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【摘要】目的  探讨淋巴结结核患者血浆与淋巴结组织中异烟肼浓度的相关性，

发掘其临床价值。方法  收集武汉市肺科医院淋巴结结核患者基本信息以及不同时间点

静脉血液和手术切除的颈淋巴结组织样本，建立超高效液相色谱 - 串联质谱（UPLC-MS/

MS）法并定量检测患者血浆和颈淋巴结组织样本中的异烟肼浓度，分析血浆与淋巴结

组织中异烟肼浓度的相关性。结果  异烟肼血药浓度及淋巴结组织浓度的线性范围分别

为 0.25~16 μg·mL-1（r=0.999 8）、2~128 μg·g-1（r=0.998 8）。各质控样品的精密度、

准确度、基质效应等均符合要求。血浆与淋巴结组织中的异烟肼浓度在患者静脉滴注给

药后 10 min（rs= 0.501 1，P= 0.001）、30 min（rs= 0.402 8，P= 0.005）和 60 min（rs= 0.614 6，

P= 0.001）均具有正相关性。对淋巴结组织与血浆中的异烟肼浓度比值进行分析，结果

发现在 10，30，60 min 时该比值分别为 1.46（0.62，3.55），5.25（4.61，11.61），6.62

（4.42，10.78）mL·g-1。结论  建立的 UPLC-MS/MS 法专属性好，灵敏度、准确度及精

密度高。监测血浆异烟肼浓度可为临床淋巴结核患者合理使用异烟肼提供参考。

【关键词】淋巴结结核；异烟肼；超高效液相色谱串联质谱法

The clinical value of UPLC-MS/MS method for the determination of plasma 
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【Abstract】Objective  To investigate the correlation between isoniazid concentration 
in plasma and lymph node tissue of patients with lymph node tuberculosis, and to explore its 
clinical value. Methods  The basic information of patients with lymph node tuberculosis in our 
hospital and venous blood samples and neck lymph node tissue samples at different time points 
were collected. UPLC-MS/MS method was established and isoniazid concentration in plasma 
and neck lymph node tissue samples was quantitatively detected, and the correlation between 
isoniazid concentration in plasma and lymph node tissue was analyzed. Results  The linear range 
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of isoniazid blood concentration and lymph node tissue concentration were 0.25-16 μg·mL-1 
(r=0.999 8) and 2-128 μg·g-1 (r=0.998 8), respectively. The precision, accuracy, and matrix effect 
of each quality control sample met the requirements. Plasma isoniazid concentration and lymph 
node tissue isoniazid concentration were significantly correlated at 10 min (rs= 0.501 1, P=0.001), 
30 min (rs= 0.402 8, P=0.005) and 60 min (rs= 0.614 6, P=0.001) after intravenous infusion of 
isoniazid. The ratio of lymph node tissue isoniazid concentration to plasma isoniazid concentration 
was 1.46 (0.62, 3.55) mL·g-1 at 10 min. At 30 min, the ratio was 5.25 (4.61, 11.61) mL·g-1. At 60 min, 
the ratio was 6.62 (4.42, 10.78) mL·g-1. Conclusion  The established UPLC-MS/MS method has 
good specificity, high sensitivity, accurac and precision. Monitoring plasma isoniazid concentration 
provides a reference for the rational use of isoniazid in patients with lymphatic tuberculosis.

【Keywords】Lymph node tuberculosis; Isoniazid; Ultra performance liquid 
chromatography-mass spectrum/mass spectrum

