉素和去甲万古霉素的检测方法进行综述, 分别介绍了万

古霉素在医疗卫生领域和动物源食品中不同的检测方法 , 包括高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)、液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)、

酶放大免疫法(enzyme-multiplied immunoassay technique, EMIT)、酶联免疫法(enzyme linked immunosorbent 

assay, ELISA)、荧光偏振免疫法(fluorescence polarization immunoassay, FPIA)等, 详细介绍了上述方法的检测

原理、研究现现状及实际应用情况, 并对其发展趋势进行了展望。 

关键词: 万古霉素; 去甲万古霉素; 检测方法 

Research progress on analytical methods of vancomycin and norvancomycin 
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ABSTRACT: Vancomycin and norvancomycin, glycopeptide antibiotics with similar chemical structure, 

pharmacological properties and antibacterial effects are used active against infections by bacteria, particularly some 

super bacteria. Therapeutic drug monitoring of vancomycin and norvancomycin in plasma is highly recommended for 

optimizing therapy. Due to unreasonable misusing drugs result in drugs residues in agricultural products, which is 

harmful to human health, and therefore monitoring of drug residues in agricultural products, and establishing 

effective detection methods are essential. In this paper, over the past decades many methods of vancomycin and 

norvancomycin has been development and validated in the field of health and animal-derived food. These include 

high performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), 

enzyme immunoassay (EMIT), enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), and fluorescence polarization 

immunoassay (FPIA), etc. The detection principles, research development and practical applications of these 

detection methods were detailly introduced, and the development trendency were prospected. 
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1  引  言 

万古霉素(vancomycin,分子式 C66H75Cl2N9O24)和去甲

万古霉素(norvancomycin, 分子式 C65H73Cl2N9O24)同属于

糖肽类抗生素, 分子结构中含有 1 个二氯三苯基醚结构单

元、2 个糖基、多个氨基酸以及碱性的伯氨基团, 带有弱

碱性, 易溶于水, 难溶于有机试剂。这 2 种药物化学结构、

药理性质和抗菌作用相似, 可以抑制细菌的生长和繁殖, 

对各种革兰氏阳性球菌与杆菌均具有强大的抗菌作用[1]。

万古霉素在治疗超级细菌如超级病菌 NDM 1、耐甲氧西林

金葡菌(methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA)、

耐 甲 氧 西 林 表 皮 葡 萄 球 菌 (methicillin-resistant 

Staphylococcus epidermis, MRSE)等方面具有良好效果[2], 

因此万古霉素和去甲万古霉素在医疗领域及畜牧业中的应

用日渐增多[3]。但是过量使用万古霉素和去甲万古霉素药

物会产生抗药性, 并具有严重的耳毒性和肾毒性。因此, 

美国从 1997 年起禁止在畜禽养殖中使用万古霉素。2005

年 10月我国农业部第 560号公告《兽药地方标准废止目录》

中规定万古霉素为禁用兽药, 禁止生产、经营[4], 并且提出

需要建立万古霉素的检测方法。2010 年万古霉素被列在由

全国食品安全整顿工作办公室专家组提出的《食品中可能

违法添加的非食用物质和易滥用的食品添加剂名单(第四

批)》名单中。 

万古霉素和去甲万古霉素的主要检测方法有高效液

相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)[5-12]、液相色谱-质谱联用法(liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)[13-18]、酶放大免疫法

