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骨组织中吡嗪酰胺浓度的高效液相色谱测定*
★
 

石  华，戈朝晖，刘  斌，王自立 

Determination of pyrazinamide content in bone tissue by high performance liquid chromatogray    

Shi Hua, Ge Zhao-hui, Liu Bin, Wang Zi-li 

Abstract 

BACKGROUND: Pyrazinamide is a primary drug for intensive chemotherapy and its tissue distribution is greatly significant for 

therapy of spinal tuberculosis. 

OBJECTIVE: To establish a high performance liquid chromatogray method to determine pyrazinamide content in bone tissue of 

patients with spinal tuberculosis. 

METHODS: The vertebrae obtained from 10 patients with spinal fracture who underwent anterior cervical corpectomy were 

prepared into blank bone homogenate and pyrazinamide content in bone tissue was determined by high performance liquid 

chromatogray. Bone tissue samples including sclerotic bone, subnormal bone, necrotic tissue and ilium were harvested from 18 

patients with spinal tuberculosis who received 2HRZ/H2R2Z2 chemotherapy. Supernatant of pyrazinamide bone homogenate 

was prepared by perchloric acid precipitation. The specificity, recovery rate, precision, and linear range of the high performance 

liquid chromatogray method were evaluated.  

RESULTS AND CONCLUSION: Pyrazinamide was greatly absorbed at a wavelength of 265 nm and retained for 7.48 minutes, 

without presence of interference peak. Within the range of 0.048-3.120 µg/g bone homogenate, there was a good linear 

relationship between pyrazinamide peak area and bone homogenate concentration (r = 0.999 91), absolute recovery rate was 

89.18%-93.75%, method recovery rate was 96.30%-100.45%, inter-day and intra-day relative standard deviation was 

4.26%-8.78% and 5.12%-9.01%, respectively. The pyrazinamide content in the sclerotic wall of the vertebrae was approximate 

to the minimal inhibitory content and its content may reach the effective therapeutic content in the subnormal bone outside the 

sclerotic bone and self-contrast ilium. But pyrazinamide was hardly detectable in the sclerotic foci in the compromised vertebrae. 

The established method is accurate, precise, and reproducible, and it is effective for detection of pyrazinamide content in bone 

tissue. The pyrazinamide content varys greatly in different tissues of spinal tuberculosis, and the sclerotic wall is a tissue barrier 

to prevent pyrazinamide penetration into tuberculosis focus from normal vertebrae. 

 

Shi H, Ge ZH, Liu B, Wang ZL. Determination of pyrazinamide content in bone tissue by high performance liquid 

chromatogray.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(28): 5177-5180.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：测定结核病化疗药物在病变椎体组织中的生物分布对脊柱结核的治疗具有重要价值。 

目的：建立吡嗪酰胺在骨组织中药物浓度的高效液相色谱分析法并测定其在脊柱结核病椎组织中的浓度。 

方法：取 10例脊柱骨折患者前路椎体次全切除减压的椎骨制备成空白骨匀浆，高效液相色谱法测定吡嗪酰胺骨组织药物浓

度。取 18 例脊柱结核患者(2HRZ/H2R2Z2 化疗方案)的病椎硬化骨、亚正常骨、坏死组织以及髂骨为骨组织标本，采用高

氯酸蛋白沉淀法获得骨匀浆吡嗪酰胺上清，对方法的专属性、回收率与精密度以及线性范围进行评价。 

结果与结论：吡嗪酰胺在 265 nm波长下有较大吸收，保留时间 7.48 min，无干扰峰出现。在 0.048~3.120 µg/g骨匀浆浓

度范围内吡嗪酰胺峰面积与骨样本浓度线性关系良好(r=0.999 91)，绝对回收率在 89.18%~93.75%，方法回收率为

96.30%~100.45%，日内、日间精密度分别为 4.26%~8.78%和 5.12%~9.01%。应用此方法测得吡嗪酰胺在病椎硬化壁为

最低抑菌浓度，壁外亚正常骨及对照髂骨达到有效治疗浓度，壁内核心病灶未检测到分布。提示吡嗪酰胺在脊柱结核病椎

中存在明显的组织分布差异，硬化壁是其经正常椎体向核心病灶穿透的组织屏障。  

关键词：高效液相色谱；脊柱；结核；吡嗪酰胺；分析 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.28.012 
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0  引言 

 