结核病是由结核分枝杆菌引起的一种慢性传

染性疾病，我国为结核病高负担国家之一，全球

排名第二 [1]。淋巴结结核作为肺外结核最常见的部

位之一，约占肺外结核的 30%~40%[2]，是由结核

分枝杆菌经淋巴循环、血液循环或邻近病灶侵入淋

巴结，引起淋巴结的慢性炎症，是一种慢性消耗性

疾病，病程长且隐匿性强。淋巴结核往往发生结核

散播，造成淋巴结核脓肿，甚至结核淋巴瘘等严重

问题，重要脏器周围淋巴组织发生的结核，有可能

导致较为严重的神经损伤，严重危害患者健康 [3-5]。

目前，一线抗结核药物异烟肼为抗淋巴结结

核的核心药物 [6-7]。病灶组织中的药物浓度与临

床疗效密切相关，可直接影响疗效 [8]。然而，受

限于淋巴结样本临床采集及前处理的复杂性，国

内外检测淋巴结组织中异烟肼药物浓度尚无相关

文献报道，故目前异烟肼在淋巴结组织中药物浓

度未知。本研究建立超高效液相色谱 - 串联质

谱（ultra performance liquid chromatography-mass 

spectrum/mass spectrum, UPLC-MS/MS）法检测淋

巴结异烟肼浓度，同时分析病灶淋巴结组织与血

浆中异烟肼浓度的相关性，为临床治疗淋巴结结

核患者提供个体化的给药方案。

1  资料与方法

1.1  仪器
4500MD 型 LC-MS/MS 系 统（ 美 国 AB Sciex

公司）；5810R 型台式高速大容量离心机（德

国 Eppendorf 公司）；5424R 型微量台式高速冷

冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；KZ-Ⅲ 型组

织研磨仪（武汉赛维尔生物有限公司）；Milli-Q 

Reference 型超纯水系统（美国 Millipore 公司）；

XSR105DU 型十万分之一分析天平 [ 梅特勒 - 托

利多仪器（上海）有限公司 ]。

1.2  试药
异烟肼注射液（西南药业股份有限公司，批

号：211204， 规 格：0.1 g/2 mL）； 异 烟 肼 对 照

品（中国食品药品检定研究院，批号：100578-

201903，纯度 99%）；内标苯海拉明对照品（中

国食品药品检定研究院，批号：100066-200807，

纯度 99.9%）；甲醇、甲酸、二甲亚砜均为色谱纯，

其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3  研究对象
本研究经武汉市肺科医院医学伦理委员会审

查通过 [ 审批号：武肺伦理（2021）32 号 ]，选

取 2021 年 7 月—2022 年 10 月该院收治的淋巴结

结核需要手术治疗的患者。

纳入标准：①符合《临床结核病学》第 2 版

中淋巴结结核诊断标准 [9]，临床诊断为颈淋巴结

结核并择期手术者；② 18 周岁≤年龄≤ 65 周岁；

③治疗方案为异烟肼、利福平、乙胺丁醇、吡嗪

酰胺的初治淋巴结结核患者；④同意参加本研究

并签署知情同意书。

排除标准：①同时服用肾上腺皮质激素等对异

烟肼药物浓度有影响者；②妊娠或哺乳期妇女；③

合并人类免疫缺陷病毒阳性、糖尿病以及需长期服

用免疫抑制剂者；④合并严重基础疾病、肝肾功能

不全或严重遗传病者；⑤病原学诊断结果为耐药者。

共纳入 26 例淋巴结结核患者，其中男性 13 例，

女性 13 例，中位年龄 27 岁。患者一般资料见表 1。
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的血浆标准品溶液。精密量取 40 μL 血浆标准品

