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摘要：目的　建立高效液相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）分析人血浆中甲
氨蝶呤（ＭＴＸ）及其代谢物７－羟基甲氨蝶呤（７－ＯＨ－ＭＴＸ）的浓度，并用于临
床治疗药物监测，以探讨其浓度与肝肾毒性的关系。方法　采用乙腈沉淀蛋白
的方法预处理样本，结合 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测，收集临床采用大剂量甲氨蝶呤
（ＨＤＭＴＸ）化疗的儿童和成人患者血样３６９份用于方法学验证，并用统计学软件
ＳＰＳＳ２７进行浓度与肝毒性和肾毒性的Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析。结果　人血浆中
ＭＴＸ在 ０００５～２μｍｏｌ·Ｌ－１浓度范围内线性关系良好（ｒ＝０９９８８），
７－ＯＨ－ＭＴＸ在００５～２０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度范围内线性关系良好（ｒ＝０９９７４），
批内批间精密度均＜１０％，提取回收率达到８７０％ ～１０６１％，基质效应变异系
数（ＣＶ）＜７％。在ＨＤＭＴＸ输注后４２ｈ、７２ｈ及以后的血样浓度测定结果分析
显示，浓度比７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ与肝功能指标丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和天
冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）均呈显著负相关（Ｐ＜００１），而与肾功能指标肌酐
（ＣＲ）和肌酐清除率（ＣＣＲ）则无明显相关性（Ｐ＞００５）。结论　所建方法简便、
准确、灵敏，适用于临床药物治疗监测，通过监测７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ，可以有效
预测肝毒性的发生，以便及时进行临床药物解救。
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联质谱法

ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２６０２０１４
中图分类号：Ｒ９１７；Ｒ９６９１　　　文献标志码：Ａ
文章编号：１００１－６８２１（２０２６）０２－０２３７－０６

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒ
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ｒａｔｅｒｅａｃｈｅｄ８７０－１０６１％，ａｎｄｔｈｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ７％Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｌｏｏｄ
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ｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｄｒｕｇｔｈｅｒａｐｙｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇＢｙｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ，ｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｌｉｖｅｒｔｏｘｉｃｉｔｙｃａｎｂｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｐｒｅｄｉｃｔｅｄｆｏｒｔｉｍｅｌｙｃｌｉｎｉｃａｌｄｒｕｇｒｅｓｃｕｅ
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ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　 甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）是一种氨基蝶呤
类似物，通过阻碍 ＤＮＡ合成来抑制肿瘤细胞的增
殖［１－２］，是治疗急性淋巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏ
ｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）、骨肉瘤等恶性肿瘤的标准药物
之一［３］，临床上把大剂量甲氨蝶呤（ｈｉｇｈｄｏｓｅｍｅｔｈｏ
ｔｒｅｘａｔｅ，ＨＤＭＴＸ）作为常用治疗方案，但 ＨＤＭＴＸ会产
生显著的不良反应，如急性肾损伤、骨髓抑制、肝毒性

及胃肠道反应等。ＭＴＸ主要经过肾脏排泄，部分经肝
脏代谢为７－羟基甲氨蝶呤（７－ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，
７－ＯＨ－ＭＴＸ），ＭＴＸ的治疗指数低，个体差异大，血
药浓度变异性大，仅依据 ＭＴＸ血药浓度单一监测指
标进行药物解救从而预防毒性存在局限性，不能完全

满足临床需要［４－６］，且有文献［１，５，７］建议同时监测

７－ＯＨ－ＭＴＸ以达到更精准的治疗效果。唐晶晶
等［８］分析出在２８例骨肉瘤患者 ＨＤＭＴＸ治疗后４８ｈ
７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ比值预测 ＭＴＸ毒副作用比单纯
测定ＭＴＸ浓度更敏感、准确，但该文献样本量少，且
没有研究儿童ＡＬＬ及其他血液肿瘤患者。

本研究建立了一种 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时检
测人血浆中 ＭＴＸ及其代谢物 ７－ＯＨ－ＭＴＸ的浓
度，验证了临床 ＨＤＭＴＸ化疗的儿童和成人患者血
样３６９份，并计算浓度比 ７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ。结
合患者临床肝肾毒性等不良反应探讨 ＭＴＸ浓度、
７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度和浓度比 ７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ
与肝肾毒性的关系，为 ＭＴＸ不良反应预判提供更
准确的监测指标。

