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利奈唑胺单抗的制备及其荧光 
免疫层析检测法的建立 *
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摘要　目的：建立一种简便、快速、特异的利奈唑胺血药浓度荧光免疫层析检测法。方法 : 将脱乙酰利奈唑

胺定向合成具有单一羧基结构的利奈唑胺衍生物。采用碳二亚胺法将利奈唑胺衍生物与牛血清蛋白和卵

清蛋白分别偶联制备完全抗原。将利奈唑胺 - 牛血清蛋白偶联物免疫 Balb/c 小鼠制备单克隆抗体。荧光

标记利奈唑胺单抗，将利奈唑胺 - 卵清蛋白完全抗原和羊抗兔 IgG 抗体喷涂于硝酸纤维素膜分别作为检测

线和质控线，以竞争性免疫抑制反应模式建立了利奈唑胺血药浓度荧光免疫层析检测法。基于以上检测方

法建立利奈唑胺的标准曲线，并对该检测法进行方法学评价。并采用 HPLC 方法测定，对两方法的结果进

行比较。结果 : 通过优化体系，所建立的检测法 IC50=5.28μg·mL-1，线性范围为 0.78~50 μg·mL-1，灵敏度

为 0.61 μg·mL-1，精密度均小于 10%，回收率为 78.4%~123%。与 14 种与利奈唑胺结构相似以及联合用药

相关药物无明显交叉反应。分别检测 67 份临床利奈唑胺血样与 HPLC 法对比，发现 2 种方法相关性较好，

R2=0.929，大于 0.90。结论：本实验成功建立了一种操作简便、快速、高灵敏度、特异性强的利奈唑胺荧光免

疫层析检测方法，为进一步临床血药浓度监测的应用打下了基础。 
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Preparation of linezolidmab and establishment of its fluorescent 
immunochromatographic assay*
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Shanghai Institutes for Biological Sciences of Chinese Academy，Huzhou 313000，China）

Abstract Objective：To establish a simple，rapid，specific fluoroimmunoassay method for the determination of 
plasma concentration of linezolid．Methods：Deacetylation linezolid was used to synthesize linezolid derivatives 
with single carboxyl structure．The complete antigen was prepared by coupling the linezolid derivatives with bovine 
serum albumin and ovalbumin by carbodiimide method．The monoclonal antibody was obtained by immunizing 
Balb/c mice with linezolid-bovine serum albumin conjugate，which was labeled with fluorescence subsequently．． 
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利奈唑胺（linezolid）是第一个用于临床的新型