(enzyme-multiplied immunoassay technique, EMIT)[19]、酶联

免疫法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)[20-22]、

荧光偏振免疫法 (fluorescence polarization immunoassay, 

FPIA)[23,24]、微生物法(microbiological method)[25]等。研究

多集中在医药卫生领域, 研究对象涉及血清、血浆、尿液

及药物制剂等, 而在动物源食品中的相关研究相对较少。

本文针对万古霉素、去甲万古霉素的检测方法的原理、特

点、研究进展以及实际应用进行梳理、比较。 

2  万古霉素的使用现状及危害 

在过去的几十年里, 随着细菌耐药现象的日趋严重, 

尤其是近年来广谱或超广谱抗生素的应用, 耐甲氧西林葡

萄球菌感染发生率逐年增高, 原本作为对付耐药菌的最后

一道防线, 临床用量极小的万古霉素被推至“风口浪尖”, 

从此进入快速增长期[26]。据专家估计, 20 世纪 90 年代中期

万古霉素的全球总产量平均为 20~25 t/年, 2010 年已接近

50 t, 目前万古霉素全球市场需求每年约为 100 t 左右。据

荷兰官方统计, 1996 年用于人类治疗的万古霉素总量仅为

1500 kg, 而用做饲料药物添加剂的同类抗生素达到 80000 

kg, 是人类用药量的 53 倍。1992~1996 年, 澳大利亚平均

每年人用万古霉素的治疗用量为 528 kg, 作为饲料药物添

加剂的同类抗生素用量达到 62000 kg, 是人类治疗用量的

117 倍。在丹麦, 每年供人类治疗用的万古霉素只有 24 kg, 

而养殖业却消耗了 24000 kg 糖肽类抗生素同类药物。由此

可见, 万古霉素在畜禽养殖业的用量相当大[27]。万古霉素

抗生素在饲养过程中对动物有一定的促生长作用, 饲喂抗

菌素和其他促生长剂可降低免疫应激, 使蛋白质合成转向

肌肉而不是抗体的合成, 因此, 在畜禽养殖过程中, 为增

加产肉率而添加万古霉素。万古霉素滥用在全世界养殖业

都非常普遍, 在中国更为严重。在被调查养殖户中, 约 50%

养殖户在饲料里不同程度地添加过包括万古霉素在内的抗

生素。 

万古霉素在动物性食品中残留的风险评价研究表明, 

1994~2000 年金黄色葡萄球菌对万古霉素的敏感性逐年降

低, 表明万古霉素的用量逐年增长。万古霉素经食物链进

入人体后, 可出现听神经损害、听力减退甚至缺失, 损害

肾小管, 严重者可致肾衰竭[28]。人体经常摄入低剂量的万

古霉素残留物, 会逐渐在体内蓄积而导致各种器官发生病

变。万古霉素的残留对人体的影响主要表现在变态反应、

过敏反应、免疫抑制、致畸、致癌、致突变等作用。万古

霉素经食物进入人体后, 导致人体内正常菌群的耐药性变

化。细菌耐药性是指细菌对于抗菌药物作用的耐受性, 耐

药性一旦产生, 药物的作用就明显下降甚至无效。当长期

应用万古霉素时, 占多数的敏感菌株不断被杀灭, 耐药菌

株就大量繁殖, 代替敏感菌株, 从而使细菌对该种药物的

耐药率不断升高。细菌耐药性不仅使万古霉素的疗效降低, 

表现在药物剂量增大、疗程延长、复发率升高等, 而且还

会引起并发症, 导致死亡率升高。随着超级细菌再度走进

人们的视野, 抗菌药物的合理使用和细菌耐药问题已经成

为全球最严重的公共卫生问题之一。 

3  万古霉素和去甲万古霉素的检测方法 

3.1  仪器检测方法 

利用色谱或质谱等大型精密仪器进行药残检测, 是

目前使用较为广泛的可以精确定性定量的方法, 目前万古

霉素和去甲万古霉素的仪器检测方法主要有高效液相色谱

紫外检测器法和液相色谱-串联质谱三重四极杆法。 

3.1.1  高效液相色谱法 

高效液相色谱(HPLC)是以液体为流动相, 采用高压
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输液系统, 将具有不同极性的流动相泵入装有固定相的色

