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摘要：目的　建立超高效液相色谱串联质谱法（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）检测结核患者体内异烟肼、利福平的浓度。方法　血液经过蛋
白沉淀，以对乙酰氨基酚为内标采用 ＴｈｅｒｍｏＳｙｎｃｒｏｎｉｓＣ１８柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ）色谱分离，以甲醇和醋酸水溶液

（０１％）梯度洗脱进行ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测。结果　异烟肼在００５～５μｇ·ｍＬ－１内，利福平在００１～１０μｇ·ｍＬ－１内响应值与质
量浓度呈良好线性关系，相关系数均大于０９９９０，加标回收率分别为１００５％～１０２５％和９２０％～９６４％，检出限分别为００５
和００１μｇ·ｍＬ－１，相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为０５％～４３％和１１％～３９％。结论　采用内标法建立了可同时定量检测ＩＮＨ
和ＲＦＰ的检测方法，该方法特异性好、灵敏度高、重现性和准确度可靠，可用于检测结核患者血液中ＩＮＨ和ＲＦＰ的浓度。
关键词：异烟肼；利福平；结核患者；超高效液相色谱串联质谱法
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ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ１００５％－１０２５％ ａｎｄ９２０％－９６４％，ｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅ００５ａｎｄ００１μｇ·ｍＬ－１，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ（ＲＳＤｓ）ｗｅｒｅ０５％－４３％ ａｎｄ１１％－３９％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄ
ａｒｄｍｅｔｈｏｄｃａｎｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｄｅｔｅｃｔｒｉｆａｍｐｉｎａｎｄｉｓｏｎｉａｚｉｄｗｉｔｈｇｏｏｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙａｎｄａｃｃｕｒａｃｙ，ｗｈｉｃｈ
ｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｂｌｏｏｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｉｆａｍｐｉｎａｎｄｉｓｏｎｉａｚｉｄｉｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｉｓｏｎｉａｚｉｄ；ｒｉｆａｍｐｉｎ；ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔ；ＵＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ

　　在 ２０１６年发病的 １０４０万结核病患者中，有
５６％来自中国等５个国家，有６０万是对利福平有耐
药的患者，其中４９万是耐多药性结核病［１］。治疗结

核病需要长期联合用药，新型抗结核药物的研制近

年来并没有明显进展，一线抗结核药物至今仍发挥

巨大作用，最常见的一线抗结核药有异烟肼（ｉｓｏｎｉａ
ｚｉｄ，ＩＮＨ）和利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）的联合用药，监
测患者服药后的血药浓度是否达到最低抑菌浓度、

或浓度过高损害肝脏及产生耐药性，具有重要意义。

有文献［２３］报道的柱前衍生法、反相 ＨＰＬＣ［４］

及常见的ＨＰＬＣＥＬＳＤ［５］，ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ全国仅有少
量文献［６８］报道，本实验建立的 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ一
次抽血同时检测患者体内的ＩＮＨ和ＲＦＰ浓度，对结

核病患者在治疗过程中临床选择维持、加大或减少

用药剂量提供了科学数据。

１　仪器与试剂
超高效液相色谱仪 （美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司，１２９０）、

质谱分析仪（美国ＡＢ公司，ＳＣＩＥＸ４５００ＱＴＲＡＰ）、高
速冷冻离心机（湖南赫西仪器装备有限公司，

３Ｈ１６１２１）、电子天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，ＢＳ２２３Ｓ）。
异烟肼（ＩＮＨ１００５７８２０１５０２，９９８％），利福平

（ＲＦＰ１３０４９６２０１４０３，９８８％）购自中国食品药品检
定研 究 所。内 标 物 对 乙 酰 氨 基 酚 （德 国

ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司，Ｃ１５８４６０００，色谱纯），
甲醇、甲酸为色谱纯，一级纯水由终端机（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
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ａｒｉｕｍｏｐｒｏＤＩ，电阻率１８２ＭΩ·ｃｍ）制得。

２　试验方法
２１　溶液配制

精密称取各个对照品适量，加体积分数５０％甲
醇溶解，定量配制成质量浓度分别为 ＩＮＨ１０００
μｇ·ｍＬ－１、ＲＥＰ３０００μｇ·ｍＬ－１的标准储备液。精
密称取内标ＩＳ适量，加甲醇溶解，定量配制成质量
浓度为 ２０μｇ·ｍＬ－１的内标储备液，储备液置于
－２０℃保存。临用前用体积分数５０％甲醇稀释至
所需浓度。

