
中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m 

China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 20 中国药房 2016年第27卷第20期

环境污染、雾霾天气给人们的健康带来各种不利的影响，

其中呼吸道传染病肺结核的发病人数逐年增多，尤其是儿童

患者增长迅速。抗结核药需长期服用，主要的药品不良反应

为药物性肝损伤，且敏感菌株极易对其产生耐药性，这使得临

床很难掌握其合理的使用剂量。儿童属于特殊用药人群，但

目前国内对肺结核患儿合理用药的关注较少，临床多靠经验

用药。用药剂量不足，不仅会诱导耐药菌株的出现，还可能导

致治疗的失败；用药剂量过大，则会导致肝损伤等不良反应的

发生。因此，临床应对接受抗结核药治疗的患者（或患儿）进

行血药浓度监测，根据血药浓度调整用药剂量，以减少不良反

应的发生、提高治疗的效果[1]。本试验建立了同时检测人血浆

中乙胺丁醇（EMB）及异烟肼（INH）浓度的超高效液相色谱-串

联质谱（UPLC-MS/MS）法，并将其应用于肺结核患儿血药浓

度的监测，为临床合理使用抗结核药提供参考。

1 材料
1.1 仪器

Shimadzu LC-30AD 型超高效液相色谱系统（日本岛津

公司）；AB Sciex Triple Quad 5500型三重四级杆串联质谱仪

（美国 AB 公司）；Hettich Zentrifuge 1602型高速低温离心机

（德国 Hettich 公司）；KQ3200E 型超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）；AB204-S 型标准型分析天平（瑞士 Mettler

Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

盐酸乙胺丁醇对照品（批号：100165-201104，纯度：

100.0％）、INH对照品（批号：100578-200401，供含量测定用）、

拉米夫定对照品（内标，批号：101007-200701，纯度：99.7％）均

购自中国食品药品检定研究院。乙腈、甲醇、甲酸、甲酸铵为

色谱纯，水为纯净水。空白血浆来源于河北省人民医院体检

中心。

2 方法与结果
2.1 色谱与质谱条件

色谱柱：Waters ACQUITY® UPLC HSS T3（100 mm×2.1

mm，1.8 μm）；流动相：乙腈（A）-水（B，含 0.05％甲酸及 15
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mmol/L甲酸铵），梯度洗脱（洗脱程序见表1）；流速：0.2 ml/min；

柱温：40 ℃；进样量：5 μl。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 The gradient elution procedure

t，min

1.50

5.00

7.00

7.01

10.00

A，％
2

90

90

2

Stop

B，％
98

10

10

98

Stop

采用电喷雾离子源（ESI），以多反应监测（MRM）模式扫

描，正离子方式检测；气帘气压力：30 kPa；碰撞气压力：8 kPa；

电喷雾电压：5 500 V；去溶剂温度：600 ℃；雾化气压力：60

kPa；辅助气压力：60 kPa；入口电压：10 V；碰撞室出口电压：14

V。其余质谱参数见表2。

表2 质谱参数

Tab 2 Parameters of MS

待测物
EMB

INH

内标

母离子，m/z

205.2

138.1

230.2

子离子，m/z

116.0

121.1

111.9

驻留时间，ms

100

100

100

去簇电压，eV

60

80

95

碰撞能量，eV

15

21

20

2.2 溶液的制备

精密称取各对照品适量，置于10 ml量瓶中，加水溶解后，

用甲醇稀释至刻度，摇匀，配制成EMB、INH质量浓度分别为

1.01、1.02 mg/ml的对照品贮备液，置于4 ℃冰箱中保存。精密

吸取上述对照品贮备液各 0.5 ml，置于 10 ml 量瓶中，用 50％

甲醇水溶液稀释至刻度，摇匀，得EMB、INH质量浓度均为 50

μg/ml的混合对照品溶液。取该混合对照品溶液适量，用50％

甲醇水溶液逐级稀释，分别配制成EMB、INH质量浓度为 50、

40、20、10、5、2、1、0.5、0.2、0.1 μg/ml的系列标准工作液，备用。

精密称取内标对照品10 mg，置于10 ml量瓶中，加甲醇溶

解后，用水稀释至刻度，摇匀，配制成质量浓度为1 mg/ml的内

标贮备液，置于4 ℃冰箱中保存。临用前用水将其稀释成质量

浓度为1 μg/ml的内标溶液，备用。

2.3 血浆样品的处理

精密吸取血浆 100 μl，置于 1.5 ml离心管中，加入内标溶

液（质量浓度为1 μg/ml）10 μl，涡旋混匀5 s，加入乙腈200 μl沉

淀蛋白，涡旋混匀30 s，16 090×g离心10 min，精密吸取上清液

20 μl，加入水（含0.05％甲酸及15 mmol/L甲酸铵）180 μl稀释，

涡旋混匀后，置于进样瓶中，备测。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性考察 取10份不同来源的空白血浆，含有EMB、

