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摘 要 目的 建立同时测定脊柱结核患者血浆中3种抗结核药物浓度的方法，并将该法应用于临床。方法 以苯海拉明为内标，

采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）技术建立同时测定脊柱结核患者血浆中异烟肼、利福平和吡嗪酰胺浓度的方法。以Chema‐

link CM-C18T为色谱柱，0.1%甲酸-甲醇溶液为流动相进行梯度洗脱，流速为0.4 mL/min，进样体积为2 μL；采用电喷雾离子源在正

离子模式下进行多反应监测，用于定量分析的离子对分别为 m/z 138.0→121.0（异烟肼）、m/z 823.3→791.3（利福平）、m/z 124.1→
79.0（吡嗪酰胺）、m/z 256.0→167.0（苯海拉明）。选择2023年1月－2025年6月在青海省人民医院住院的53例脊柱结核患者，采用

上述方法测定患者血浆中异烟肼、利福平和吡嗪酰胺浓度。结果 异烟肼、利福平和吡嗪酰胺的线性范围分别为0.5～16、2～64、

2.5～80 μg/mL（r 不低于 0.998 7），准确度为 90.20%～108.64%（n＝5），日内精密度的 RSD 均小于 6.63%（n＝5），日间精密度的

RSD均小于8.42%（n＝3），基质效应为88.60%～115.41%（n＝5），稳定性试验的相对偏差均在±15%范围内，残留效应对测定无干

扰。临床应用结果显示，脊柱结核患者体内异烟肼、利福平、吡嗪酰胺的平均血药浓度分别为（3.62±2.80）、（8.55±4.57）、

（20.12±6.56）μg/mL，血药浓度低于有效峰浓度的发生率分别为49.06%、58.49%、60.38%。结论 本研究所建立的方法快速准确、

稳定性好，可用于临床监测脊柱结核患者血浆中异烟肼、利福平和吡嗪酰胺的浓度。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish a method for simultaneously determining three anti-tuberculosis drugs in the plasma of 

patients with spinal tuberculosis and apply it in clinical practice. METHODS LC-MS/MS method was established for the 

quantitative determination of the concentrations of isoniazid， rifampicin and pyrazinamide in the plasma of patients with spinal 

tuberculosis， using diphenhydramine as the internal standard. The determination was carried out using Chemalink CM-C18T column， 

with mobile phase consisting of 0.1% formic acid-methanol solution （gradient elution）， at the flow rate of 0.4 mL/min and an 

injection volume of 2 μL. Multiple reaction monitoring was conducted using an electrospray ionization source in positive ion mode. 

The ion pairs used for quantitative analysis were m/z 138.0→121.0 （for isoniazid）， m/z 823.3→791.3 （for rifampicin）， m/z 124.1→
79.0 （for pyrazinamide）， and m/z 256.0→167.0 （for diphenhydramine）. Fifty-three patients diagnosed with spinal tuberculosis in 

Qinghai Provincial People’s Hospital from January 2023 to June 2025 were selected， and the plasma concentrations of isoniazid， 

rifampicin and pyrazinamide in these patients were measured using the above method. RESULTS The linear ranges for isoniazid， 

rifampicin and pyrazinamide were 0.5-16， 2-64， and 2.5-80 

μg/mL， respectively （r≥0.998 7）. The accuracy ranged from 

90.20% to 108.64% （n＝5）. RSDs for intra-day precision were 

all less than 6.63% （n＝5）， while those for inter-day precision 

were all less than 8.42% （n＝3）. The matrix effects ranged 

from 88.60% to 115.41% （n＝5）. The relative deviations in 

the stability tests were all within the ±15% range， and the 
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carry-over effect did not interfere with the determination. The results of clinical application showed that the mean plasma drug 

concentrations of isoniazid， rifampicin and pyrazinamide in patients with spinal tuberculosis were （3.62±2.80）， （8.55±4.57）， and 

（20.12±6.56） μg/mL， respectively. The incidences of plasma drug concentrations falling below the effective peak concentrations 

were 49.06%， 58.49% and 60.38%， respectively. CONCLUSIONS The method established in this study is rapid， accurate， and 

demonstrates good stability， making it suitable for clinical monitoring of the plasma concentrations of isoniazid， rifampicin and 

pyrazinamide in patients with spinal tuberculosis.

