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摘要：目的　建立一种中空纤维离心超滤（ＨＦＣＦ－ＵＦ）结合超高效液相色谱法
（ＵＰＬＣ）分析人血浆中甲氨蝶呤（ＭＴＸ）的游离浓度，并用于临床治疗药物监测。
方法　血清样本５００μＬ经ＨＦＣＦ－ＵＦ处理，色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＢＥＨＣ１８柱

（５０ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），流动相为甲醇∶００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲盐（ｐＨ＝
６２）＝１７∶８３，流速为０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，检测波长为３０２ｎｍ。对该
方法的专属性、线性关系、定量下限（ＬＬＯＱ）、精密度、回收率和稳定性进行考
察，并用于临床血浆样品的测定。结果　人血浆中游离ＭＴＸ在００５～１０００μｍｏｌ·Ｌ－１

内线性关系良好，ｙ＝０２９７ｘ＋０００１（ｒ２＝０９９９），ＭＴＸ游离血药浓度分析的
ＬＬＯＱ为００５μｍｏｌ·Ｌ－１，方法回收率为９５７７％ ～１００５２％，ＭＴＸ绝对回收率
为８４０９％～９２９３％，批内、批间相对标准偏差（ＲＳＤ）均不大于７０％。该方法
成功用于５２例用ＭＴＸ冲击化疗患者体内ＭＴＸ的游离浓度测定，该５２例患者的
ＭＴＸ平均游离血药浓度为０６８μｍｏｌ·Ｌ－１，最大值为９３２μｍｏｌ·Ｌ－１，最小值
为００５６μｍｏｌ·Ｌ－１。结论　本研究所建方法简便、准确、灵敏，适用于临床
ＭＴＸ治疗药物监测。
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ｒａｔｅａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ，ａｎｄｉｔｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏ
ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｇｏｏｄｌｉｎｅａｒ
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ＭＴＸｉｎｔｈｅｓｅ５２ｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓ０６８μｍｏｌ·Ｌ－１，ｗｉｔｈｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅｏｆ９３２μｍｏｌ·Ｌ－１ａｎｄｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｖａｌｕｅ
ｏｆ００５６μｍｏｌ·Ｌ－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｗｈｉｃｈｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｒｅｅＭＴＸｏｎｃｌｉｎｉｃａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ；ｆｒｅｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｈｏｌｌｏｗｆｉｂｅｒ；ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

　　甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）为二氢叶酸还原
酶抑制药，用于治疗白血病、淋巴瘤、绒毛膜上皮癌等

恶性肿瘤及其他相关疾病，其治疗指数低、药物不良

反应大［１］。临床常用大剂量 ＭＴＸ（ｈｉｇｈｄｏｓｅＭＴＸ，
ＨＤ－ＭＴＸ）冲击化疗，ＨＤ－ＭＴＸ比小剂量更有效，但
可引起严重毒性［２］。因此，推荐 ＭＴＸ进行常规血药
浓度监测［３－４］。只有非结合的游离形式的药物才能到

达靶部位产生疗效和药物不良反应［５］，监测ＭＴＸ游离浓
度比总浓度更加准确［６］。本研究用中空纤维离心超滤

（ｈｏｌｌｏｗｆｉｂｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ＨＦＣＦ－ＵＦ）技术
预处理样本，并结合超高效液相色谱法（ｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ）建立人血浆中
ＭＴＸ的游离浓度分析方法，为临床 ＭＴＸ治疗药物监
测提供一种准确，简便的监测手段。

材料与方法

１　材料
药品　ＭＴＸ标准品，规格：每瓶 ４００ｍｇ，含量：

９９８％，批号：１００１３８－２０１６０６，中国食品药品检定研究院
生产；替硝唑标准品，规格：每瓶１００ｍｇ，含量：９９６％，批
号：１２０６０３４３，石家庄第四制药有限公司生产。

仪器　ＵＰＬＣＨ－ＣＬＡＳＳ超高效液相色谱仪，美
国Ｗａｔｅｒｓ公司产品；１０ＫＤＨＦＣＦ－ＵＦ装置（中空纤
维壁厚１５０μｍ，内径１０００μｍ；超滤玻璃管高７ｃｍ，内
径３５ｍｍ），河北和平医疗设备厂产品。
２　测定方法

本研究方法学建立和生物样本检测由河北医科

大学第二医院药学部完成。

色谱条件　ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＢＥＨＣ１８柱 （５０ｍｍ×
２１ｍｍ，１７μｍ），流动相为甲醇∶００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸
氢二钾（磷酸调 ｐＨ至 ６２）＝１７∶８３，检测波长为
３０２ｎｍ，柱温为 ３０℃，进样量为 ２μＬ，流速为
０２ｍＬ· ｍｉｎ－１。