由于在酸性条件下特异性细胞内结核杆菌

的杀菌效果，吡嗪酰胺这一传统药物再次被人

们重视，成为WHO推荐的一线抗结核化疗药  

物
[1]
。然而，由于该药肝肾等不良反应明显，使

用不当常导致严重的药物并发症，致使化疗难

以依从；更为重要的是，结核病变中吡嗪酰胺

的浓度高低将直接影响其核心病变细胞内的杀

菌效果从而影响化疗疗效。因此，适时对其进

行药物浓度监测对于结核病的整体化疗具有重

要意义。目前，吡嗪酰胺在结核病患者血浆及

体液中已有相关定量分析的报告
[2-4]
，而在脊柱

结核却少有报道，文章就椎骨组织中吡嗪酰胺

药物浓度的高效液相色谱检测方法及应用此法

对18例患者病椎骨中吡嗪酰胺的测定结果报道

如下。
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1  材料和方法 

 

设计：药物分析方法的实验研究。 

时间和地点：于2010-03/09在宁夏医科大

学实验中心完成。 

材料： 

骨组织标本：取自2010-03/08在宁夏医科大

学附属医院脊柱外科采用2HRZ/2.5H2R2Z2化

疗方案后行一期前路病灶清除植骨内固定的18

例脊柱结核患者，根据Jain等
[5]
CT分型标准，

CT检查证实均为空洞硬化型脊柱结核。强化化

疗4周，吡嗪酰胺的口服剂量为每日清晨顿服  

1 500 mg。术中取服药后120~130 min和

240~250 min两个时相点患者的髂骨，硬化骨，

壁内坏死组织，壁外亚正常骨。18例患者中，3

例因取样时间超时及样本量不符合要求予以剔

除。15例患者样本按标准完整收集纳入研究范

围。 

    取同一时期行脊柱骨折前路次全切除减压

的健康椎体骨10例，用于高效液相色谱法方法

学的建立。 

试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法 

样品处理：取10例健康椎体骨制备空白骨匀

浆，用作吡嗪酰胺骨组织药物浓度测定的高效

液相色谱法方法学的建立。脊柱结核患者病椎

不同组织样本切取后-70 ℃保存。行样本组织

匀浆制备时，将其取出。避光-50 ℃下冷冻干

燥，称质量，迅速研磨成粉，取200 µg，加水

1.8 mL于匀浆器内研磨成样品骨匀浆。 

色谱条件：Agilent色谱仪，检测波长265 nm，

色谱柱Hypersil ODS C18 15 mm× 4.6 mm，流

动相：0.02 mol/L KH2PO4 (pH 4.0)-甲醇-乙腈

(500∶5∶3)，流速1.0 mL/min，柱温：室温。 

吡嗪酰胺标准液的配制：精密称取吡嗪酰胺对

照品10.0 mg，以甲醇定量配置成100 mg/L的溶

液，并倍比率稀释成0.048~3.120 mg/L不同浓

度梯度的吡嗪酰胺标准液，4 ℃保存。 

骨匀浆的色谱处理：取骨匀浆200 µL于PP管

中，加入体积分数6%高氯酸200 µL，充分混匀

后离心，直接取上清40 µL进样测定。 

方法专属性：空白骨匀浆、含吡嗪酰胺标准

品的骨匀浆及口服3种抗结核药的患者骨匀浆

参照样品处理项的方法处理进样后，得到吡嗪

酰胺色谱图，以确定其专属性。 

标准曲线和最低检测浓度：配制0.048，0.097，

0.391，0.781，1.560，3.120 µg/g的标准吡嗪

酰胺骨匀浆。各取200 µL于8 mL尖底PP管中，

根据样品处理方法处理后进样，以吡嗪酰胺的

峰面积为X轴，浓度为Y轴进行加权线性回归。

求得线性方程。 

回收率与精密度检测：以流动相稀释的标准

溶液，依次配置成浓度为0.048，0.097，0.391，

0.781，1.560，3.120 µg/g的溶液，40 µL进样

测定。根据不同浓度所得的峰面积与其对应浓度

进行线性回归；配制0.097，0.781，3.120 µg/g 

3种不同浓度梯度的吡嗪酰胺骨匀浆，依据样品

处理方法处理并测定，所得峰面积以流动相制

作的标准曲线进行计算，求出绝对回收率；再

次取上述3种药物浓度吡嗪酰胺骨匀浆连续测

定5次，计算求得相对回收率；每天配制上述3

种药物浓度的吡嗪酰胺骨匀浆，连续5 d，每天

各浓度分别测定5次求得日内、日间变异。 

脊柱结核患者病椎组织样本吡嗪酰胺的测定：

患者组织匀浆按上述色谱条件及处理方法   

40 µL进样，将所得到的峰面积代入线性方程即

可求得患者骨匀浆中吡嗪酰胺的药物浓度，再

依据骨匀浆稀释比(1∶10)、组织的干湿质量比  

(1∶0.6)两次换算并减去骨样本中的血污染后

求得组织样本中吡嗪酰胺的真实浓度。骨样本

中残留血液血红蛋白的测定及其溶液的配制参

照文献[6]中的实验方法进行测定。 