KEYWORDS spinal tuberculosis； anti-tuberculosis drugs； therapeutic drug monitoring； LC-MS/MS method； isoniazid； 

rifampicin； pyrazinamide

结核病是一种由结核分枝杆菌感染导致的慢性感

染性疾病。世界卫生组织 2024年度全球结核病防控报

告指出，全球因结核病导致的死亡病例约125万例，该疾

病仍然是全球重大公共卫生挑战之一[1]。目前，我国结

核病的发病率在全球排名前3位，是结核病高负担国家

之一[1]。

脊柱结核是常见的肺外结核，临床特征以疼痛为

主；其病程发展缓慢，若不能及时诊断和治疗，易导致患

者出现不可逆的神经损伤甚至瘫痪[2―3]。目前，脊柱结

核的治疗以异烟肼、利福平、吡嗪酰胺等一线药物为

主[4]，由于脊柱结核患者的感染通常较为严重，因此临床

上需联合多种抗结核药物（如异烟肼+利福平+吡嗪酰胺

联合方案）进行治疗，以提高患者治愈率[4]。研究发现，

脊柱结核患者经抗结核药物治疗后，体内血药浓度存在

较大差异，从而影响抗结核药物疗效甚至导致治疗失

败[5]。因此，对脊柱结核患者开展个体化药物治疗监测

具有重要意义。基于此，本研究拟采用液相色谱-串联

质谱（LC-MS/MS）技术建立一种可同时测定脊柱结核患

者血浆中异烟肼、利福平与吡嗪酰胺浓度的方法，并将

其应用于临床，以期为脊柱结核患者的合理用药提供科

学依据。

1　材料

1.1　主要仪器

AB Sciex TRIPLETM 4500 MD 型质谱仪购自美国

AB SCIEX 公司；JasperTM型高效液相色谱仪、AUW220D

型电子天平购自日本 Shimadzu 公司；GENIUS 6K-C 型

低速自动平衡离心机购自湖南鑫奥科学仪器有限公司；

H2-16KR 型高速冷冻离心机购自可成科技股份有限

公司。

1.2　主要药品与试剂

异烟肼、利福平、吡嗪酰胺标准品（批号分别为

RO1019TA13、R14A11Z121405、Y18D9C77841，纯度均

为 98%）均购自上海源叶生物科技有限公司；苯海拉明

（内标）标准品（批号240309，纯度99.9%）购自中国食品

药品检定研究院；甲醇为质谱纯，甲酸为分析纯，水为屈

臣氏蒸馏水。

2　方法与结果

2.1　溶液的配制

2.1.1　标准品和内标储备液的配制

称取异烟肼、利福平、吡嗪酰胺标准品适量，以甲醇

为溶剂，分别配制成质量浓度均为 10 mg/mL 的标准品

储备液，然后置于棕色玻璃瓶中，于－80 ℃低温冰箱中

避光保存。另取苯海拉明标准品适量，同法处理，配制

成质量浓度为10 mg/mL 的内标储备液。

2.1.2　标准曲线工作溶液和质控工作溶液的配制

精密移取“2.1.1”项下异烟肼、利福平和吡嗪酰胺标

准品储备液适量，置于同一容量瓶中混匀，用甲醇稀释

配制成上述成分质量浓度分别为 160、640、800 μg/mL

的混合标准品溶液。随后将混合标准品溶液进行梯度

稀释，制得异烟肼质量浓度分别为 5、10、20、40、80、160 

μg/mL，利福平质量浓度分别为20、40、80、160、320、640 

μg/mL，吡嗪酰胺质量浓度分别为25、50、100、200、400、

800 μg/mL 的系列混合标准曲线工作溶液。

精密移取“2.1.1”项下异烟肼、利福平和吡嗪酰胺标

准品储备液适量，用甲醇稀释配制成异烟肼质量浓度分

别 为 10、80、120 μg/mL，利 福 平 质 量 浓 度 分 别 为 40、

320、480 μg/mL，吡嗪酰胺质量浓度分别为 50、400、600 

μg/mL 的质控工作溶液。

2.1.3　内标工作溶液的制备

精密量取内标储备液适量，用甲醇稀释配制成苯海

拉明质量浓度为5 μg/mL 的内标工作溶液。

2.1.4　标准曲线样品与质控样品的制备

精密量取 90 μL 血浆（由健康志愿者提供），分别加

入10 μL 系列混合标准曲线工作溶液或质控工作溶液，

分别配制成标准曲线样品（异烟肼质量浓度为 0.5～16 

μg/mL、利福平质量浓度为2～64 μg/mL、吡嗪酰胺质量

浓度为2.5～80 μg/mL）或质控样品（异烟肼低、中、高质

量浓度分别为1、8、12 μg/mL，利福平低、中、高质量浓度
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分别为 4、32、48 μg/mL，吡嗪酰胺低、中、高质量浓度为