噁唑烷酮类抗菌药物［1］，抗菌作用机制为选择性作用

于细菌 50S 核糖体亚单位上与 30S 亚基的结合点，阻

止 70S 起始复合物的形成，从而抑制细菌蛋白质的合

成。利奈唑胺由于其独特的抗菌机制及良好的耐受

性［2］，对社区和医院各种感染的阳性细菌具有广谱抗

菌作用。随着利奈唑胺在临床上的广泛应用，利奈唑

胺的耐药菌株和不良反应（包括腹泻、皮疹、头痛［3］，

乳酸中毒［4］，甚至严重的骨髓抑制［5-6］等）开始出现，

特别是危重感染患者。由于患者不同的病理生理条

件，存在影响药物体内分布和排泄的多种因素（如水

肿、体液治疗和腹水等）［7］，可能导致药物体内过程发

生了一些改变。因此，需要进行利奈唑胺血药浓度的

监测，以确保药物的有效治疗［8-9］，优化利奈唑胺的临

床使用，减少耐药菌株的产生及不良反应的发生［10］。

以快速准确的利奈唑胺血药浓度检测为基础，结合患

者的药效学特性，制定针对不同类型个体合理的治疗

方案以达到最佳的治疗结果，同时最大限度地降低耐

药突变频率和长期不良反应，达到利奈唑胺的临床用

药合理性［11-12］。

利奈唑胺的检测方法，目前国外文献报道有

LC-MS 和 HPLC。LC-MS 检测对仪器要求高，国内

难以普及。国内有利奈唑胺 HPLC 检测的报道［13-14］，

但采用外标法，且方法的回收率低。虽然此方法特异

性强、灵敏度高、精确，但是样本前处理操作步骤烦

琐，成本高，再加上设备昂贵、花费大、操作技能要求

The linezolid-ovalbumin and goat anti-rabbit antibody IgG were immobilized on the nitrocellulose membrane 
as the test line and control line，the competitive immunosuppression model was adopted to establish linezolid 
plasma concentration of fluorescence immunochromatographic assay．Based on the above detection methods，the 
standard curve of linezolid was established，and the method was validated by methodology．HPLC method was 
used to compare the results of the two methods．Results：By optimizing the system，we established the assay，of 
which IC50 was 5.28 μg·mL-1，the linear range was 0.78-50 μg ·mL-1，the sensitivity was 0.61 μg·mL-1，the 
precision was less than 10%，the recovery rate was 78.4%-123%．No cross-reaction was found in 14 kinds of drugs 
whose structures were similar to linezolid or usually combined use with linezolid．At last，this assay and HPLC 
were used to detect 67 clinical linezolid blood samples，the results showed that the correlation between the two 
methods was better，and the r2=0.929，greater than 0.90．Conclusions：In this study，we successfully established 
a simple，rapid，high sensitivity and specific immunochromatographic method for the detection of linezolid，which 
contributed to the foundation for the further application of clinical plasma concentration monitoring．
Keywords：linezolid；linezolid derivative；antigen；monoclonal antibodies；immunochromatographic assay；high 
performance liquid chromatography

高等原因，故不适合大批量样品的筛选检测。免疫

分析法（如酶联免疫法、胶体金法以及荧光免疫层析

法），由于其在抗原抗体的定性定量方面有独特的优

势，同时具有操作简便、分析样本大等优点，弥补了理

化分析的不足，在小分子药物检测中起着越来越重要

的作用。酶联免疫吸附测定法可同时检测多个样品，

但是检测时间长，不适用于床旁即时检测。荧光免疫

层析技术法是时间分辨荧光预相增强和纳米微球包

裹结合的技术，将预增强的荧光离子通过聚苯乙烯微

球进行包裹和修饰，将荧光效率提高了上千倍，使得

检测灵敏度较其它方法如胶体金方法高 2~3 个数量

级。该方法具有操作简单、快速，无需大型检测仪器

设备［15-16］，更适用于现场及时检测，是快速检测发展

的趋势。

对于小分子免疫法检测，影响免疫分析法检测质

量的根本原因是抗体的特异性与亲和性，这些性质又

取决于免疫半抗原的分子结构，所以免疫半抗原分子

设计与选择是产生特异性抗体和建立小分子药物含

量快速检测技术最关键的步骤。本实验通过对利奈

唑胺进行定向衍生化，获得具有单一羧基结构的半抗

原，与蛋白质载体分子偶联制备了完全抗原，免疫小

鼠制备特异性单抗。基于荧光免疫层析法建立了利

奈唑胺血药浓度即时定量检测法。

1　实验材料

脱乙酰利奈唑胺（深圳振强生物技术有限公

司），BALB/c 小鼠（上海西普尔必凯实验动物有限
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公司），弗氏佐剂、HAT、HT、PEG（1500）、N- 羟基丁 
二酰亚胺（NHS）、1-（3- 二甲氨基丙基）-3- 乙基