２２　血样处理
涡旋混匀血样，取２００μＬ于１５ｍＬ离心管中，

加入２００μＬ内标，加入７８０μＬ甲醇，涡旋１ｍｉｎ，离
心１０ｍｉｎ（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃），取上清液 ４００
μＬ，加一级纯水８００μＬ，涡旋１ｍｉｎ，０２２μｍ微孔
滤膜过滤，进样５μＬ。以上操作除质谱分析外均在
生物安全二级实验室生物安全柜内操作。

２３　色谱条件
色谱柱为 ＴｈｅｒｍｏＳｙｎｃｒｏｎｉｓＣ１８柱（２１ｍｍ×

１００ｍｍ，１７μｍ），柱温为３５℃，流动相Ａ为甲醇溶
液，Ｂ为乙酸水溶液（０１％），采用梯度洗脱：０～２５
ｍｉｎ，９５％Ｂ；２５～５０ｍｉｎ，８３％Ｂ；５０～６０ｍｉｎ，
６５％Ｂ；６０～８０ｍｉｎ，３０％Ｂ；８０～９０ｍｉｎ，１０％Ｂ；
９０～１００ｍｉｎ，９５％Ｂ。流速为０４０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进

样体积５μＬ。
２４　质谱条件

离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ）；电喷雾电压
（ＩＳ）：５５００Ｖ；去溶剂温度（ＴＥＭ）：５５０℃；雾化器
压力（ＧＳ１）：５５ｋＰａ；辅助气压力（ＧＳ２）：５５ｋＰａ；入
口电压（ＥＰ）：１０Ｖ；碰撞室出口电压（ＣＸＰ）：１４Ｖ；
扫描方式：ＩＮＨ、ＲＥＰ、ＩＳ均为正离子 ＭＲＭ扫描监
测；雾化气，气帘气，碰撞气由氮气发生器产生；定性

离子对，定量离子对，去簇电压及碰撞能量见表１。

３　试验结果
３１　特异性

空白血液、空白血液加入 ＩＮＨ和 ＲＦＰ、患者服
药血液，分别按“２２”项下方法处理、分析，色谱图
见图１，异烟肼、内标物、利福平的保留时间分别为
１３９、３５７和７５４ｍｉｎ，峰形良好，血液中的内源性
物质不干扰检测。

表１　异烟肼、利福平、乙酰氨基酚质谱参数
Ｔａｂ１　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｉｓｏｎｉａｚｉｄ，ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ａｃ
ｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　 Ｑ１（ｍ／ｚ） Ｑ３（ｍ／ｚ）１）／Ｑ３（ｍ／ｚ） ＤＰ／ｅＶ ＣＥ／ｅＶ

Ｉｓｏｎｉａｚｉｄ １３８１ １２１１１）／９３１ ４０ ２８
Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ８２３４ ７９１４１）／３９９０ １２７ ２３
Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ １５２１ １１００１）／９３０ ６４ ２１

注：１）定量离子

Ｎｏｔｅ：１）ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎ

图１　空白血液（Ａ），空白血液加入ＩＮＨ和ＲＦＰ（Ｂ）、患者服异烟肼血液（Ｃ）和患者服利福平血液（Ｄ）的色谱图
Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｂｌｏｏｄ（Ａ），ｂｌａｎｋｂｌｏｏｄｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈＩＮＨａｎｄＲＦＰ（Ｂ），ｂｌｏｏｄａｆｔｅｒｐａｔｉｅｎｔｔａｋｉｎｇＩＮＨ（Ｃ）ａｎｄ
ＲＦＰ（Ｄ）
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３２　标准曲线与检出限
配制质量浓度为 ００５～５μｇ·ｍＬ－１系列的

ＩＮＨ，００１～１０μｇ·ｍＬ－１系列的 ＲＦＰ按“２２”项下
方法处理分析，以血液中目标物的质量浓度（ρ）为
横坐标，目标物与内标峰面积之比（Ｙ）为纵坐标进
行加权回归，曲线呈良好线性关系，相关系数均大于