INH的血浆样品，肺结核患儿服药后的血浆样品各适量，分别

按“2.3”项下方法处理后，进样分析，记录色谱图。结果表明，

在“2.1”项条件下，EMB、INH及内标的保留时间分别为 1.73、

1.74、4.68 min，各色谱峰峰形良好，血浆中的内源性物质不干

扰检测。其典型色谱图见图1。

2.4.2 标准曲线的绘制及定量下限（LLOQ）的考察 取空白

血浆90 μl，加入相应质量浓度的标准工作液各10 μl，分别配制

成EMB质量浓度为10、20、50、100、200、500、1 000、2 000、4 000、

5 000 ng/ml，INH 质量浓度为 50、100、200、500、1 000、2 000、

4 000、5 000 ng/ml的系列标准血浆样品。按“2.3”项下方法处

理后，进样分析，记录色谱图。以待测物质量浓度（x）为横坐

标、待测物峰面积与内标峰面积的比值（y）为纵坐标，进行线性

回归（权重因子为1/x），得回归方程分别为：yEMB＝0.002 07xEMB+

0.042 3（r＝0.998 6，n＝3）、yINH＝8.54×10－5xINH +0.005 75（r＝

0.998 9，n＝3）。结果表明，EBM、INH 血药浓度分别在 10～

5 000、50～5 000 ng/ml范围内线性关系良好。

以信噪比（S/N）≥10，同时满足准确度和精密度要求（即同

一样品重复进样5次，其实测质量浓度的RSD应≤20％，误差

在±20％以内）的血浆样品的最低质量浓度、标准曲线线性范围

的最低点，即为LLOQ。结果显示，EMB的LLOQ为10 ng/ml，

其 RSD 为 5.0％（n＝5），回收率为 80.0％；INH 的 LLOQ 为 50

ng/ml，其RSD为2.5％（n＝5），回收率为92.0％。

2.4.3 精密度与准确度试验 分别配制EMB低、中、高质量浓

度（20、200、4 000 ng/ml）和 INH 低、中、高质量浓度（100、

200、4 000 ng/ml）的血浆样品，按“2.3”项下方法处理，每质量

浓度取5样本分析，连续测定3 d，据当日标准曲线计算各样品

的实测质量浓度，考察日内、日间精密度；将实测质量浓度与

理论质量浓度比较，计算相对回收率，考察方法的准确度。结

果显示，EMH及 INH的日间、日内RSD均＜15％，相对回收率

为98.7％～105.5％。精密度与准确度试验结果见表3。

表3 精密度与准确度试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 3 Results of precision and accuracy tests（x±±s，n＝5）

待测物

EMB

INH

理论质量
浓度，
ng/ml

20

200

4 000

100

200

4 000

日内精密度

实测质量浓度，
ng/ml

20.27±0.81

213.67±5.04

4 186.67±61.10

94.51±1.09

203.67±18.50

4 113.34±150.12

RSD，
％

4.0

2.4

1.5

10.4

8.9

3.9

日间精密度

实测质量浓度，
ng/ml

20.90±1.32

196.40±8.52

4 220.00±65.84

91.43±1.42

215.75±28.5

4 086.67±102.5

RSD，
％

6.3

4.4

2.6

13.9

13.3

2.6

准确度

相对回收率，
％

103.5

105.5

104.2

98.7

101.9

103.9

RSD，
％

10.0

9.5

3.4

10.7

13.6

7.3

2.4.4 提取回收率和基质效应考察 分别配制EMB低、中、高

质量浓度（20、200、4 000 ng/ml）和 INH 低、中、高质量浓度

图1 典型色谱图
A.空白血浆；B.空白血浆+EMB（100 ng/ml）+INH（100 ng/ml）+内标；C.

肺结核患儿服药后的血浆样品+内标；1.EMB；2.INH；3.内标

Fig 1 Representative MRM chromatograms
A.blank plasma；B.blank plasma+EMB（100 ng/ml）+INH（100 ng/ml）+

internal standard；C.the children’s plasma sample collected after oral

administration of drugs + internal standard；1.EMB；2.INH；3.internal

standard
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（100、200、4 000 ng/ml）的血浆样品，按“2.3”项下方法处理，每