溶液，加入 5 μL 苯海拉明工作液和 755 μL 甲醇，

涡旋混匀后离心（7 000×g）10 min，取上清即得。

2.2.3  淋巴结组织标准品溶液
取空白淋巴结组织，滤纸擦干外表血液后

精确称重，加入 400 μL/100 mg 甲醇（含 2.5 μL

苯海拉明工作液）和 4 颗磁珠，组织研磨仪匀

浆 3 次，离心（7 000×g）10 min，取上清，将

400 μg·mL-1 的标准品储备液用上述上清液稀释

成 浓 度 为 128，64，32，16，8，4，2 μg·g-1 的

组织标准品溶液。

检测样品按上述方法配置或匀浆后，取上清经

0.22 μm 微孔滤膜过滤后，按“2.1” 项下条件检测。

2.3  方法学验证
2.3.1  专属性试验

取空白血浆、空白淋巴结组织以及“2.2”项

下的血浆标准品溶液、淋巴结组织标准品溶液，

按“2.1”项下方法进样检测，记录色谱图，见图 1。

结果表明内源性杂质对异烟肼检测无干扰，方法

的专属性较强。

2.3.2  标准曲线与定量下限考察
取“2.2”项下的血浆和淋巴结组织系列标

准品溶液，按“2.1”项下方法进样检测，以异

烟肼的质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐

标（Y），采用最小加权法（加权系数为 1/X2）

进行线性回归，得血浆异烟肼的线性回归方程：

Y=1.095×105X-199.785（r=0.999 8），淋巴结组织

异烟肼的线性回归方程：Y=1.331×105X-1 510.028

（ r = 0 . 9 9 8  8 ）。结果表明，异烟肼血药浓度

的 线 性 范 围 为 0.25~16 μg·mL-1， 定 量 下 限 为

0.25 μg·mL-1；异烟肼淋巴结组织浓度的线性范

围为 2~128 μg·g-1，定量下限为 2 μg·g-1。

2.3.3  精密度与准确度试验
按“2.2” 项 下 方 法 配 制 异 烟 肼 定 量 下 限

（0.25 μg·mL-1）和低、中、高质量浓度（0.5，4，

12 μg·mL-1）的血浆质控样品以及异烟肼定量下

限（2 μg·g-1）和低、中、高质量浓度（5，40，

120 μg·g-1）的组织质控样品。按“2.1”项下方

法连续进样 6 次，考察日内精密度；连续测定 3 d，

考察日间精密度；以实测质量浓度与理论质量浓

度进行比较，考察准确度，结果见表 2。血浆和

组织中异烟肼检测方法的日内、日间精密度以及

准确度均符合中国药典 2020 年版的要求 [10]。

表1  患者基本信息（ sx ± ，n=26）
Table 1. Basic information of patients

（ sx ± ，n=26）
项目 结果

年龄（岁） 27.6±8.2

国际标准化比值（INR） 1.07±0.1

D-二聚体（mg·L-1） 0.21±0.16

γ-谷氨酰转移酶（U·L-1） 24.8±13.1

丙氨酸氨基转移酶（U·L-1） 12.8±8.8

白蛋白（g·L-1） 38.3±3.6

总蛋白（g·L-1） 61.9±5.3

总胆红素（μmol·L-1) 7.2±2.9

尿素（mmol·L-1) 3.3±1.3

肌酐（μmol·L-1) 58.2±11.1

尿酸（μmol·L-1) 398.0±125.6

超敏C反应蛋白（mg·L-1） 10.9±11.4

2  方法与结果

2.1  分析条件
色 谱 条 件： 色 谱 柱：Phenomenex SynergiTM 

Fusion-RP C18 柱（50 mm×2 mm，4 μm） ， 流

动 相：0.1% 甲 酸 水 溶 液（A）- 甲 醇（B），

梯 度 洗 脱（0~0.6 min，60%B；0.6~2.9 min，

60%~10%B；2.9~4.0 min，10%~60%B），流速：

0.3 mL·min-1；柱温：40℃：进样量：1 μL。

质谱条件：正离子多反应监测模式；气帘气

电压：40 psi；离子化电压：4 500 V；雾化气温

度：650℃；碰撞气电压：45 psi；喷雾气电压：

40 psi； 母 离 子 138.0 m/z， 子 离 子 121.0 m/z 和

93.0 m/z；碰撞电压：17 eV；去簇电压：64 V。内

标苯海拉明：母离子 256.0 m/z，子离子 167.4 m/z；

碰撞电压：27.06 eV；去簇电压：21.96 V。

2.2  溶液的配制及样品处理
2.2.1  内标溶液

精密称取苯海拉明对照品 1 mg，置于 10 mL

量瓶中，用水溶解并定容至刻度，得到浓度为

100 μg·mL-1 的内标标准品储备液，用 50% 甲醇

稀释成 1 μg·mL-1 的内标工作液。

2.2.2  血浆标准品溶液及处理
精密称取异烟肼对照品 4 mg，置于 10 mL

量瓶中，用水溶解并定容至刻度，得到浓度为

400 μg·mL-1 的标准品储备液，随后依次用空白

血浆稀释成浓度为 16，8，4，2，1，0.5，0.25 μg·mL-1
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2.3.4  基质效应和萃取回收率
分别用 3 种方法配制低、中、高质量浓度