碳二亚胺（EDC）（Sigma），抗兔 IgG 抗体（杭州启

泰生物技术有限公司），SP2/0 细胞（南京军事医学

科学院朱进老师惠赠），Quick Start Bradford Protein 
Assay Kit（美国伯乐公司），Alexa Fluor® 647 荧光染

料（Thermofisher），FCR-I 单通道荧光免疫分析仪

（湖州申科生物科技有限公司），高效液相色谱仪（安

捷伦科技有限公司），Hypersil ODS2 色谱柱（英国

Hypersil 公司）。

2　实验方法

2.1　利奈唑胺半抗原衍生物的制备

在室温条件下，将与利奈唑胺（图 1-A）结构类

似的的脱乙酰利奈唑胺化合物（400 mg，2.71 mmol）如

图 1-B 所示，在二氯甲烷 / 四氢呋喃（30 mL /15 mL）中

溶解，向其中加入用二氯甲烷 / 四氢呋喃（5 mL /2 mL）
溶解的氧杂环庚烷 -2，7- 二酮。将此混合物在室温

条件下搅拌 30 min，然后向此混合液中加入 1 mol·L-1

的氢氧化钠溶液（20 mL），继续搅拌 5 min。此反应

混合液用二氯甲烷（15 mL × 3）洗涤之后，去除有机

相，用浓盐酸将水相 pH 调到 5。将沉淀物过滤收集，

用冰水洗，最后真空干燥得 6-（（3- 氟 -4- 吗啉苯

基）-2- 氧唑烷基）氨甲基）-6- 含氧正己酸（即：利

奈唑胺衍生物）如图 1-C 所示。

A. 利奈唑胺（linezolid）　B. 脱乙酰利奈唑胺（deacetyl linezolid）　C. 利

奈唑胺衍生物（linezolid derivative）　D. 利奈唑胺人工抗原（linezolid 

artificial antigen）

图 1　利奈唑胺相关化合物结构式

Fig. 1　The structures of linezolid-related compounds

2.2　利奈唑胺完全抗原（免疫原和包被原）的制备

称取利奈唑胺衍生化合物 40 mg，溶解于 DMF 2 mL
中，形成 20 mg· mL-1 的终浓度，取其中 90 μL 与 EDC

（100 mg·mL-1）8 μL 混合，再加入 NHS（50 mg·mL-1）

12 μL，均匀混合后在搅拌条件下反应 15~60  min。
 将上述反应混合液离心（1 600 r·min-1）后加

入到 6 mg·mL-1 牛血清蛋白溶液 1 mL 中（或加入到 
4.5 mg·mL-1 卵清蛋白溶液 1 mL 中）在室温搅拌条

件下反应 1~5 h 后，用磷酸缓冲液透析 4 次，12 h 换 
1 次液。收集透析液，用美国伯乐（BIO-RAD）公司

的 Quick Start Bradford Protein Assay Kit 测定免疫原

和包被原的浓度。得到的利奈唑胺人工抗原（免疫

原和包被原）结构式如图 1-D 所示，图中 protein 为

牛血清蛋白（bovine serum albumin，BSA）或卵清蛋

白（ovalbumin，OVA）。偶联好的完全抗原进行紫外

扫描鉴定。

2.3　利奈唑胺单克隆抗体的制备

将上述得到的利奈唑胺免疫原稀释成 0.2 mg·mL-1，

取免疫原 500 μL 与等体积的弗氏完全佐剂混合后，

乳化完全，免疫 BALB/c 小鼠。免疫程序采用经典

免疫程序，4 次免疫后的小鼠经腹腔注射约免疫原 
100 μg 再次加强免疫，3 d 后，取该小鼠脾脏用于融

合。取 SP2/0 细胞与脾细胞进行融合，HAT 和 ELISA
方法筛选阳性杂交瘤细胞［17］。

 取 BALB/c 小鼠（6~7 周龄），于腹腔注射石蜡油

0.5 mL，7 d 后，腹腔注射 1×106 阳性杂交瘤细胞 0.5 
mL。观察小鼠生长情况，8 d 左右后及时采集腹水。

利用 Protein G Resin 亲和纯化纯化单克隆抗体。并

利用竞争法 ELISA 检测抗体活性。

2.4　利奈唑胺荧光免疫层析检测法建立

2.4.1　利奈唑胺荧光免疫层析试纸条制备组装　1）用

包被缓冲液（磷酸缓冲液）分别将制备得到的利奈

唑胺包被原（利奈唑胺 -OVA）和兔抗体 IgG 稀释

到适当浓度（0.4~1.0 mg·mL-1。在 25±5 ℃的温度

下，将稀释后的利奈唑胺 -OVA 和兔抗体 IgG 均匀

喷于硝酸纤维膜上（分别形成检测线和质控线），在

12%~30% 的湿度条件下烘干 3 h 左右，干燥保存备

用；2）在黑色 PVC 基片上分别依次粘贴步骤 1）所

得到的包被好的硝酸纤维素膜、玻璃纤维纸和吸水纸

形成检测卡（图 2-A），按照要求切割成适当宽度［18］；

3）将步骤 2）所得到的试纸条装入卡盒的下盖中，盖

上上盖，形成完整的带卡盒检测卡（图 2-B）。
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A. 未装塑料卡的试纸卡（test strip without plastic cover）：1. 黑色 PVC 基