溶液制备　称取 ＭＴＸ对照品１１３ｍｇ于５０ｍＬ
的容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，得到浓度为

５００μｍｏｌ·Ｌ－１的储备液，用水稀释储备液，制备一系
列标准溶液，浓度为 ２００、１００、５０、２０、１０、５、２和
１μｍｏｌ·Ｌ－１。称取替硝唑对照品２５ｍｇ，加入１００ｍＬ的
容量瓶中，用水溶解并稀释至刻度，摇匀得２５０μｇ·ｍＬ－１

的内标储备溶液。用水稀释成２５μｇ·ｍＬ－１的内标工作
溶液。取 ＭＴＸ系列标准溶液２５μＬ和２５μｇ·ｍＬ－１

内标工作液２５μＬ，加入空白血浆超滤液４５０μＬ，涡
旋混匀。制备浓度为 １０００、５００、２００、１００、０５０、
０２０和０１０和００５μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＴＸ线性标准血浆
超滤液样本，同样方法制备浓度为 ８００、１００和
００５μｍｏｌ·Ｌ－１的ＭＴＸ血浆超滤液质控样本。

血浆样品处理　取血浆样本 ４７５μＬ，加入内标
（２５μｇ·ｍＬ－１替硝唑）２５μＬ，涡旋混匀，置于
ＨＦＣＦ－ＵＦ装置中，将中空纤维（１５ｃｍ）折成 Ｕ型插
入细玻璃管中，在２４×１０３×ｇ下离心５ｍｉｎ后，用注
射器将中空纤维腔内的超滤液通过中空纤维的另一

端推出，所得超滤液直接进行ＵＰＬＣ分析。
３　方法学验证

专属性　空白血浆超滤液、空白血浆超滤液加标
样本、临床患者血浆样本按照“血浆样品处理”后进行

ＵＰＬＣ，分析所得的色谱图。
标准曲线与定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）　取“溶液制备”项下配制的浓度为
１０００、５００、２００、１００、０５０、０２０和 ０１０和 ００５
μｍｏｌ·Ｌ－１的ＭＴＸ线性标准血浆超滤液样本，按“血
浆样品处理”方法处理后进行 ＵＰＬＣ分析，以相应的
ＭＴＸ和内标峰面积比（Ａ１／Ａ２）对浓度（Ｃ）进行线性回
归分析，计算 ＭＴＸ游离浓度分析的标准曲线。以信
噪比为３和１０分别计算ＭＴＸ游离浓度分析的检测限
（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）和ＬＬＯＱ。

精密度与回收率　取“溶液制备”项下制备的低、
中、高３个浓度（００５、１００和 ８００μｍｏｌ·Ｌ－１）的
ＭＴＸ质控血浆超滤液样本，分别按“血浆样品处理”
操作后进行ＵＰＬＣ分析，每个浓度重复５份，计算峰面
积比，按标准曲线计算真实浓度，以所得真实浓度与

理论浓度的比值计算方法的相对回收率。在同一个
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分析批内，以所得峰面积比计算３个浓度的批内精密
度，在不同的３个分析批内，计算批间精密度。按“溶
液制备”项下方法制备３个浓度的 ＭＴＸ质控血浆超
滤液样本，每个浓度制备５份，按照“血浆样品处理”
操作后，进行ＵＰＬＣ分析，所得的峰面积与相应浓度超
滤液样本直接进样所得峰面积比值计算提取回收率。

稳定性　按“溶液制备”项下方法制备３个浓度
的血浆超滤液质控样本，在室温下放置１２ｈ，用于评
价室温稳定性。在－４０℃下连续３个冻融循环，用于
评价冻融循环稳定性。在－４０℃下放置２１ｄ，用于考
察冰冻稳定性。样本处理后再室温放置８ｈ，用于考
察室温放置稳定性。以当日随行标准曲线计算质控

样本中ＭＴＸ的游离浓度，并计算 ＭＴＸ血浆超滤液质
控样本经上述条件处理后所得真实浓度的相对标准

偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）。
非特异性吸附　３种不同膜材的中空纤维（聚

砜、聚偏氟乙烯和聚丙烯腈）用于考察非特异性吸附。

按“溶液制备”项下方法制备低、中、高 ３个浓度
（００５、１００和８００μｍｏｌ·Ｌ－１）的血浆超滤液样本
经ＨＦＣＦ－ＵＦ后，所得中空纤维腔内、腔外溶液进行
ＵＰＬＣ分析，与不经 ＨＦＣＦ－ＵＦ处理直接进行 ＵＰＬＣ
分析所得的峰面积比计算回收率。