谱柱, 在柱内各成分被分离后, 进入检测器进行检测, 从

而实现对试样的分析。 

万古霉素和去甲万古霉素化学结构中具有苯环结构, 

在 236 nm 处具有典型的紫外吸收波长, 因此目前, HPLC

法被广泛应用在医疗卫生领域中测定万古霉素和去甲万古

霉素的血药浓度。通常针对人体血清样本, 通过酸试剂沉

淀蛋白后, 利用 C18 柱进行分离, 紫外检测器检测药物含

量。Mitsue 等[5]采用 HPLC 法测定小鼠血浆中万古霉素的

浓度, 样品经磷酸盐缓冲液(pH 5.3)提取, CAPCELLPAK 

MG-C18柱分离, 67 mmol 磷酸盐缓冲液(pH 5.3)-乙腈(88:12, 

V:V)作为流动相, 紫外检测器进行分析。测定结果表明, 在

0.5~100 μg/mL 的线性范围内, 万古霉素的定量限为 0.5 

μg/mL。日内、日间精密度分别为 1.92%和 3.69%。整个实

验过程在 15 min 内完成, 达到快速、精确检测目的。 

崔艳丽等[11]应用 HPLC 法同时快速测定万古霉素和

去甲万古霉素血药浓度, 取待测样品200 μL, 加入6%高氯

酸和氢氧化钠溶液进行提取, 用 Phenomenex C18 色谱柱进

行分离, 流动相为 50 mmol 磷酸二氢钾缓冲液(pH 2.5): 乙

腈(90:10, V:V), 检测波长为 236 nm。在此条件下, 去甲万

古霉素在 0.8~80 μg/mL, 万古霉素在 0.9~92 μg/mL 的浓度

范围内呈良好的线性关系 (r=0.9999), 准确度分别为

97.79%~104.82%和 96.49%~110.75%, 日内、日间精密度均

小于 8%。万古霉素定量下限 0.8 μg/mL, 去甲万古霉素为

0.9 μg/mL。该方法操作简便, 人体耗血量极少, 准确度和

精密度均良好。 

林秀丽等[12]采用 Hypersil BDS-C18(250 nm×4.6 mm, 

5 μm)色谱柱为分析柱, 磷酸二氢钾缓冲液(pH 3.2)-甲醇

(86:14, V:V)为流动相测定血清中万古霉素和去甲万古霉

素的血药浓度。血清样品经 10%三氯醋酸沉淀蛋白离心

后进行色谱分析。结果表明万古霉素和去甲万古霉素均

在 2~100 mg/mL 间线性关系良好, 两者平均回收率均为

95%~105%, 日内及日间 RSD 均<5%, 定量限均可达到

1.0 mg/L。 

应用 HPLC 法操作简便、快速, 适用于临床血药浓度

测定及人体药动学研究。但动物源性食品基质复杂, 易受

其他杂质干扰, 用 HPLC 法进行测定不能达到准确定性定

量 , 因 此 常 采 用 HPLC 法 进 行 初 步 筛 选 , 再 采 用

HPLC-MS/MS 进行准确定量[18]。 

3.1.2  液相色谱-串联质谱法 

液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)相比于 HPLC, 利

用其强大的定性能力, 可较好地排除基质的干扰, 具有高

灵敏度特性。适合分析基质复杂的样品, 目前 LC-MS/MS

多应用于分析动物源中的药物残留。 

綦艳等[3]利用 HPLC-MS/MS 分析乳与乳制品中万古

霉素、去甲万古霉素的残留含量, 动物源食品由于其成分