材料、对象与方法

１　药品、试剂与仪器
药品与试剂　人空白血浆（ＥＤＴＡ抗凝）及临床

受试者血样均由河北医科大学第二医院提供。甲氨

蝶呤标准品（纯度：９８％，Ｎｏ１００１３８－２０１６０６）均购自
于中国食品药品检定研究院；７－羟基甲氨蝶呤
（７－ＯＨ－ＭＴＸ）标准品（纯度：９８％，ＮｏＪＳ２５８６６２）和
内标氘代甲氨蝶呤（ＭＴＸ－Ｄ３，ＮｏＮ２５ＩＢ２３３４８０）购
自于中国上海源叶生物科技有限公司。乙腈、甲醇

（色谱纯）均购自于美国Ｆｉｓｈｅｒ公司；异丙醇（色谱纯）
购自于中国天津永大化学制剂有限公司；甲酸（色谱

纯）购自于中国上海阿拉丁生化科技有限公司；水为

屈臣氏蒸馏水。

仪器　ＬＣ－２０Ａ高效液相色谱仪，日本岛津公司
产品；ＡＰＩ４０００＋质谱仪，美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司产品。
２　受试者选择

本研究经河北医科大学第二医院医学伦理委员

会审查批准（２０２４－Ｒ０９５），选取２０２３年１月 ～２０２４
年７月期间儿科与血液内科收治的大剂量甲氨蝶呤
（ＨＤ－ＭＴＸ）化疗患者血样共３６９例，其中儿童 ＡＬＬ
２７３例，成人淋巴瘤 ３７例，成人白血病 ５９例，年龄
２～６８岁。
３　治疗方法与血样采集

于化疗后４２ｈ及７２ｈ以后进行抽取静脉血２ｍＬ
于含有ＥＤＴＡ抗凝剂的采血管中，在６０×１０３ｇ下离
心５ｍｉｎ，取上层血浆样本直接处理分析或 －４０℃储
存待测。

４　测定方法
色谱条件　色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＳｙｓｔｅｍＣ１８柱（１５０

ｍｍ ×４６ｍｍ，３５μｍ），流动相：Ａ为水相（０１％甲
酸），Ｂ相为乙腈（１０％异丙醇），梯度洗脱程序：０～
０５ｍｉｎ，５％ Ｂ；０５～２ｍｉｎ，５％ ～２０％ Ｂ；２～５ｍｉｎ，
２０％～１００％ Ｂ；５～６５ｍｉｎ，１００％ Ｂ；６５～６６ｍｉｎ，
１００％～５％ Ｂ；６６～１０ｍｉｎ，５％ Ｂ。进样量：１０μＬ，
柱温设定为４０℃，流速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１。
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

质谱条件　采用电喷雾离子源正离子扫描模式
进行质谱检测，电喷雾电离温度设定在６００℃，离子
喷雾电压为５５００Ｖ。气帘气、离子源气体１和离子
源气体２分别设定在 ３０、５５和 ６０ｐｓｉ。碰撞气体为
８ｐｓｉ。质谱采集采用多反应监测（ＭＲＭ）模式，ＭＴＸ
定量离子对：ｍ／ｚ４５５３→３０８２，７－ＯＨ－ＭＴＸ定量
离子对：ｍ／ｚ４７１１→３２４３，内标物 ＭＴＸ－Ｄ３定量离
子对：ｍ／ｚ４５８４→３１１３，毛细管电压均为 １１０Ｖ，
ＭＴＸ、７－ＯＨ－ＭＴＸ和 ＭＴＸ－Ｄ３的碰撞能量分别为
２７Ｖ、１５Ｖ和２７Ｖ。

溶液制备　用甲醇溶液分别溶解并制备 ＭＴＸ
（０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和ＭＴＸ－Ｄ３（１ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）储备溶

液，用１０ｍＭＮａＯＨ的蒸馏水溶解并制备１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的７－ＯＨ－ＭＴＸ的储备溶液，均于 －４０℃下储存。
通过混合适当体积的上述单个储备溶液并用甲醇稀