片（black PVC substrate）　2. 吸水纸（absorbent paper）　3. 硝酸纤维素膜

［nitrocellulose membrane］　4. 玻璃纤维（glass fiber）　5. 质控线带（C 线）

［quality control line（C line）］　6. 检测线带（T 线）［test line（T line）］

B. 有塑料卡盒的利奈唑胺检测卡（test strip with plastic cover）：1. 下盖

（lower lid）　2. 上盖（upper lid）　3. 加样窗口（the sample port）　4. 玻璃

纤维（glass fiber）　5. 检测窗口（test port）　6. 质控线带（C 线）［quality 

control line（C line）］　7. 检测线带（T 线）（test line（T line））　8. 硝酸纤

维素膜（nitrocellulose membrane）　9. 利奈唑胺标志（LIN）［linezolid label

（LIN）］　10. 条形码识别区域（barcode recognition area）

图 2　未装塑料卡盒和装塑料卡盒的利奈唑胺检测卡结构

Fig. 2　The structure of test strip without plastic cover and with plastic cover

2.4.2　检测分析液制备　根据说明书标记抗体方法，

将 Alexa Fluor® 647 分别荧光标记上述得到的单克隆抗

体以及抗兔 IgG 抗体。用含有 1%BSA 的 0.02 mg·mL-1 

磷酸缓冲液将荧光标记后的利奈唑胺抗体和抗

兔 IgG 抗体稀释配制成检测分析液。4 ℃保存 
备用。

2.4.3　检测及标准曲线建立　使用空白混合人血清

作为基质，分别配制 0、0.39、0.78、1.56、3.125、6.25、
12.5、25 和 50 μg·mL-1 系列利奈唑胺对照品。取稀释

1 000 倍后的系列对照品溶液 100 μL 与检测分析液 
60 μL 均匀混合后，取 100 μL 加入到检测卡的加样

窗口，反应 10 min 后，在 FCR 系列单通道荧光免疫分

析仪上读数，根据样本的 T 线信号与 C 线信号比值

（T/C 值）与对照品浓度建立标准曲线。并写入 IC 卡

内置 FCR-I 单通道荧光免疫分系仪中。

2.5　方法学评价

2.5.1　灵敏度以及线性范围　将 0 μg·mL-1 样品

连续检测 10 次，分别计算其 T/C 值的平均值（X）、
标准偏差（SD）。灵敏度的计算方式为，X-2×SD 的

T/C 值在上述建立的标准曲线里所对应的利奈唑胺 

浓度。

分别重复检测曲线上各个浓度点，每个重

复 5 次，分别计算其 T/C 值的平均值（X）、标准偏

差（SD）以及精密度（RSD）。高浓度上限和低浓

度下限 RSD 小于 15% 的范围为检测曲线的线性 
范围。

2.5.2　精密度　分别利用已经建立的利奈唑胺检测

体系检测浓度为 2.5、20 和 40 μg·mL-1 的利奈唑胺

对照品，各重复检测 15 次，计算检测高、中、低浓度利

奈唑胺的精密度（RSD）。

2.5.3　回收率　选择线性范围内高、中和低 3 个区

域，每个区域选择 2 个浓度点（40、38、22、18、4.5
和 2.5 μg·mL-1）为检测对象进行回收率试验。即：

选择在低浓度利奈唑胺（初始浓度 C0，C0 不得大于 
5 μg·mL-1）混合人血清阳性样本中添加利奈唑胺

标准品，使得加标样本终浓度为（40+C0）、（38+C0）、

（22+C0）、（18+C0）、（4.5+C0）和（2.5+C0）μg·mL-1 的

6 个浓度点样本，每个点重复检测 3 次，分别计算回

收率（R）。

R=（实测总浓度Cx-初始浓度C0）/理论加标量）×100%
2.5.4　特异性试验　分别将甲氧苄啶、阿奇霉素、奥

美拉唑、氟康唑、替考拉宁、万古霉素、盐酸多巴胺、

苯丙氨酸、L- 酪氨酸、色氨酸、氨苄、头孢氨苄、头孢

呱酮和头孢唑林等 14 种与利奈唑胺结构相似以及

联合用药相关药物对照品配制一系列的浓度梯度，

各个分别稀释 1 000 倍后，取 100 μL 进行检测。根

据浓度对应的 T/C 值，建立每个药物的抑制曲线，计

算出相应的 IC50 值。根据公式：交叉反应率（%）=
（利奈唑胺 IC50/ 其他药物 IC50）×100%，计算交叉反 
应率。

2.5.5　临床血样检测与 HPLC 法比较　参考董海燕

等［13］的建立的检测利奈唑胺 HPLC 法，本实验建立

了利奈唑胺测 HPLC 法检。利用这 2 种方法，分别

检测利奈唑胺用药患者的血清样本 67 例，进行数据 
比对。

3　试验结果

3.1　利奈唑胺半抗原衍生物的制备 
以化合物脱乙酰利奈唑胺为原料，通过氨基和

羧基共价缩合反应制备得到利奈唑胺衍生物白色固

体 245 mg，收率：47%）。1H-NMR 鉴定图谱如图 3 所

示，说明利奈唑胺半抗原衍生物合成成功，有单一羧

基活性基团存在，利于完全抗原的制备。
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图 3　利奈唑胺半抗原衍生物 1H-NMR 鉴定图谱