复杂, 蛋白质含量较高, 所以前处理过程较繁琐, 其采用

乙腈和 8%三氯乙酸作为提取剂沉淀蛋白等杂质, 二氯甲

烷 去脂 , Strata-X-C SPE 小 柱净 化去除 无机 盐。 在

ACQUITY UPLC BEH C18(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)色谱柱, 

乙腈和 0.1%甲酸水为梯度洗脱流动相 , 电喷雾离子源

(electrosprayionization, ESI) 在 正 离 子 多 反 应 监 测

(multiple-reaction monitoring, MRM)模式下进行监测。在此

条件下, 万古霉素、去甲万古霉素在 4~5000 μg/L 范围内呈

良好的线性关系, 检出限(limit of detection, LOD)分别为

0.5、0.8 μg/kg, 定量限(limit of quantitation, LOQ)分别为

2.0、3.0 μg/kg。 

冼燕萍等[16]建立了猪肉中万古霉素和去甲万古霉素

的超高效液相色谱串联三重四极杆质谱(HPLC-MS/MS)的

检测方法。样品经 0.1%甲酸水-乙腈(7:3, V:V)提取, 乙腈饱

和正己烷去脂, LC-C18 固相萃取小柱净化, 采用乙腈-0.1%

甲酸为流动相进行梯度洗脱, 串联质谱 ESI 正离子模式电

离, MRM 模式检测, 以保留时间和子离子比定性, 外标法

定量。结果表明, 万古霉素和去甲万古霉素可在 3 min 内

分离完全, 在 1~50 μg/L范围内线性关系良好, 方法检出限

分别为 0.5 μg/kg 和 0.3 μg/kg, 加标水平为 1~20 μg/kg 时, 

平均回收率为 80%~88%。日内相对标准偏差不高于 13.4%, 

日间相对标准偏差不高于 12.5%。 

LC-MS/MS 联用技术可显著提高检测的准确度、灵敏

度, 可提供丰富的结构信息, 并且具有操作简单、快速, 精

密度好, 准确度高的优点, 在针对复杂基质样品的检测具

有良好的应用前景。 

3.2  快速检测法 

食品进入市场之前要对药物残留进行快速检测, 因

此, 快速检测方法日益得到发展。目前快速检测方法包括

酶联免疫法、胶体金层析法和生物传感器法等。万古霉素

和去甲万古霉素的快速检测法有酶放大免疫法(EMIT)、

酶联免疫法(ELISA)、荧光偏振免疫法(FPIA)。这 3 种方

法于 20 世纪 80 年代开始应用于农药残留分析, 它是将免

疫技术与现代测试手段相结合而建立的一种超微量的测

定技术。近些年来, EMIT、ELISA 和 FPIA 以其抗原抗体

反应的高度专一性和特异性, 在医疗卫生领域分析中应

用广泛。 

3.2.1  酶放大免疫法 

酶放大免疫测试法(EMIT)是一种经典的均相酶免疫

测试技术 , 基本原理是用特定的酶标记待测物 , 然后将

抗体、酶标记的待测物、待测物同时加入反应试管中进

行竞争反应。酶标记的待测物与抗体结合后, 酶被抑制而

失去活性。样本中待测物药越多, 则游离的未被抑制的酶

也越多, 根据吸附反应后酶活性的改变可以测定出待测

物的含量[29]。 
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彭斯维等[19]用酶放大免疫法, 测定血浆中去甲万古