０９９９。以Ｓ／Ｎ≥３计，ＩＮＨ和ＲＦＰ取样量为２００μＬ
时检出限分别为００５和００１μｇ·ｍＬ－１，见表２。
３３　精密度与准确度

用空白血液分３组每组６份加入高、中、低浓度
的标准溶液，连测３ｄ，分别考察日内和日间精密度
与准确度。结果见表３。
３４　稳定性考察

分别考察质控血样在室温下放置２４ｈ，－２０℃
冷冻后２０℃解冻２４ｈ、７、１４、２８ｄ，得到５组结果见
表４。在以上各储存条件下测定值与理论值之间的

偏差均符合要求，血样在上述条件下的稳定性良好。

４　讨　论
４１　样品处理

在血样沉淀蛋白方面，比较过甲醇和乙腈，２种
试剂净化效果相近，考虑到检测人员的健康问题，最

后选择甲醇。加入内标后 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ定量比直
接外标法定量更加准确。前处理过０２２μｍ滤头
不影响后续检测但能保护检测仪器和柱子不易堵

塞，流动相加入适量醋酸溶液能明显改善峰形。

４２　实验结果应用
本方法检出限 ＩＮＨ为００５μｇ·ｍＬ－１、ＲＥＰ为

００１μｇ·ｍＬ－１与已有报道文献相比均优于 ＩＮＨ
０２０μｇ·ｍＬ－１、ＲＥＰ０６０μｇ·ｍＬ－１［７］和ＩＮＨ０１０
μｇ·ｍＬ－１、ＲＥＰ００５μｇ·ｍＬ－１［８］。选取 ５０例我
市传染病医院服用２种抗结核药的患者血液，

表２　２种抗结核药的线性方程和检出限
Ｔａｂ２　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｏｆｔｈｅｔｗｏａｎｔｉｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｄｒｕｇｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ　　　　 ρＬｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／μｇ·ｍＬ－１ ｒ ρＤｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ／μｇ·ｍＬ－１

Ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｙ＝２２５１９×１０７ρ＋１００２ ００５－５ ０９９９５ ００５
Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ｙ＝６２４６２×１０４ρ－９６ ００１－１０ ０９９９１ ００１

表３　异烟肼、利福平测定的精密度和准确度
Ｔａｂ３　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｉｓｏｎｉａｚｉｄａｎｄｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　
ρ

／μｇ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／％

Ｉｎｔｒａｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒｄａｙ（ｎ＝１８）

Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

Ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ０１０ ４３ ８２ １０２５

１００ ２２ ４０ １０１６

５００ ０５ ３５ １００５

Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ００５ ３９ ６９ ９２３

０１０ １３ ４６ ９２０

１０００ １１ ４８ ９６４

表４　异烟肼、利福平的稳定性考察
Ｔａｂ４　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｓｏｎｉａｚｉｄａｎｄｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　　　　　　
ＩＮＨ ＲＦＰ

１０μｇ·ｍＬ－１ １０μｇ·ｍＬ－１

２４ｈａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ＲＳＤ／％ ４０ ３２

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ １０２６ ９３６

Ｔｈａｗｉｎｇａｆｔｅｒ２４ｈ ＲＳＤ／％ ６５ ２１

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ １１０２ ９５２

Ｔｈａｗｉｎｇａｆｔｅｒ７ｄ ＲＳＤ／％ ５５ ５８

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ １０８２ ９２１

Ｔｈａｗｉｎｇａｆｔｅｒ１４ｄ ＲＳＤ／％ ８９ ９６

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ９６２ ８９２

Ｔｈａｗｉｎｇａｆｔｅｒ２８ｄ ＲＳＤ／％ １２６ １０１

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ９０１ ９０３
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按本方法测定，ＩＮＨ质量浓度０２～４５μｇ·ｍＬ－１、
ＲＥＰ质量浓度０４～９６μｇ·ｍＬ－１均在标准曲线范
围内。本实验建立的取少量血样可同时检测２种常
见抗结核药物的方法，检测前处理简单，分析周期

短，样品储存稳定性好，适合大批量检测血样，检出

限和检测范围均符合临床检测需要。

５　结　论
本实验利用 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ，采用内标法定量建

立了可同时检测ＩＮＨ和ＲＦＰ的检测方法，该方法特
异性好、灵敏度高、重现性和准确度可靠，可用于检

测结核患者血液中ＩＮＨ和ＲＦＰ的浓度。
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