5、40、60 μg/mL）。

2.2　血浆样品处理

精密移取血浆样品50 μL 至1.5 mL 离心管中，加入

内标工作液50 μL，涡旋混合10 min；再加入甲醇150 μL

进行蛋白沉淀，涡旋振荡 10 min 后，于 4 ℃条件下以

14 000 r/min 离心15 min；取适量上清液进行分析。

2.3　色谱与质谱条件

（1）色 谱 条 件 ：色 谱 柱 为 Chemalink CM-C18T（50 

mm×4.6 mm，3 μm），以 0.1% 甲酸（A）-甲醇（B）溶液为

流动相进行梯度洗脱（0～2 min，30%B→95%B；2.1～4 

min，95%B；4.1～5 min，95%B→30%B），流 速 为 0.4 

mL/min，进样体积为2 μL。（2）质谱条件：采用电喷雾离

子源在正离子模式下进行多反应监测，气帘气压力为

30 psi（1 psi＝6.895 kPa），碰撞气压力为 7 psi，电喷雾电

压为 5.5 kV，离子源加热温度为 500 ℃，雾化气压力为

30 psi，辅助加热气压力为 20 psi，碰撞室出口电压为 10 

V。3种抗结核药物和内标的质谱参数见表1。

2.4　方法学考察

参考2020年版《中国药典》（四部）“生物样品定量分

析方法验证指导原则”进行考察[6]。

2.4.1　专属性考察

取 6份来自不同健康志愿者的血浆样品适量，混匀

后取50 μL，除不加内标外，其余按“2.2”项下方法处理，

制成空白血浆样品。取“2.1.2”项下某一混合标准曲线

工作溶液（异烟肼、利福平、吡嗪酰胺质量浓度分别为

40、160、200 μg/mL）10 μL，加入上述混匀后的空白血浆

样品90 μL，再按“2.2”项下方法制成标准血浆样品。取

患者服用3种抗结核药物后的血浆样品适量，按“2.2”项

下方法制成患者血浆样品。取上述空白血浆样品、标准

血浆样品和患者血浆样品适量，按“2.3”项下色谱与质谱

条件进样分析，记录色谱图。结果（图1）显示，血浆中内

源性物质不干扰测定，各目标化合物的峰形对称且分离

良好，异烟肼、利福平、吡嗪酰胺、苯海拉明的保留时间

分 别 为 1.43、3.61、1.85、3.03 min，表 明 该 方 法 专 属 性

良好。

2.4.2　线性关系考察

取“2.1.4”项下标准曲线样品适量，按“2.2”项下方法

处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，记录

色谱图。以药物质量浓度为横坐标（x，μg/mL），药物与

内标的峰面积比值为纵坐标（y）进行线性回归，结果

见表2。

2.4.3　定量下限考察

以各药物线性范围的最低点为定量下限，取“2.1.4”