霉素的含量。采取样品血浆 400 μL, 加入质量浓度 20%的

ZnSO4 溶液 400 μL, 漩涡混合 2 min 后, 5000 r/min 离心 10 

min, 取上清液 20 μL 进样测定。在空白的样品中分别添加

7.51、9.67、20.95、29.82 和 40.85 mg/mL 5 种浓度用来模

拟血浆样品 , 以酶免法测定。结果测得相对回收率为

96.2%~103%, 日内及日间精密度均小于 5%。该方法结果

稳定, 操作简单, 快捷, 自动化程度高且测定周期短, 适

合于临床应用。 

3.2.2  酶联免疫法 

酶联免疫测定法(ELISA)是一种异相酶免疫分析方

法。ELISA 又可分为直接竞争法和间接竞争法。直接竞争

法是将抗体包被到聚苯乙烯微孔反应板上, 加入酶标记的

待测物和待测物, 两者竞争抗体, 发生结合反应, 应完结

束后, 清除反应液并洗涤酶标板, 吸附到酶反应板上的酶

标记待测物的量与待测液中药物含量成反比。加入酶底物

显色后, 进行比色, 可通过肉眼观察颜色或使用分光光度

计测定, 从而确定测定药物含量[30]。 

Kong 等[22]用酶联免疫法测定了生牛乳和动物饲料中

万古霉素和去甲万古霉素残留量。生牛乳直接在 4 ℃冷冻

15 min, 去除脂肪层的脱脂牛乳上酶标板分析。动物饲料

称取 2 g, 用 20 mL 乙腈和 PBS(10:90, V:V)提取, 离心后上

层清液用等体积的超纯水稀释后上酶标板测定。文章对酶

联免疫测定过程中的溶液 pH 值和氯化钠的浓度等参数进

行了优化。结果在生牛乳和动物饲料中进行添加回收实验, 

回收率达到 89.2%~121.6%。万古霉素的检测限为 0.06 

ng/mL, 去甲万古霉素的检测限为 0.13 ng/mL, 灵敏度高。 

3.2.3  荧光偏振免疫法 

荧光偏振免疫分析法(FPIA)其基本原理是荧光物质

经单一平面的蓝偏振光(485 nm)照射后 , 吸收光能跃入

激发态 , 随后回复至基态 , 并发出单一平面的偏振荧光

(525 nm)。 

黄进等[24]应用荧光偏振免疫法测定血清中万古霉素

的浓度。结果在 0~100 μg/mL 的浓度范围内呈良好的线性

关系, 最低检测浓度为 2 μg/mL。肖力等[23]应用 FPIA 测定

去甲万古霉素血药浓度, 以空白血浆配制成 0.5、1、2、5、

10、25、35、50、60 μg/mL 的系列浓度, 用万古霉素试剂

盒检测。结果测得去甲万古霉素在 0.5~60 μg/mL 的浓度范

围内呈良好的线性范围, 最低检测浓度为 0.5 μg/mL。应用

FPIA 法检测血药中万古霉素和去甲万古霉素, 通常采血

量少(1 mL), 检测时间短(15 min), 可操作性强。但邹国芳

等[31]以及国外相关学者[32]在同时应用 FPIA 和 HPLC 测定

万古霉素血清浓度时比较发现, FPIA 法测定值明显高于

HPLC 法测定值, 两者测定值差异的主要原因是由于存在

万古霉素代谢降解产物的干扰而造成本底响应值偏高, 因

此专属性略差。但此方法适用于临床中快速检测筛查血药

中万古霉素和去甲万古霉素的浓度, 目前已经有商品化的

试剂盒销售, 具有简单、快速的特点。 

3.3  微生物检测方法 

微生物法检测抗生素是利用抗生素在琼脂培养基内

的扩散作用, 抑制了试验菌的繁殖, 形成一定浓度的含抗

生素的球形区即抑菌圈, 通过比较标准品与待测试品 2 者

在同一条件下, 对接种试验菌表现抑菌圈的大小, 以检定

待测试品供效价的一种方法。 

张开礼等[25]用微生物法测定人血浆中去甲万古霉素, 

将已灭菌的抗生素培养基加热融化, 冷却至 60 ℃时加入

枯草芽孢杆菌悬液, 吸取 20 mL 注入抗生素专用平板中, 

在平板上打 6 个孔, 挑出孔内琼脂, 加入去甲万古霉素标

准溶液, 36 ℃恒温培养 14~16 h, 取出于抗生素效价测定扫

描仪扫描各抑菌圈直径 D, 根据 D 大小对应去甲万古霉素

浓度对数做线性回归。方法的检测限为 10 μg/mL, 平均回

收率为 98.1%~100.7%, 方法操作简便, 测定快速, 费用低, 

与 HPLC 方法比较, 2 种检测方法结果差异无统计学意义。 

4  研究展望 

近年来, 由于万古霉素和去甲万古霉素在医疗卫生

领域及养殖业中的滥用等多种原因导致的动物性食品中药

物残留问题不断增多, 直接影响了人体健康和食品的质量

安全。万古霉素和去甲万古霉素这种糖肽类化合物的水溶

性极强, 给该类物质的分析检测带来一定困难。目前国内

外常用的样品检测前处理方法为固相萃取法, 用 C18 等作

为填料, 基质分散固相萃取方法是近些年新发展起来的前

处理技术, 以快速、有效的特点得到越来越广泛的应用。

在仪器分析方面, 液相色谱-串联质谱法以灵敏度高、能进

行痕量检测及准确定性的特点而成为糖肽类化合物分析的

首选方法, 同时 2D-LC 高效液相色谱仪的发展, 也为高通

量高灵敏度药物残留检测提供了更好的支撑[33,34]。但是目

前对于糖肽类化合物在生物物体内的富集及代谢消除规律

尚无详细报道, 待进一步研究探讨。 
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