４　方法学应用
本研究经河北医科大学第二医院伦理委员会批

准（伦理批号：２０２４－Ｒ０９５），选取２０１９年９月至２０２１
年２月于我院儿科和血液内科用大剂量 ＭＴＸ化疗的
３２例患者（男１５，女１７）的５２个样本，年龄１～６５岁，
于化疗后４８ｈ或７２ｈ、９６ｈ抽取静脉血２ｍＬ于含有
ＥＤＴＡ抗凝剂的采血管中，在 ４０×１０３×ｇ下离心
５ｍｉｎ，得到的血浆样本按先前建立的总浓度方法测定
ＭＴＸ总浓度［７］，剩余血样按照本实验所建方法进行游

离浓度分析。

结　　果

１　方法学评价
专属性　在本试验条件下，游离ＭＴＸ和内标与杂质

峰分离良好，且峰形良好，内源性物质不干扰测定，ＭＴＸ
和内标的保留时间分别为４１和３６ｍｉｎ，见图１。

标准曲线与定量下限　血浆中游离 ＭＴＸ在
００５～１０００μｍｏｌ·Ｌ－１浓度内线性关系均良好，ｙ＝
０２９７ｘ＋０００１（ｒ２＝０９９９，权重因子１／Ｃ２）。ＭＴＸ
血药浓度分析的 ＬＯＤ和 ＬＬＯＱ分别为１２５×１０－２和
００５μｍｏｌ·Ｌ－１。

精密度与回收率　ＭＴＸ游离浓度分析准确度和
精密度均良好，批内和批间精密度 ＲＳＤ均小于
７０％，结果见表１。其内标（１２５μｇ·ｍＬ－１替硝唑）
提取回收率为 ９７３％。

图 １　甲氨蝶呤（ＭＴＸ）的超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｕｌｔｒａ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＵＰＬＣ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ（ＭＴＸ）
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｕｌｔｒａｆｉｔｒａｔｅ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｕｌｔｒａｆｉｔｒａｔｅｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ２μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＴＸａｎｄ１２５μｇ·ｍＬ－１ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ；Ｃ：Ｃｌｉｎｉｃａｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ；
１：Ｐｅａｋｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ；２：ＰｅａｋｆｏｒＭＴＸ

表１　用ＵＰＬＣ检测ＭＴＸ游离血药浓度分析的回收率和精密度
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＭＴＸｆｒｅｅｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＵＰＬＣ

Ｃ（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ｎ＝５） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ｎ＝１５）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

００５ ００５±０００ ３９２ －４０１ ００５±０００ ６５０ －１２６ ９５９９ ９２９３
１００ ０９６±００１ １１６ －４２３ ０９５±００２ １６５ －４８２ ９５７７ ８４０９
８００ ８０４±００４ ０４５ ０５２ ８１８±０１２ １５１ ２２０ １００５２ ９０８２

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ．
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

　　稳定性　低、中、高３个浓度的 ＭＴＸ质控样本在
室温放置１２ｈ、冻融循环３次和长期冰冻３０ｄ的稳定
性良好，ＲＳＤ均小于１０％。

非特异性吸附　低、中、高３个浓度的 ＭＴＸ和内
标用聚丙烯腈材质的ＨＦＣＦ－ＵＦ处理后，回收率接近
１００％，可用于后续实验。而聚砜、聚偏氟乙烯材质的
ＨＦＣＦ－ＵＦ，存在明显的非特异性吸附，其腔内溶液回
收率分别约为２５％和５０％。
２　血浆样本测定结果

本实验所建方法成功用于我院５２例血浆样本中
游离ＭＴＸ浓度测定，ＭＴＸ监测结果的平均游离浓度
为０６８μｍｏｌ·Ｌ－１，最大值９３２μｍｏｌ·Ｌ－１，最小值
为００５６μｍｏｌ·Ｌ－１。５２例患者血浆中 ＭＴＸ的血浆
蛋白结合率均值为 ５２１８％，变化范围为 １２２７～
８３４２％。