项下相应标准曲线样品适量（共5份），按“2.2”项下方法

处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，考察

各药物定量下限的准确度和日内精密度。结果显示，异

烟 肼 、利 福 平 和 吡 嗪 酰 胺 在 定 量 下 限 的 准 确 度 为

97.50%～113.67%（n＝5），日内精密度的 RSD 均小于

8.50%（n＝5），符合相关要求。

2.4.4　准确度和精密度考察

取“2.1.4”项下低、中、高质量浓度的质控样品适量，

每个质量浓度平行 5份，按“2.2”项下方法处理后，再按

“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，以考察准确度和精

密度（同批样品重复测定5次考察日内精密度，连续测定

3 d 考察日间精密度）。结果显示，异烟肼、利福平和吡

嗪 酰 胺 在 低、中、高 质 量 浓 度 的 准 确 度 为 90.20%～

108.64%（n＝5），日内精密度的 RSD 均小于 6.63%（n＝

5），日间精密度的 RSD 均小于8.42%（n＝3）。

表1　3种抗结核药物和内标的质谱参数及保留时间

药物/内标
异烟肼
利福平
吡嗪酰胺
苯海拉明

母离子 m/z

138.0

823.3

124.1

256.0

子离子 m/z

121.0

791.3

79.0

167.0

去簇电压/V

46

78

25

17

入口电压/V

5

5

10

7

碰撞能/eV

25

22

22

17

保留时间/min

1.43

3.61

1.85

3.03

70

60

50

40

30

20

10

0

强
度

利福平

0 1 2 3 4 5

时间/min

A. 空白血浆样品

10

2

0

强
度

0 1 2 3 4 5

时间/min

B. 标准血浆样品

×105

异烟肼

吡嗪酰胺

苯海拉明

利福平

5

1

0

强
度

0 1 2 3 4 5

时间/min

C. 患者血浆样品

×105

异烟肼

吡嗪酰胺

苯海拉明

图1　3种抗结核药物和内标的色谱图

表2　3种抗结核药物的线性关系考察结果

药物
异烟肼
利福平
吡嗪酰胺

线性方程
y＝0.020 2x+0.003 04

y＝0.022 4x+0.001 03

y＝0.013 4x+0.019 20

r

0.999 2

0.999 4

0.998 7

线性范围/（μg/mL）

0.5～16

2～64

2.5～80
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2.4.5　基质效应考察

取空白血浆适量，加入 3倍量甲醇以沉淀血浆中的

蛋白，离心后取上清液，即得空白基质；向空白基质中加

入低、中、高质量浓度的质控工作溶液和内标工作溶液，

每个质量浓度平行5份，再按“2.3”项下色谱与质谱条件

进样分析，记录待测物与内标的峰面积比值（记为 A）。

另外，以纯水替代血浆样品，按“2.1.4”项下方法制备低、

中、高质量浓度的质控样品，再按上述方法处理后，记录

待测物与内标的峰面积比值（记为 B）。以 A 与 B 的比值

表示基质效应。结果显示，异烟肼、利福平和吡嗪酰胺

的基质效应为88.60%～115.41%（n＝5）。

2.4.6　稳定性考察

取“2.1.4”项下低、中、高质量浓度的质控样品适量，

每个质量浓度平行 5份，分别于室温避光放置 2 h、4 ℃

避光放置 24 h、－80 ℃冷冻 24 h、－80 ℃反复冻融 3次

（每次冷冻≥8 h）、－80 ℃冷冻 7 d，然后按“2.2”项下方

法处理后，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，以

考察样品的稳定性。结果显示，所有样品在不同储存条

件下的测定结果与理论值的相对偏差均在±15% 范围

内，稳定性良好。

2.4.7　残留效应考察

取“2.1.2”项下混合标准品溶液适量，加入血浆后按

“2.2”项下方法配制成异烟肼、利福平和吡嗪酰胺质量浓

度分别为 16、64、80 μg/mL 的含药血浆样品，再按“2.3”