主要观察指标：组织匀浆中吡嗪酰胺测定

方法专属性、回收率和精密度；服药后2，4 h

时患者病椎骨与髂骨中吡嗪酰胺浓度。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，采用

SPSS 10.0软件包对各样本均数进行配对比较

的t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  方法专属性及骨匀浆药物浓度测定的

线性范围  吡嗪酰胺标准品洗脱液、空白骨 

试剂及仪器 来源 

吡嗪酰胺胶囊 

乙腈(色谱醇)、甲醇(色谱醇) 

 

吡嗪酰胺对照品 

Agilent 1100 高效液相色谱系统、

紫外可见分光光度仪、BL-4000

冷冻离心机 

色谱柱 Hypersil ODS  

E240型电子分析天平  

沈阳红旗制药厂 

天津市四友生物医学 

技术有限公司  

中国药品检验研究所 

美国 Agilent公司 

 

 

大连依利特公司 

上海第一分析仪器厂 
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匀浆、空白骨匀浆附加吡嗪酰胺标准品、以及患者病椎

组织样本的色谱图中吡嗪酰胺药物峰与杂峰完全分离，

具有较好的专属性，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

建立标准曲线发现吡嗪酰胺在0.048~3.120 µg/g内

线性关系良好，回归方程为：Y=0.023 14X+0.011 47，

(r=0.999 91)。实验建立方法检测骨匀浆中吡嗪酰胺的

最低浓度为0.02 µg/g。 

2.2  组织匀浆中吡嗪酰胺测定方法回收率与精密度  

吡嗪酰胺低,中，高3个浓度的绝对回收率>80%，相对

回收率>90%，日内和日间精密度<10%，表明该方法均

符合生物样品分析要求，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  患者组织样本吡嗪酰胺浓度  吡嗪酰胺在病椎

硬化壁为最低抑菌浓度，壁外亚正常骨及对照髂骨达

到5倍最低抑菌浓度，壁内核心病灶未检测到分布，见

表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

3.1  方法学评价  在实验色谱条件下，样本色谱基线

平直，吡嗪酰胺在265 nm波长处有最大吸收，保留时间

7.48 min，无干扰峰出现。实验中色谱条件简单，所建

立标准曲线线性范围覆盖全部待测浓度，萃取回收率

>80%，方法回收率>90%，日内、日间标准差<10%，

达到生物样品分析要求。 

考虑到吡嗪酰胺服药量大，血药浓度及组织药物浓

度相对高，实验用体积分数6%高氯酸蛋白沉淀蜗旋离

心后直接取上清液进样测定，药物损失少，测定方法简

单方便，故采用外标法测定。 

对15例脊柱结核病椎吡嗪酰胺的测定结果进行分

析证实：此法分离效果好、精确、易操作、具有可重复

性等诸多特点，是一种可靠的测定骨中吡嗪酰胺浓度的

方法，可以用于抗结核化疗期间骨关节结核病组织样本

中吡嗪酰胺生物分布的测定，进行适时的组织治疗药物

浓度监测。 

3.2  脊柱结核患者吡嗪酰胺测定的临床意义  自20世

纪70年代以来，由于在酸性条件下能够特异性杀灭巨噬

细胞内结核分枝杆菌，吡嗪酰胺这一传统老药再次作为

一线抗结核主要药物应用于结核病的强化期化疗方案

中
[7-8]
。然而，吡嗪酰胺的毒副作用较大，在临床应用中

发现其对全身各系统都有影响，所致严重的肝脏毒性反

应率高达15%，远高于异烟肼和利福平
[9-10]
，部分患者可

因肝坏死而死亡。由于该药常规用药剂量较大，其药物性

肝损害程度呈剂量依赖性
[11-15]
，并且与异烟肼、利福平合

用会产生明显的协同作用，产生严重肝肾毒性损       

害
[16-20]
。因此，抗结核化疗强化期时需要定期监测其血药

及靶组织药物浓度，适时调整剂量或变更用药，以最大限

度地降低或避免其毒副作用，提高患者的化疗依从性。 

由于不规则抗痨，结核菌基因突变、宿主免疫力的

改变等诸多因素，脊柱结核组织病理较之以往发生明显

的改变，表现为病变椎体核心及病变周围较广泛的硬化

骨壁形成，病椎骨内坏死、增殖及渗出性病变组织交织，

形成犬牙交错的硬化空洞及结核坏死病变组织
[21]
。相对

于肺结核空洞，脊柱结核病椎局部病理改变更为复杂，

0            5            10           15 

Figure 1  High performance liquid chromatography of 
pyrazinamide (PZA) 