释制备含有５０μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＭＴＸ和５００μｍｏｌ·Ｌ－１

７－ＯＨ－ＭＴＸ的混合工作溶液，并储存在４℃。将上
述混合工作液用蒸馏水逐级稀释，制备系列混合工作

液：ＭＴＸ 浓度 为 ２０，１０，５，２，１，０５，０２，０１，
００５μｍｏｌ·Ｌ－１；７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度为２００，１００，５０，
２０，１０，５，２，１，０５μｍｏｌ·Ｌ－１。用蒸馏水稀释ＭＴＸ－Ｄ３
储备液，制备２μｇ·ｍＬ－１ＭＴＸ－Ｄ３的内标工作液。

在９０μＬ空白人血浆中加入１０μＬ上述系列混
合工作溶液，制备系列浓度为 ２，１，０５，０２，０１，
００５，００２，００１和０００５μｍｏｌ·Ｌ－１的ＭＴＸ和２０，１０，
５，２，１，０５，０２，０１和００５μｍｏｌ·Ｌ－１的７－ＯＨ－ＭＴＸ
的线性血浆样本溶液。采用相同方法分别配制 ＭＴＸ
低（００１μｍｏｌ·Ｌ－１）、中（０１６μｍｏｌ·Ｌ－１）、高
（１６μｍｏｌ·Ｌ－１）及７－ＯＨ－ＭＴＸ低（０１μｍｏｌ·Ｌ－１）、
中（１６μｍｏｌ·Ｌ－１）、高（１６μｍｏｌ·Ｌ－１）三个浓度的
质控样本。

样品处理　血浆样本 １００μＬ置于 １５ｍＬ离
心管中，精密加入 １０μＬ的 ＭＴＸ－Ｄ３内标工作液
（２μｇ·ｍＬ－１），充分涡旋混匀，加入乙腈 ３００μＬ
进行蛋白质沉淀，涡旋 ２ｍｉｎ后，在 １０×１０４ｇ的
离心力下离心 ５ｍｉｎ。取上清液 ４０μＬ转移到
１５ｍＬ离心管中，加入蒸馏水 １６０μＬ，涡旋混匀
后进样分析。

５　方法学验证
选择性　对比临床样本与空白血浆样本中ＭＴＸ、

７－ＯＨ－ＭＴＸ和内标物 ＭＴＸ－Ｄ３的色谱峰的分离
效果。

线性关系，检测限，定量限　取“溶液制备”项下配
制的线性血浆样本溶液（ＭＴＸ：０００５～２μｍｏｌ·Ｌ－１；

７－ＯＨ－ＭＴＸ：００５～２０μｍｏｌ·Ｌ－１），经过“样品
预处理”操作后进行 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析，以样品
峰面积与内标峰面积比（Ｙ）对血浆样品浓度（Ｘ）
进行线性回归。以信噪比（Ｓ／Ｎ）３和 １０，分别计算
ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度分析的检测限（ＬＯＤ）和
定量限（ＬＯＱ）。

准确度与精密度　采用“溶液制备”方法制备的
低、中、高浓度 ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ质控血浆样本，
经过“样本预处理”步骤处理后，进行 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
分析。连续进样５次，以峰面积比值代入标准曲线计
算实际浓度，通过与理论浓度的比值计算相对回

收率。

基于同一分析批次中实际浓度的数据，计算相对

标准偏差（ＲＳＤ），评估批内精密度；在三个独立分析
批次中，计算ＲＳＤ来评估批间精密度。

回收率和基质效应　按照“溶液制备”方法分别
配置低、中、高三个浓度梯度的 ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ
质控血浆样本，每个浓度平行制备６份，经“样本预处
理”操作后，通过色谱分析获得峰面积为 Ａ，用蒸馏水
溶解标准品配制等浓度溶液直接进样，测得峰面积为

Ｂ，另取空白基质配制以上相同浓度的溶液响应峰面
积为 Ｃ。按回收率 ＝Ａ／Ｃ×１００％，计算提取回收率。
用ＩＳ归一化的基质因子比值评价基质效应，基质效
应＝（Ｃ样／Ｂ样）／（Ｃ内标／Ｂ内标）×１００％。