质量浓度取 5样本分析，得相应峰面积C。取空白血浆适量，

按“2.3”项下方法处理后，加入相应质量浓度的标准工作液及

内标溶液各适量，配制成 EMB 低、中、高质量浓度（20、200、

4 000 ng/ml）和 INH低、中、高质量浓度（100、200、4 000 ng/ml）

的血浆样品，每质量浓度取 5样本分析，得相应峰面积B。取

相应质量浓度的标准工作液，不经提取直接进样分析，得相应

峰面积 A。基质效应＝B/A×100％；提取回收率（％）＝C/B×

100％。结果显示，EMB、INH 及内标的基质效应为 85.0％～

104.7％，提取回收率为94.6％～107.5％，表明基质效应不影响

待测物血药浓度的测定。基质效应和提取回收率试验结果见

表4。

表4 基质效应和提取回收率试验结果（n＝5）

Tab 4 Results of matrix effect and extraction recovery test

（n＝5）

待测物
EMB

INH

内标

理论质量浓度，ng/ml

20

200

4 000

100

200

4 000

100

基质效应，％
85.0

91.8

104.7

91.4

89.1

99.4

88.5

提取回收率，％
99.3

101.9

97.9

107.5

97.8

95.4

94.6

2.4.5 稳定性考察 分别配制EMB低、高质量浓度（20、4 000

ng/ml）和 INH低、高质量浓度（100、4 000 ng/ml）的血浆样品，

考察其在室温下保存24 h、经历3次冷冻-解冻循环（－20 ℃～

20 ℃）等条件下的稳定性。结果显示，各样品在上述稳定性考

察条件下，EMB和 INH的实测质量浓度与理论质量浓度的相

对标准偏差均＜15％（n＝5），表明样品在上述条件下稳定性

良好。

2.5 临床应用

采用本方法测定4例肺结核患儿体内EMB及 INH的血药

浓度。本研究方案经我院医学伦理委员会审核通过。4例肺

结核患儿在服药 1个月后，于晨起静脉采血 3 ml，采用肝素抗

凝后，按“2.3”项下方法处理，进样分析，测得各患儿EMB的血

药浓度为 94.5、95.2、99.0、99.7 ng/ml，INH的血药浓度为 55.1、

58.4、76.3、80.9 ng/ml。

3 讨论
EMB和 INH是肺结核患者初始治疗的一线用药。目前已

有文献报道，采用高效液相色谱（HPLC）法测定人血浆中 INH

的浓度，其LLOQ为0.2 μg/ml，尚不能满足患儿体内 INH血药

浓度监测的需要[2-5]。由于EMB无紫外吸收，常规的紫外检测

器难以检测，有文献报道采用蒸发光散射检测器测定了烟肼

丁醇片中的EMB，但蒸发光散射检测灵敏度低，LLOQ为 100

μg/ml[6]；薛士荣[7]采用离子对色谱法测定了盐酸乙胺丁醇片中

EMB 的含量，其 LLOQ 约为 50 μg/ml，但上述方法仅对制剂

中 EMB 的含量进行了检测，尚无法应用于临床 EMB 血药浓

度的监测。朱慧等[8]采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法同

时测定了人血浆中EMB、INH的含量，LLOQ均为 100 ng/ml，

但由于采用等度洗脱，EMB 及 INH 的保留时间约为 1 min，

与其他杂质保留时间接近，故受基质的影响较大。本试验在

此基础上，建立并验证了同时检测人血浆中 EMB 及 INH 浓

度的 UPLC-MS/MS 法，该法具有操作简便、灵敏度高、分析

时间短等特点，可用于肺结核患儿体内 EMB、INH 血药浓度

的监测。

EMB没有紫外吸收，若采用紫外法检测，则不能实现同时

测定EMB与其他抗结核药物的血药浓度，所以在实际工作中，

对EMB血药浓度检测的研究相对较少。但由于其不良反应会

累及泌尿、肝胆、皮肤及其附件等多个系统/器官[9]，故对其血药

浓度的监测也是很有必要的。本试验建立的 UPLC-MS/MS

法，实现了对EMB及 INH血药浓度的同时测定，且大大提高了

灵敏度，LLOQ分别为10、50 ng/ml。

EMB极性较强，传统的液-液萃取几乎不能将其完全提取

出来，固相萃取柱也无法较好地将其与基质分离，故本试验最

终选择了乙腈沉淀法。但该法存在较强的基质效应，为了减

小基质的干扰，笔者将待测血浆样品进行了稀释处理，并考

察稀释 3、5、10倍时对基质效应及提取回收率的影响。结果

显示，当稀释倍数为 5 倍时，INH 低、中、高质量浓度（50、

200、2 000 ng/ml）和 EMB 低、中、高质量浓度（20、200、2 000

ng/ml）血浆样品的基质效应分别 86.8％、75.5％、94.3％、

70.1％、76.0％、115.1％，虽较稀释 3倍时的基质效应有所降

低，但不稳定；当稀释倍数为 10倍时，上述样品的基质效应分

别为91.0％、89.3％、99.2％、85.0％、92.7％、105.3％，基质效应

相对最小，且较为稳定。故本试验最终选择稀释 10倍进行分

析。稀释行为虽降低了方法的灵敏度，但本检测方法与文献

报道的方法[6-9]相比，仍具有较高的灵敏度和较广的线性范围，

可满足临床血药浓度检测的需求。

本试验所建立的UPLC-MS/MS法在临床应用中只检测了

4名肺结核患儿体内EMB及 INH的血药浓度，要分析两者在

患儿体内的药动学特征，有待进行更大临床样本量的分析与

研究。
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