（0.5，4，12 μg·mL-1 和 5，40，120 μg·g-1）

的质控样品：第 1 组：取异烟肼对照品适量，

用 50% 甲醇稀释，制成低、中、高质量浓度的

异烟肼溶液 1，按“2.1”项下方法进样测定，得

峰面积 A；第 2 组：取空白血浆或空白淋巴结组

织，加甲醇沉淀蛋白或加甲醇匀浆，离心后取上

清液，以此上清液作为基质，制备低、中、高质

量浓度的异烟肼溶液 2，按“2.1”项下方法进

样测定，得峰面积 B；第 3 组：取异烟肼对照品

适量，用空白血浆或淋巴结组织按“2.2.2”或

“2.2.3”项下方法处理，制成低、中、高浓度的

异烟肼溶液 3，再按“2.1”项下方法进样测定，

得峰面积 C。按下式分别计算基质效应和萃取回

图1  专属性试验色谱图

Figure 1. Chromatogram of specificity test

表2  精密度与回收率试验结果（ sx ± ）

Table 2.  Precision and recovery test results ( sx ± )

检测样本
标示血（μg·mL-1）/

组织（μg·g-1）浓度

日内精密度RSD

（%，n=6）

日间精密度RSD

（%，n=3）

回收率

（%）

异烟肼（血浆） 0.25 3.5 3.1 96.13±4.57

0.5 3.2 5.8 96.71±5.19

4 2.5 4.9 95.55±4.33

12 2.7 3.1 94.37±2.67

异烟肼（组织） 2 2.8 4.0 99.18±3.21

5 5.8 7.3 97.18±1.81

40 1.3 4.5 102.12±1.43

120 2.6 3.5 95.35±2.94

收率：基质效应 =B/A×100%，萃取回收率 =C/

B×100%。各质量浓度平行操作 5 份。结果显示，

血浆检测方法的基质效应为 97.5%~104.5%，萃

取回收率为 93.8%~97.1%；淋巴结组织检测方

法的基质效应为 93.2%~108.6%，萃取回收率为

92.8%~96.1%。表明基质不干扰异烟肼的测定，

符合中国药典 2020 年版的要求 [10]。

2.3.5  稳定性试验
分别按“2.2.2”和“2.2.3”项下方法配制异

烟肼低、中、高质量浓度（0.5，4，12 μg·mL-1

和 5，40，120 μg·g-1）的质控样品，于室温放

置 6 h、反复冻融（-80~20℃）3 次、-80℃冷冻

保存 7 d，按“2.1”项下方法进样测定，计算异

烟肼的质量浓度，每份样品重复测定 3 次。结果

各样品在上述条件下稳定性良好。

空白组织

空白血浆+内标+异烟肼

峰
面

积

t/min

空白血浆

峰
面

积

t/min

峰
面

积

t/min

空白血浆+内标+异烟肼
峰

面
积

t/min

1000

750

500

250

1000

750

500

250

2.8×105

2.1×105

1.4×105

7.0×104

2.8×105

1.8×105

1.2×105

6.0×104
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2.3.6  残留效应
分别按“2.2.2”和“2.2.3”项下方法配制质