稳定性　基于“溶液制备”项下方法制备３个低、
中、高浓度的质控样本，分别考察在室温（２６℃）下放
置２４ｈ、进样器（１５℃）放置 １２ｈ、反复冻融 ３次以
及－４０℃保存３０ｄ后的 ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ的稳
定性，每个浓度平行测定５份。

稀释完整性　当血浆中分析物的浓度超过定量
上限时应考察稀释效应。在本研究中配制高于最高

定量限４、１６、３２倍的血浆样本，分别用空白血浆稀释
５倍、２０倍和４０倍（ｎ＝５），经过“样本预处理”后，进
行ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析以评估稀释稳定性，准确度和
精密度都应在±１５％以内。
６　统计学处理

按本实验所建方法分析ＭＴＸ及７－ＯＨ－ＭＴＸ的
浓度，并计算浓度比７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ，同时结合临
床记录患者的肝功能指标丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）
和天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）及肾功能指标肌酐
（ＣＲ）和肌酐清除率（ＣＣＲ），采用ＳＰＳＳ２７分析 ＭＴＸ、
７－ＯＨ－ＭＴＸ以及浓度比７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ与肝肾
功能指标的相关性（若数据服从正态分布，选用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关性，若数据为非正态分布，则选用
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Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性）。本实验数据为非正态分布，故选
择Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性。

结　　果

１　方法学验证结果
选择性　ＭＴＸ、７－ＯＨ－ＭＴＸ和内标物ＭＴＸ－Ｄ３

的色谱峰形良好，其保留时间分别为 ４５３ｍｉｎ、
４８３ｍｉｎ和４５２ｍｉｎ，而空白血浆中未发现有内源性
物质干扰待测物和内标的测定，表明该方法选择性良

好。见图１
线性关系，检测限，定量限　经“１／Ｘ２”权重得

ＭＴＸ和 ７－ＯＨ－ＭＴＸ的回归方程；分别为：Ｙ１＝
５９７Ｘ＋０００７９９（ｒ＝０９９８８），Ｙ２＝０１７８Ｘ＋００００
０８９５（ｒ＝０９９７４）。结果表明，ＭＴＸ在 ０００５～
２μｍｏｌ·Ｌ－１浓 度 范 围 内 线 性 关 系 均 良 好，
７－ＯＨ－ＭＴＸ在００５～２０μｍｏｌ·Ｌ－１线性关系良好。
ＭＴＸ和 ７－ＯＨ－ＭＴＸ的检测限分别为 ０００２５和
００２５μｍｏｌ·Ｌ－１；ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ的定量限分
别为０００５和００５μｍｏｌ·Ｌ－１。

　　准确度与精密度　ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度分
析准确度和精密度均良好，批内和批间精密度ＲＳＤ均
＜１０％，结果见表１。
回收率和基质效应　采用ＩＳ归一化的基质因子

比值评价基质效应。ＩＳ归一化基质因子的变异系数
（ＣＶ）＜７％。回收率和基质效应稳定，结果见表２。

稳定性　低、中、高浓度的血浆质控样本中，ＭＴＸ
和７－ＯＨ－ＭＴＸ在室温下放置 ２４ｈ、进样器放置
１２ｈ、反复冻融３次以及－４０℃保存３０ｄ的稳定性良
好，ＲＳＤ＜１５％。

稀释完整性　稀释样品的准确度和精密度均
在±１０％，表明稀释５倍、２０倍和４０倍不会影响分析结果。
２　方法学应用结果

本实验所建方法成功用于我院３６９例采用ＨＤＭＴＸ
化疗的患者血浆中 ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ的浓度测
定。测定结果显示，ＭＴＸ的浓度范围为 ０００５０５～
３１２μｍｏｌ·Ｌ－１，７－ＯＨ－ＭＴＸ的浓度范围为
００５～９１８μｍｏｌ·Ｌ－１。其中，６例样本中 ＭＴＸ浓度
低于ＬＯＱ，４６例样本中７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度低于ＬＯＱ。