Fig. 3　The 1H-NMR identification of linezolid hapten derivative

3.2　利奈唑胺完全抗原的制备

将制备好的完全抗原（免疫原和包被原）进行紫

外扫描鉴定，扫描图谱如图 4 所示，完全抗原利奈唑

胺 -BSA 和利奈唑胺 -OVA 紫外扫描图谱波峰不同

于利奈唑胺衍生物、OVA 和 BSA 等的扫描图谱。说

明完全抗原偶联成功。

图 4　利奈唑胺免疫原和包被原紫外扫描图谱

Fig. 4　The ultraviolet scanning map of linezolid immunogens and 
coating antigen

3.3　利奈唑胺单克隆抗体的制备效价检测

杂交瘤细胞融合后，经过 HAT 筛选和 ELISA
法筛选得到 3 株分泌利奈唑胺抗体的杂交瘤细胞。

ELISA 法具体步骤：①包被利奈唑胺检测抗原于 96
孔板，过夜包被，并洗涤 3 次。②封闭液封闭后，洗涤

3 次。③ 96 孔板第一列加入 PBS 50 μL 作为对照，第

2、3、4、5、6 列分别加入 50 μL 不同浓度（50、10、5、
1、0.5 ng·mL-1）利奈唑胺对照品。④ 96 孔板从上

到下，每行加入 50 μL 不同稀释梯度的抗体（1~128
万倍），37°孵育 1 h 洗涤 3 次。⑤加入 HRP 标记二

抗，37°孵育 1 h 后洗涤 3 次，加入显色液 100 μL， 
15 min 后加入终止液 50 μL，酶标仪 450 nm 读数。

将通过腹水制备的利奈唑胺单克隆抗体经过纯化后

进行 ELISA 抑制效果检测。检测结果如表 1、2 和

3 所示。1 号抗体稀释 16 万倍时灵敏度可以达到 
0.5 ng·mL-1，2 号抗体稀释 4 万倍时灵敏度可以达到

1 ng·mL-1，3 号抗体稀释 1 万倍时灵敏度可以达到

0.5 ng·mL-1。考虑到建立的荧光免疫层析法检测利

奈唑胺是微克级别，所以不需要太敏感抗体，所以 2
号抗体作为下一步建立检测体系的优选抗体。

表 1　不同利奈唑胺浓度对 1 号抗体抑制情况

Tab. 1　Inhibition efficiency of different linezolid 

concentrations to 1# antibody

抗体稀释倍数（万倍）

（antibody dilution 
factor）

不同利奈唑胺浓度

（different linezolid concentrations）/（ng·mL-1）

0 50 10 5 1 0.5

1 3.29 0.58 1.06 1.42 2.52 2.96

2 2.60 0.34 0.61 0.81 1.70 2.31

4 2.18 0.24 0.31 0.44 1.05 1.73

8 1.47 0.12 0.20 0.24 0.57 1.04

16 0.92 0.11 0.14 0.16 0.37 0.64

32 0.53 0.09 0.11 0.12 0.20 0.31

64 0.35 0.13 0.13 0.14 0.19 0.26

128 0.24 0.10 0.11 0.10 0.12 0.15
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表 2　不同利奈唑胺浓度对 2 号抗体抑制情况