项下色谱与质谱条件进样分析。同法进样空白血浆样

品，以考察残留效应。结果显示，在相同的保留时间处，

空白血浆样品与含药血浆样品色谱峰峰面积的百分比

低于 5%，表明残留效应对 3 种抗结核药物的测定无

干扰。

2.5　临床应用

2.5.1　研究对象

选择 2023年 1月－2025年 6月在青海省人民医院

住院的脊柱结核患者，共 53例，其中男性 35例、女性 18

例，平均年龄为（49.14±3.98）岁。本研究方案已通过青

海省人民医院医学伦理委员会批准，批件号为科研伦审

（2023）-091。所有患者均签署患者知情同意书。

2.5.2　纳排标准

患者的纳入标准为：（1）诊断为脊柱结核；（2）联合

应用异烟肼、利福平和吡嗪酰胺3种药物，剂量符合《抗

结核药治疗药物监测临床应用专家共识》，分别为异烟

肼 0.3 g/d、利福平 0.6 g/d、吡嗪酰胺 1.5 g/d[7]；（3）治疗时

间大于2周；（4）年龄为18～75岁。

患者的排除标准为：（1）对异烟肼、利福平、吡嗪酰

胺过敏者；（2）检测前1周内使用过影响3种抗结核药物

代谢的药物（如苯妥英钠、卡马西平等），且无法暂停或

调整该类药物的患者；（3）妊娠或哺乳期患者。

2.5.3　用药方法

患者临床用药方法具体如下：异烟肼片（国药准字

H34023405，规格0.1 g，恒诚制药集团淮南有限公司）0.3 

g，口服，每天1次；利福平胶囊（国药准字 H33021456，规

格 0.15 g，浙江苏可安药业有限公司）0.6 g，口服，每天 1

次；吡嗪酰胺片（国药准字 H34022731，规格0.25 g，恒诚

制药集团淮南有限公司）0.75 g，口服，每天2次。

2.5.4　患者样本采集

患者经3种抗结核药物治疗2周后，于末次给药2 h

后（推测为药物的达峰时间）采集患者静脉血 1～2 mL，

置于真空抗凝采血管中保存，并于 2 h 内离心取上层血

浆，避光保存于－80 ℃冰箱，备测。

2.5.5　血药浓度检测结果分析

将脊柱结核患者血浆样品按“2.2”项下方法处理后，

再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样分析，记录峰面积，

再根据相应的标准曲线计算血药浓度。另外，根据《抗

结核药治疗药物监测临床应用专家共识》建议，异烟肼、

利福平、吡嗪酰胺的有效峰浓度参考范围分别为 3～6、

8～24、20～60 μg/mL[7]。

结果（表 3）显示，53例脊柱结核患者体内异烟肼的

血药浓度范围为 0.54～13.10 μg/mL，平均血药浓度为

（3.62±2.80） μg/mL；利福平的血药浓度范围为 2.41～

18.40 μg/mL，平均血药浓度为（8.55±4.57） μg/mL；吡

嗪酰胺的血药浓度范围为7.31～34.10 μg/mL，平均血药

浓度为（20.12±6.56）μg/mL。此外，患者体内异烟肼、

利福平和吡嗪酰胺血药浓度低于有效峰浓度的发生率

分别为 49.06%、58.49%、60.38%，异烟肼血药浓度高于

有效峰浓度的发生率为15.09%。

3　讨论

异烟肼、利福平和吡嗪酰胺是一线抗结核药物，对

结核分枝杆菌具有较强的杀菌作用，也是治疗脊柱结核

的重要药物。目前，抗结核药物的血药浓度监测方法较

多，如高效液相色谱法、LC-MS/MS 法、UPLC-MS/MS

等[8―10]，其中 LC-MS/MS 法具有高灵敏度、高选择性、高

表3　3种抗结核药物的血药浓度分布情况

药物

异烟肼
利福平
吡嗪酰胺

血药浓度（x±s）/

（μg/mL）

3.62±2.80

8.55±4.57

20.12±6.56

达到有效峰浓度/

例（%）

19（35.85）

22（41.51）

21（39.62）

低于有效峰浓度/

例（%）

26（49.06）

31（58.49）

32（60.38）

高于有效峰浓度/

例（%）

8（15.09）

0

0
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通量等优点，能够实现多种药物的同步定量分析[11―12]。

基于此，本研究拟采用 LC-MS/MS 技术建立同时测定脊

柱结核患者血浆中异烟肼、利福平和吡嗪酰胺浓度的方

法。本研究结果显示，所建立的 LC-MS/MS 法专属性良

好，且进样量小、流动相体系易制备；方法学考察结果也

显示，该方法的精密度、准确度、稳定性等均满足2020年

版《中国药典》（四部）“生物样品定量分析方法验证指导

原则”相关要求。

脊柱结核作为一类慢性消耗性疾病，通常起病隐

匿、诊断延迟，其病程可持续数月至数年不等，导致患者

长期处于高代谢、高消耗状态，从而引发患者营养代谢

失衡，进而导致患者使用抗结核药物后出现血药浓度偏

低的情况[13]。本研究结果显示，脊柱结核患者体内异烟

肼、利福平和吡嗪酰胺血药浓度低于有效峰浓度的发生

率分别为 49.06%、58.49%、60.38%，这提示脊柱结核患

者使用上述抗结核药物后易发生低于有效峰浓度的情

况。因此，笔者建议临床上应针对这类患者实施治疗药

物监测，以提高药物治疗效率。

综上所述，本研究建立了可同时检测脊柱结核患者

血浆中异烟肼、利福平和吡嗪酰胺浓度的方法，该方法

快速准确、稳定性好，可用于监测脊柱结核患者血浆中

抗结核药物的血药浓度变化。未来可扩大脊柱结核患

者样本量，系统分析影响抗结核药物血药浓度的相关因

素，以期为临床制定个体化给药方案提供参考。
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