图 1  吡嗪酰胺的高效液相色谱图 

a: PZA standard substance 

In the experimental chromatographic conditions, baseline of sample 

chromatogram was straight, the pyrazinamide was greatly absorbed at 

a wavelength of 265 nm and retained for 7.48 minutes, without 

presence of interference peak 

b: Blank bone homogenate 

0           5           10           15 

c: Blank bone homogenate+PZA 

standard substance 

d: Sample, 2 h after oral intake

表 1  组织匀浆中吡嗪酰胺测定方法回收率和精密度
Table 1  Precision and recovery rate of pyrazinamide    (n=5)

Precision relative standard 

deviation (%) 

Concentration 

(µg/g) 

 

Relative 

recovery rate 

(%) 

 

Absolute 

recovery 

rate (%) 

 
Within days Between days

 

0.097 

 

96.30±3.69 

 

89.18±2.77 

 

8.78 

 

9.01 

0.781 98.87±4.53 91.98±2.52 6.95 8.47 

3.120 100.45±6.80 93.75±3.41 4.26 5.12 

表 2  服药后 2，4 h时相患者病椎骨与髂骨中吡嗪酰胺浓度
Table 2  Pyrazinamide concentration in ilium and vertebral 

focus at 2 and 4 h after oral medication (x
_

±s,n=5, µg/g)

Time

(h)
Ilium 

Sclerotic bone 

outside the focus 

Subnormal bone 

outside the sclerotic 

wall 

Necrosis 

tissues inside 

the sclerotic 

wall 

 

2 

 

7.61±2.62

 

0.82±0.26
a

 

 

7.55±2.58 

 

None 

4 7.10±1.69 0.78±0.24
a

 6.93±1.72 None 

a

P < 0.05, vs. ilium 

Minutes Minutes 

Minutes Minutes 

mAu 
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硬化壁空洞内环境封闭，偏酸性环境，结核病变组织巨

噬细胞中以慢殖菌、间殖菌为主的结核菌仅对吡嗪酰胺

敏感，难以被异烟肼和利福平所杀灭，因而，脊柱结核

病椎核心病变中吡嗪酰胺的分布对于脊柱结核的整体

化疗及病灶清除方式的选择都非常重要。课题组的前期

研究发现在以病灶周边硬化壁形成为主要病理影像改

变的脊柱结核患者，利福平和异烟肼不能有效穿透硬化

壁进入空洞内核心病灶；而对于非硬化型脊柱结核患者

异烟肼却能在病变中心区达到有效抑菌浓度
[22-23]

。实验

结果显示：病椎硬化骨组织中吡嗪酰胺的平均浓度为

0.82±0.26 µg/g，明显低于吡嗪酰胺的最低抑菌浓度，

硬化壁周边亚正常骨与自身对照髂骨中吡嗪酰胺达到

最低抑菌浓度的5倍，为有效治疗药物浓度，可以高效

抑菌，同样，坏死组织中未检测到吡嗪酰胺的分布。临

床研究发现，在对脊柱结核患者进行病灶清除时，由于

核心病变外周硬化椎骨的残留，患者往往经历长期的术

后化疗难以痊愈而致复发
[24-26]

。实验结果进一步提示，

硬化壁空洞内结核病变组织中极低浓度的吡嗪酰胺无

法有效杀灭分布于硬化壁内的干酪坏死及肉芽肿病变

的持留菌，成为疾病再次复燃的主要原因之一。因此，

对于硬化型脊柱结核，手术中应切除硬化壁，以利于术

后吡嗪酰胺等一线抗结核药物在残椎的组织穿透，达到

真正有效的抗结核化疗，提高患者的治愈率。 
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本文创新性： 

提供证据：应用计算机检索 PubMed 数据库

(1996/2010)和中国知网数据库 (1999/2010)，分别以

“HPLC, Spine, Tuberculosis, Pyrazinamide”和“高效液

相、脊柱结核、吡嗪酰胺”为检索词，共得到 29篇与文献

相关的文献。未见到对骨组织中吡嗪酰胺药物浓度进行测定

的方法学报道。 

创新点说明：文章首次建立骨组织吡嗪酰胺的高效液相

色谱测定方法，并对强化化疗期脊柱结核病椎组织中吡嗪酰

胺的生物分布进行测定，为临床初步掌握脊柱结核强化期抗

结核药物的组织分布、指导治疗药物浓度监测以及病椎病灶

清除方式的改良提供了理论参考价值。 