Tab. 2　Inhibition efficiency of different linezolid 

concentrations to 2# antibody

抗体稀释倍数（万倍）

（antibody dilution 
factor）

不同利奈唑胺浓度

（different linezolid concentrations）/（ng·mL-1）

0 50 10 5 1 0.5

1 2.13 0.60 1.21 1.43 2.08 2.23 

2 1.52 0.28 0.62 0.86 1.25 1.46 

4 1.01 0.23 0.42 0.47 0.76 0.97 

8 0.60 0.15 0.20 0.26 0.43 0.46 

16 0.32 0.10 0.16 0.17 0.26 0.29 

32 0.19 0.08 0.10 0.11 0.15 0.19 

64 0.18 0.13 0.13 0.14 0.15 0.15 

128 0.12 0.09 0.10 0.10 0.10 0.10 

表 3　不同利奈唑胺浓度对 3 号抗体抑制情况

Tab. 3　Inhibition efficiency of different linezolid 

concentrations to 3# antibody

抗体稀释倍数（万倍）

（antibody dilution factor）

不同利奈唑胺浓度

（different linezolid concentrations）/（ng·mL-1）

0 50 10 5 1 0.5

1 0.85 0.21 0.27 0.27 0.52 0.68 

2 0.50 0.13 0.20 0.16 0.27 0.38 

4 0.35 0.13 0.15 0.15 0.21 0.25 

8 0.21 0.09 0.11 0.09 0.13 0.16 

16 0.14 0.09 0.09 0.08 0.10 0.11 

32 0.10 0.07 0.08 0.08 0.12 0.09 

64 0.13 0.12 0.12 0.11 0.12 0.11 

128 0.10 0.09 0.08 0.08 0.08 0.07 

3.4　利奈唑胺荧光免疫层析检测法标准曲线

将配置的 0、0.39、0.78、1.56、3.125、6.25、12.5、
25 和 50 μg·mL-1 系列利奈唑胺对照品进行检测得

到的 T/C 值（检测线与质控线峰面积比值）数据如表

4 所示，从 0~50 μg·mL-1 浓度对应不同的 T/C 值，每

个浓度点之间 T/C 值区分跨度大。利用 Logit-log 直
线回归法，根据表 4 中的数据，绘制标准曲线如图 4
所示。令 p=OD/OD0，q=1-p，y=ln（p/q），x=lg（浓度）

其中：OD 为 T/C 值，OD0 为浓度为 0 的 T/C 值的均

值，回归方程：

y=a+b*x　R2=0.998

表 4　荧光免疫层析法检测不同浓度利奈唑胺对照品

Tab. 4　Immunochromatographic assay for different 

concentrations linezolid refrence substances

利奈唑胺浓度

（linezolid concentrations）/（μg·mL-1）

T/C 值

（T / C value）

0 6.2

0.39 5.95

0.78 5.34

1.56 5.15

3.125 4.27

6.25 2.72

12.5 1.50

25 0.84

50.0 0.48

图 4　利奈唑胺荧光免疫层析检测标准曲线

Fig. 4　Standard curve of linezolid by fluorescence immunochromatographic 
assay

其中 a=1.92，b=-2.66。线性较好，计算得 IC50= 
5.28 μg·mL-1。

3.5　方法学评价

3.5.1　灵敏度以及线性范围　将 0 μg·mL-1 样

品通过荧光免疫层析法重复检测 10 次，数据如

表 5 所 示，其 T/C 值 的 平 均 值 X=5.92、SD=0.17，
X-2×SD=5.73，将 表 5 数 据 中 的 X-2×SD 的 T/C 
值作为 y 值代入图 4 标准曲线对应的方程中的

到的浓度值为 0.61 μg·mL-1，即分析灵敏度为 
0.61 μg·mL-1。
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表 5　重复检测 0 μg·mL-1 利奈唑胺样本结果