低于ＬＯＱ的数值用 槡ＬＯＤ／２表示。

图１　空白血浆样本（Ａ）和临床血浆样本（Ｂ）的代表性ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ色谱图；Ｂ１：ＭＴＸ，Ｂ２：ＭＴＸ－Ｄ３，Ｂ３：７－ＯＨ－ＭＴＸ。
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ（Ａ）ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ（Ｂ）；Ｂ１：ＭＴＸ，Ｂ２：
ＭＴＸ－Ｄ３，Ｂ３：７－ＯＨ－ＭＴＸ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

　　ＭＴＸ、７－ＯＨ－ＭＴＸ以及７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ浓
度与肝肾功能的 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性结果见表 ３，发现
４２ｈ的ＭＴＸ浓度只与 ＣＲ相关（Ｐ＜００５），７２ｈ及以
后的ＭＴＸ浓度与 ＣＲ、ＡＳＴ都有相关性，尤其是与肾
功能ＣＲ的正相关性显著（Ｐ＜００１）。４２ｈ、７２ｈ及
以后的７－ＯＨ－ＭＴＸ虽然都与ＡＳＴ相关（Ｐ＜００５），
但是与ＡＬＴ均无明显的相关性（Ｐ＞００５）。７２ｈ及以后
的７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度与 ＣＲ显著相关（Ｐ＜００１），而
４２ｈ、７２ｈ及以后的浓度比７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ与肝
功能ＡＳＴ、ＡＬＴ均呈显著负相关（Ｐ＜００１），与肾功能
ＣＲ、ＣＣＲ无明显相关性。

表２　ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ质控血浆样本的提取回收率和基
质效应结果 （ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆＭＴＸａｎｄ７－
ＯＨ－ＭＴＸｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝６）

Ｄｒｕｇ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

Ｍａｔｒｉｘ
Ｅｆｆｅｃｔｓ
（％）

ＣＶ
（％）

ＭＴＸ ００１ １０６１１ １００５３ ６８４
０１６ ９５４１ １０４４５ ５５９
１６ ８６９６ １０９１９ ４７２

７－ＯＨ－ＭＴＸ ０１ １０１８９ １０１２１ ５５５
１６ １００５４ １０４１７ ５２１
１６ ９２３６ １０１６３ ６５６

表１　ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ质控血浆样本的相对回收率和精密度结果 （ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＴＸａｎｄ７－ＯＨ－ＭＴＸｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝５）

Ｄｒｕｇ
Ａｄｄｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｆｏｕｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲｅｌａｔｉｖｅＲｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

Ｉｎｔｒａ－ＲＳＤ

（％）

Ｉｎｔｅｒ－ＲＳＤ

（％）

ＭＴＸ ０００５ ０００５３±０００ １０６２８±８９７ ８４４ ８２５

００１ ００１±０００ １０２６６±６０７ ５９２ ６６８

０１６ ０１６±０００ １００００±３５９ ２２５ ２５５

１６ １５５±００３ ９６８８±１７７ １８２ ３１５

７－ＯＨ－ＭＴＸ ００５ ００５±０００ ９６８０±３２７ ３３８ ７４５

０１ ０１１±０００ １０７００±３６０ ３３７ ８６２

１６ １５９±００６ ９９１３±３５０ ３５３ ４８１

１６ １６０４±０１８ １００２５±１１４ １１３ ４７７

表３　７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ与肝肾功能Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｓｐｅａｒｍａｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸａｎｄｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｄｒｕｇ Ｔｉｍｅ／ｈ Ｄａｔａ ＡＬＴ ＡＳＴ ＣＲ ＣＣＲ

ＭＴＸ ４２ ｒ ００７１ ００４７ ０１４３ －００９３

Ｐ ０３２３ ０５１９ ００４８ ０１９７

≥７２ ｒ ０１１２ ０１６８ ０２２４ －０１０７

Ｐ ０１３９ ００２６ ０００３ ０１５７

７－ＯＨ－ＭＴＸ ４２ ｒ －０１２２ －０２９５ ００１８ －００３７

Ｐ ００９０ ３１×１０－５ ０８０３ ０６０６

≥７２ ｒ －０１０２ －０１６１ ０３０６ －０１２７

Ｐ ０１７７ ００３３ ３６×１０－５ ００９３

７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ ４２ ｒ －０２６９ －０４２５ －００６５ －００６５