量浓度为 12 μg·mL-1 和 120 μg·g-1 的样品，再

按“2.1”项下方法进样测定，随后同法测定空白

血浆和空白淋巴结组织以考察残留效应。结果显

示，在异烟肼相同的保留时间处，空白血浆 / 淋

巴结组织色谱峰峰面积与定量下限质量浓度血浆 /

淋巴结组织样品色谱峰峰面积的比值均小于 5%，

表明残留效应对血浆样品和淋巴结组织样品的测

定无明显影响。

2.3.7  稀释可靠性
分别按“2.2.2”和“2.2.3”项下方法配制质

量浓度为 12 μg·mL-1 和 120 μg·g-1 的样品，用

空白血浆或组织匀浆稀释 10 倍后，按“2.1”项

下方法进样测定，考察稀释可靠性（样品平行操

作 5 份）。结果显示，稀释后样品的精密度 RSD
小 于 10%（n=5）， 准 确 度 为 97.9% 和 98.5%，

表明样品用空白血浆或空白组织匀浆稀释 10 倍

对其定量分析无明显影响。

2.4  样本采集与处理
2.4.1  淋巴样本采集与处理 

淋巴结结核患者遵循统一治疗方案，异烟

肼 0.3 g 溶于 100 mL 0.9% 氯化钠注射液，于切

皮前静脉滴注给药，分别于给药后 10 ，30 ，

60 min，取患者淋巴结组织（病理诊断为：结核

性肉芽肿），滤纸擦干外表血液后精确称重，加

入 400 μL/100 mg 甲醇（含 2.5 μL 苯海拉明工作液）

和 4 颗磁珠，组织研磨仪匀浆 3 次，离心（7000×g）

10 min，取上清液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后，

按“2.1” 项下方法进样检测。

2.4.2  血液样本采集与处理 
取紫色抗凝管（含乙二胺四乙酸二钾）采

集患者给药后 10 ，30 ，60 min 的静脉血 2 mL，

离心（1 000×g）10 min 后取上清，每个样品取

40 μL 血浆，加入 5 μL 苯海拉明工作液和 755 μL

甲醇，涡旋混匀后离心（7 000×g）10 min，取

上清液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后，按“2.1” 项

下方法进样检测。

2.5  统计学分析
采用 SPSS 23.0 软件进行统计分析。符合正

态分布与方差齐性的计量资料以 sx ± 表示，两组

比较采用独立样本 t 检验，多组比较采用单因素

方差分析，组间多重比较采用 q 检验；非正态分

布计量数据以 M（P25，P75）表示，多组比较采

用 Kruskal-Wallis H 秩和检验，组间多重比较采

用 Dunn 检验；采用 Spearman 相关分析评估相关

性。P＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2.6  临床应用
2.6.1  患者血浆和淋巴结组织中的异烟肼
浓度测定

收集异烟肼给药 10，30，60 min 后的手术患

者血样和淋巴结组织。按上述方法检测血浆和组

织异烟肼浓度，各时间点异烟肼的平均浓度见表 3，

分布情况见图 2。血浆中异烟肼浓度各时间的两两

比较，差异均有统计学意义（P ＜ 0.05），表明静

脉注射异烟肼后 1 h 内逐渐代谢，处于消除阶段，

而淋巴结组织异烟肼浓度在 10 min 和 30 min 时差

异有统计学意义（P ＜ 0.05），表明异烟肼在给药

30 min 后已经在淋巴结组织富集。 

2.6.2  血浆和淋巴结组织中异烟肼浓度的
相关性分析

分别对 10，30，60 min 的血浆和淋巴结组织

中异烟肼浓度进行相关性分析，结果发现血浆与

淋巴结组织中异烟肼浓度在患者静脉滴注给药后

10 min（rs=0.501 1，P=0.001）、30 min（rs=0.402 8，

P=0.005）和 60 min（rs=0.614 6，P=0.001） 均 具

有正相关性（其中 rs 代表相关性强弱，P 代表线

性关系的显著性），具体见图 3。

分别对 10，30，60 min 各患者的淋巴结组

织与血浆中异烟肼浓度比值进行分析，结果发现

在 10，30，60 min 时该比值分别为 1.46（0.62，

3.55），5.25（4.61，11.61），6.62（4.42，

10.78）mL·g-1，其中 10 min 与 30 min（P= 0.002）、

10 min 与 60 min（P=0.001）时该比值差异有统计

学意义，而 30 min 与 60 min 时该比值差异无统

计学意义（P=0.99）。具体见图 4。
表3  患者血浆和淋巴结组织中的异烟肼浓度

Table 3. Concentration of isoniazid in patient plasma and lymph node tissue
组别 10 min 30 min 60 min

血浆（μg·mL-1） 3.50（2.75，3.84） 1.97（1.72，2.31）b 1.47（0.98，2.51）bc 

淋巴结组织（μg·g-1） 3.92（1.57，10.29） 10.29（8.62，22.3）a 9.02（3.92，16.95）
注：与10 min比较，aP＜0.05，bP＜0.01；与30 min比较，cP＜0.05
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3  讨论