Tab. 5　The results of repeated tests for linezolid at 0 μg · mL-1

序号（number） T/C 值（T / C value）

1 5.94

2 6.18

3 6.35

4 5.95

5 5.84

6 6.31

7 5.92

8 6.06

9 5.96

10 6.26

平均值

（average value，X）
5.92

SD 0.17

X-2×SD 5.73

分别重复检测曲线上接近高低浓度各个浓度点

标准品，每个重复 10 次，检测数据如表 6 所示，并计

算其 T/C 值的平均值（X）、标准偏差（SD）以及精密度

（RSD）。表 6 显示各个浓度的 T/C 值 RSD 在 0 浓度和

0.3 μg·mL-1 浓度大于 10%，即高浓度上限和低浓度下

限 RSD 小于 10%，所以线性范围为 0.78~50 μg·mL-1。

表 6　重复检测不同浓度对照品 T/C 值的 RSD

Tab. 6　The RSD of repeated tests for different 

concentrations of refrence substance T / C value 

序号

（number）

不同浓度对照品（different concentrations of
refrence substance）/（μg·mL-1）

0 0.39 0.78 1.56 12.5 50

1   6.400   5.730 4.950 4.420 1.420 0.500 

2   7.470   6.220 6.120 4.380 1.420 0.470 

3   5.720   5.770 4.560 5.240 1.540 0.520 

4   5.940   5.600 5.510 5.590 1.450 0.470 

5   5.090   5.980 5.650 5.210 1.320 0.480 

6   6.630   4.690 6.040 5.270 1.600 0.470 

7   6.750   6.310 5.890 4.770 1.510 0.410 

8   5.900   5.200 5.700 5.010 1.480 0.440 

9   6.030   5.770 5.630 4.510 1.650 0.420 

10   6.690   6.470 5.220 5.100 1.530 0.500 

X   6.262   5.874 5.527 4.950 1.492 0.468 

SD   0.632   0.557 0.465 0.390 0.091 0.034 

RSD/% 10.088 11.481 8.418 7.880 6.090 7.202 

3.5.2　精密度　利用已经建立的利奈唑胺检测体系

检测浓度为 2.5、20 和 40 μg·mL-1 的利奈唑胺对照

品，各重复检测 15 次，检测结果如表 7 所示，计算的

检测高、中、低浓度利奈唑胺的数据的精密度（RSD）

均小于 10%。

表 7　重复检测高、中、低浓度利奈唑胺对照品结果

Tab. 7　The results of repeated tests for linezolid with high、

medium and low concentration 

序号

（number）
高浓度 /（μg·mL-1）

（high concentration）
中浓度 /（μg·mL-1）

（medium concentration）
低浓度 /（μg·mL-1）

（low concentration）

1 44.10 18.13 1.83 

2 41.28 17.18 2.15 

3 46.08 19.91 2.02 

4 37.98 21.39 2.16 

5 41.31 20.29 1.69 

6 43.14 18.56 1.76 

7 42.26 19.82 2.20 

8 38.55 18.56 2.15 

9 38.90 16.81 1.81 

10 46.95 18.67 1.92 

11 45.93 17.89 1.89 

12 47.97 17.29 1.82 

13 44.10 19.15 2.15 

14 46.99 18.22 2.22 

15 43.51 22.49 1.79 

X 43.27 18.71 1.98 

SD 3.10 1.53 0.18 

RSD/% 7 8 9

3.5.3　回收率　分别检测初始浓度样本，以及加标样

本（40+C0）、（38+C0）、（22+C0）、（18+C0）、（4.5+C0）和

（1.5+C0）μg·mL-1，每个样本重复检测 3 次，计算加

标样本的回收率。检测计算结果如表 8 所示。高、

中、低 3 个区域范围的回收率范围在 78.4%~123.4%。

3.5.4　特异性　将 14 种与利奈唑胺结构相似以及

联合用药相关药物对照品的一系列的浓度梯度进行

检测，并分别建立每个相关药物的抑制曲线，计算出

相应的 IC50 值以及交叉反应率。（公式：交叉反应率

（%）=（利奈唑胺 IC50/ 其他药物 IC50）×100%）结果

如表 9 所示，甲氧苄啶、盐酸多巴胺阿奇霉素、L- 酪

氨酸和头孢呱酮与利奈唑胺无任何交叉反应；奥美

拉唑、氟康唑、替考拉宁、万古霉素、多巴胺、苯丙氨

酸、色氨酸、氨苄、头孢氨苄、和头孢唑林等其余药物

与利奈唑胺的交叉反应均小于 0.000 1%。说明本利

奈唑胺检测体系特异性较好。
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表 8　高、中、低浓度加标回收试验结果

Tab. 8　The results of standard added recovery tests of high，medium and low concentration 