Ｐ １６×１０－４ ７４×１０－１０ ０３７１ ０３６８

≥７２ ｒ －０３４５ －０４７２ ００４０ ０００７

Ｐ ３０×１０－６ ３８×１０－１１ ０５９６ ０９２４

Ｎｏｔｅ：ａｔｔｈｅ０．０５ｌｅｖｅｌ（ｄｏｕｂｌｅｔａｉｌｅｄ），ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；ａｔｔｈｅ００１ｌｅｖｅｌ（ｄｏｕｂｌｅｔａｉｌｅｄ），ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；ｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，Ｐｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

讨　　论

目前，临床上测量 ＭＴＸ血药浓度最常用的有荧

光偏振免疫分析（ＦＰＩＡ）法、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法
等，其中，针对ＦＰＩＡ法而言，在实际操作时，往往需选
用专用型试剂盒，检测结果易受血液中内源性物质干

扰，而且成本高［９］。ＨＰＬＣ法虽然准确度高，特异性
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好，但存在灵敏度低、分析时间较长、临床样本易受杂

质峰干扰等缺点［１０］，难以满足临床时效性和大样本的

快速检测。相比而言，本实验采用的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，
具有操作简便，选择性高，灵敏度高，检测速度快等优

势，且可同时测定代谢物７－ＯＨ－ＭＴＸ。除此之外，
本实验利用氘代甲氨蝶呤（ＭＴＸ－Ｄ３）作为内标，可降
低基质效应，降低分析误差，提高了分析方法的准确

性和可靠性。

在 ＨＤＭＴＸ化疗后，根据 ＭＴＸ的血药浓度，适
时、适量地给予 ＣＦ解救，既能确保 ＨＤＭＴＸ的治疗
效果，又能有效预防严重不良反应的发生。文献［７］

发现在给药后１４ｈ、３８ｈ和６２ｈ，肾功能损害组的
ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ血浆浓度显著高于肾功能正
常组（Ｐ＜０００３），肝功能受损患者的７－ＯＨ－ＭＴＸ
血浆水平明显高于肝功能正常者（Ｐ≤０００１）。有文
献［１１］报道２４ｈ的 ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ血浆浓度
与总不良反应发生率（Ｐ＜００５）和肾功能损伤发
生率（Ｐ＜００５）均具有相关性，但是这些研究都没
有探讨其浓度比 ７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ与肝肾毒性
的关系。

治疗药物监测中建议同时测定７－ＯＨ－ＭＴＸ浓
度，７－ＯＨ－ＭＴＸ虽可以反映代谢产物水平，但容易
受个体清除差异影响。因此我们假设浓度比

７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ可排除个体药代动力学差异，更敏
感地提示代谢异常，更有效地预测毒性反应。本研究

结果证实，使用 ＨＤＭＴＸ治疗后肝功能指标 ＡＬＴ和
ＡＳＴ均与 ７－ＯＨ －ＭＴＸ／ＭＴＸ 呈 明 显 负 相 关
（Ｐ＜００１），７－ＯＨ－ＭＴＸ／ＭＴＸ可以成为肝毒性不
良反应的发生的预测因子。

有研究［１２］表明，７－ＯＨ－ＭＴＸ可能是肾毒性的
主要原因，本研究中，４２ｈ、７２ｈ及以后的ＭＴＸ浓度与
ＣＲ相关（Ｐ＜００５），７２ｈ及以后的７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度
与ＣＲ显著正相关（Ｐ＜００１），ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ浓
度均与 ＣＣＲ无明显相关性。浓度比 ７－ＯＨ－ＭＴＸ／
ＭＴＸ与ＣＲ、ＣＣＲ没有相关性，可能原因是本研究中
收集的３６９例血浆样本中儿童样本居多，且肾功能正
常的患者偏多，正如文献报道［８］临床采用水化和碱化

等措施来增加 ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ在尿中的溶解
度，促进ＭＴＸ和７－ＯＨ－ＭＴＸ的排泄，所以ＨＤＭＴＸ

化疗导致的肾功能损伤在临床少见。因此有关 ＭＴＸ
浓度、７－ＯＨ－ＭＴＸ浓度和浓度比 ７－ＯＨ－ＭＴＸ／
ＭＴＸ与肾毒性的相关性研究还有待后续扩大样本量
后进行深入研究。
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