颈 淋 巴 结 结 核 在 淋 巴 结 结 核 中 占 比 超 过

90%，对人类危害较大 [11-12]，一线抗结核药物异

烟肼为抗颈淋巴结核的核心药物，而且病灶组织

中的药物浓度与临床疗效密切相关。研究发现，

采用标准剂量异烟肼治疗的患者，体内血药浓度

较大差异（3~7 倍）[13-15]，但淋巴组织中浓度是

淋巴结组织血浆

图2  不同时间患者血浆与淋巴结组织中的异烟肼浓度分布

Figure 2.  Concentration distribution of isoniazid in plasma and lymph node tissues of patients at 

different times

图3  不同时间血浆与淋巴结中异烟肼浓度的相关性分析

Figure 3. Correlation analysis of isoniazid concentrations in plasma and lymph nodes at different times

图4  不同时间淋巴结/血浆中异烟肼浓度比值分布

Figure 4.  Concentration distribution of isoniazid 

of lymph node/plasma isoniazid concentration 

ratios at different times
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否差异较大、血浆浓度与组织浓度是否存在相关

性，尚无文献报道。因此，同时监测异烟肼血药

浓度及组织药物浓度，研究血浆 - 组织中异烟肼

浓度相关性，对于淋巴结结核患者个体化药物治

疗具有重要意义 [16-18]。

UPLC-MS/MS 法检测药物浓度定性分析结果可

靠、准确度高、分析速度快，被用于多种抗结核药

物浓度的检测 [19-20]。本研究首次收集了颈淋巴结

结核患者的血液和结核淋巴组织，通过 UPLC-MS/

MS 法进行了异烟肼浓度的定量检测，研究了异烟

肼静脉滴注给药后，药物在人体血液以及结核淋巴

组织中不同时间节点的浓度，初步研究了异烟肼在

人体血液及结核淋巴组织的代谢情况。

首先，通过比较 10，30 ，60 min 时患者的

血浆和淋巴结组织中异烟肼浓度，发现静脉滴注

给药后，血浆异烟肼的浓度在 30 min 和 60 min

显著降低（P＜ 0.05），而颈淋巴结组织异烟肼

浓度在 30 min 显著上升（P＜ 0.05），30~60 min

无显著变化（P ＞ 0.05）。提示血浆中异烟肼可

能在 0~30 min 内逐渐向颈淋巴组织分布，30 min

后颈淋巴组织中异烟肼分布与消除趋于平衡，导

致颈淋巴结组织中异烟肼浓度趋于平衡。其次，

30 min 60 min
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分析血浆异烟肼与颈淋巴组织中异烟肼的相关性

后，发现两者在 10，30 ，60 min 都存在较强的

正相关性（P ＜ 0.05），且相关性随着时间延长

而增强（60 min 时，P ＜ 0.01，rs=0.614 6）。最

后，对以上 3 个时间点的颈淋巴结 / 血浆异烟肼

浓度比值进行分析，结果显示 10 min 时中位值为

1.46；30 min 时中位值为 5.25；60 min 时中位值

为 6.62，结果显示，静脉滴注异烟肼后，血管内

异烟肼可迅速向颈淋巴组织扩散，大约 30 min 达

到峰值，此时颈淋巴组织中异烟肼浓度较高，为

血浆的 11.46 倍，随后逐渐下降，60 min 时仍然

较高。说明异烟肼进入体液循环后，可迅速到达

淋巴组织，然后缓慢消除，这可能与淋巴结结构

相关。综上所述，临床可通过监测血浆药物浓度

为淋巴结结核群体优化给药方案，本研究结果为

临床合理使用异烟肼治疗颈淋巴结核提供参考。

本研究的局限性在于临床样本较少（26 例），

基于时间点的淋巴结组织获取较难，这也是人体

组织药动学研究的一大难题。今后将继续扩大样

本量，丰富采样时间，得到淋巴结核这一特定人

群的血液 - 组织药动学参数，为淋巴结结核患者

的个体化治疗提供理论依据。
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