样本类型

（sample type）

总浓度实测均值

（average of actual measured total 
concentration，Cx）/（μg·mL-1）

理论加标量

（theory standard added 
quantity）/（μg·mL-1）

计算加标量

（calculated standard added 
quantity）/（μg·mL-1）

回收率

（recovery）/%

初始样本（initial sample） 3.76 0 — —

高浓度

（high concentration）

40+C0 37.39 40 33.24 83.1

38+C0 34.28 38 30.52 80.3

中浓度

（medium concentration）

22+C0 23.85 22 20.09 91.3

18+C0 25.97 18 22.21 123.4

低浓度

（low concentration）

4.5+C0 7.29 4.5 3.53 78.4

2.5+C0 6.17 2.5 2.41 96.4

表 9　14 种药物分别与利奈唑胺检测体系交叉反应的结果

Tab. 9　The respective results of cross-reaction of 14 kinds 

of drugs with linezolid detection system 

药物名称

（drug name）
IC50/

（g·mL-1）

交叉反应率

（rate of cross-
reaction）

甲氧苄啶（trimethoprim） N/A —

阿奇霉素（azithromycin） 75.6 <0.000 1%

奥美拉唑（omeprazole） 157.2 <0.000 1%

氟康唑（fluconazole） 129 <0.000 1%

替考拉宁（teicoplanin） 12.6 <0.000 1%

万古霉素（vancomycin） 235 <0.000 1%

多巴胺（dopamine） N/A —

苯丙氨酸（phenylalanine） 59 <0.000 1%

L- 酪氨酸（L-tyrosine） N/A —

色氨酸（tryptophan） 519 <0.000 1%

氨苄（amp） 526 <0.000 1%

头孢氨苄（cephalexin） 216.2 <0.000 1%

头孢呱酮（cefoperazone） N/A —

头孢唑林（cefazolin） 53.8 <0.000 1%

3.5.5　临床血样检测与 HPLC 法比较　依据本实验

建立的利奈唑胺血药浓度 HPLC 检测法，该方法条件

为：色谱柱：Hypersil ODS2 柱；流动相：乙腈 -0.01%
磷酸（27∶73）；流速：1 ml·min-1；进样量：20 μL；紫
外检测波长：254 nm；柱温：30 ℃。利用 HPLC 法和

荧光免疫层析法，分别检测 67 例利奈唑胺用药患者

的血清样本，进行数据比对，进行相关性分析。结果

如图 5 所示。2 种不同的方法检测临床样本相关性

较好 R2=0.929，大于 0.90。

图 5　荧光免疫层析法与 HPLC 法检测临床样本数据比较

Fig. 5　The comparison of clinical data between HPLC and immuno-
chromatographic assay

4　讨论

利奈唑胺作为上市新药，在治疗革兰氏阳性菌感

染方面有独特的功效，且不良反应相对较少，在临床

取得了很好的疗效。但同时也应注意对其引起血小

板降低、骨髓抑制、乳酸中毒等相关不良反应的监测，

加强用药安全。对于特殊人群的利奈唑胺治疗，有必

要进行血药浓度的监测，以确保药物的有效治疗［19］，

减少耐药菌株的产生及不良反应的发生［20-21］。以快

速准确的利奈唑胺血药浓度检测为基础，结合患者的

药效学特性，制定针对不同类型个体合理的治疗方案

以达到最佳的治疗结果，同时最大限度地降低耐药突

变频率以及长期使用利奈唑胺引起的不良反应，达到

利奈唑胺的临床用药合理性。

目前基于免疫学原理的小分子快速检测技术质量

的关键是小分子半抗原抗体的好坏，然而抗体的质量又

取决于高效的小分子抗原结构。本实验通过独特的小
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分子抗体制备途径，即：将利奈唑胺半抗原定向衍生化

成具有单一羧基结构的衍生物，通过与 BSA 偶联制备高

效的完全抗原。经过免疫小鼠，采用杂交瘤技术制备了

高特异性的利奈唑胺单克隆抗体。基于荧光免疫层析

法成功建立了利奈唑胺血药浓度快速检测技术。荧光

免疫法的关键是抗体，本实验获得了 3 株单克隆抗体，

但是可用于建立高效检测技术的抗体只有 1 株。

本实验建立荧光免疫层析法利奈唑胺检测技术

特异性较好，与 14 种相关药物都无交叉反应；灵敏

度 0.61 μg·mL-1，检测范围 0.7~50 μg·mL-1，精密度

小于 10%，高中低浓度回收率 78.4%~123.4%。通过

检测临床样本与 HPLC 法比较，相关性较好。用本实

验制备的试纸卡对利奈唑胺临床样本进行初步的检

测，体现出该方法有快速、准确定量、特异性好和实用

性等优点。如果将该方法应用于临床利奈唑胺血药

浓度的检测，将有效克服了当前利奈唑胺血药浓度检

测中操作费时，响应时间长，对操作人员技术要求高

等缺陷，作为利奈唑胺治疗特殊人群有效治疗、合理

用药优选辅助工具，具有广阔的应用前景。
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