讨　　论

目前，文献报道常用的游离血药浓度测定前处理

方法有平衡透析法、离心超滤法［８－９］。平衡透析法需

要较长的透析时间，且样本被稀释，不适宜临床常规

治疗药物监测［１０］，离心超滤法操作简便省时，但是容

易受到分子筛和非特异性吸附的影响，且离心后得到

较大和不固定的滤液体积，影响分析方法的准确度和

精密度［１１］。因此均未见用于ＭＴＸ游离血药浓度监测
的报道。本实验用 ＨＦＣＦ－ＵＦ方法分析人血浆中
ＭＴＸ的游离浓度，样本无需稀释，前处理过程只需一
步５ｍｉｎ的普通离心，得到固定且体积恒定的超滤液，
可直接用于ＵＰＬＣ分析，结果准确、精密，成功用于我
院ＭＴＸ常规治疗药物监测。

本研究测定的５２例患者血浆中 ＭＴＸ的血浆蛋
白结合率均值为５２１８％，与文献报道的一致［１２］，但

存在较大的个体差异（１２２７％ ～８３４２％）。其中 １
例患儿经历 ３次 ＨＤ－ＭＴＸ化疗，均以初剂量每次
１５ｍｇ·ｍ－２的亚叶酸钙解救，每６ｈ解救１次，其４８ｈ
的ＭＴＸ总浓度分别为０３７、０７４和０４５μｍｏｌ·Ｌ－１，仅
仅根据总浓度结果是仍需继续解救，然而本研究发现

该患儿３次游离浓度均较低，分别只有０１１、０１２和
００９μｍｏｌ·Ｌ－１，因此药师建议医师可以考虑停止亚
叶酸钙解救，且未发生药物不良反应。另有 ２例患
儿，其４８ｈＭＴＸ总浓度分别为０８２和０９３μｍｏｌ·Ｌ－１，
只参考ＭＴＸ总浓度测定结果可以按照常规亚叶酸钙
剂量解救，然而发现其游离浓度均较高，分别为０５８
和０６４μｍｏｌ·Ｌ－１，因此药师建议医师适当增加解救

剂量或次数，以免发生药物不良反应。ＭＴＸ游离血药
浓度测定结果可以为临床治疗药物监测提供更加准

确的用药依据，而本实验建立的方法为临床 ＭＴＸ游
离药物测定提供了简便、准确的分析手段。
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ｄｒｕｇｓ＇ｐｌａｓｍａｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｄａｔａａｎｄｇｕｉｄａｎｃｅｆｏｒｓｔｕｄｙｄｅｓｉｇｎｓ

［Ｊ］ＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖＴｏｄａｙ，２０１２，１７（９—１０）：４７５—４８５

［６］　陈冰，蔡卫民游离药物浓度监测及其应用研究进展［Ｊ］中

国临床药理学杂志，２００８，２４（３）：２５５—２５９

［７］　董维冲，赵晓晓，张学琴，等超高效液相色谱法测定人血浆中

甲氨蝶呤的浓度［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２０，３６（２１）：

３５１９—３５２１

［８］　刘睿，谢跃生，潘桂湘，等药物血浆蛋白结合率测定方法的研

究进展［Ｊ］天津中医药，２００７，２４（６）：５２６—５２８

［９］　ＳＡＡＲＩＴＩ，ＦＥＣＨＮＥＲＪ，ＩＨＭＳＥＮＨ，ｅｔａｌＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｔｏｔａｌａｎｄｕｎｂｏｕｎｄｓｕｆｅｎｔａｎｉｌｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙ［Ｊ／ＯＬ］．

ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０１２，６６：３０６—３１３２０１２－０４－０３

［２０２４－０６－２４］  ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／

２２５２２０３８／

［１０］　ＲＡＫＨＩＬＡＨ，ＲＯＺＥＫＴ，ＨＯＰＫＩＮＳＡ，ｅｔａｌＱｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌ

ａｎｄｆｒｅｅｔｅｒｉｆｌｕｎｏｍｉｄｅ（Ａ７７１７２６）ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙＬＣ－ＭＳ／

ＭＳ［Ｊ］ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０１１，５５（２）：３２５—３３１

［１１］　ＬＩＷ，ＬＩＮＨ，ＳＭＩＴＨＨＴ，ｅｔａｌＤｅｖｅｌｏｐｉｎｇａｒｏｂｕｓｔｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ－

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｕｎｂｏｕｎｄｖａｄｉｍｅｚａｎ

（ＡＳＡ４０４）ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ［Ｊ］ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＢ，２０１１，８７９

（２１）：１９２７—１９３３

［１２］　ＪＯＵＹＢＡＮ Ａ， ＳＨＡＧＨＡＧＨＩＭ， ＭＡＮＺＯＯＲＩＪＬ， ｅｔａｌ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｌｕｉｄｓａｎｄａｐａｒｅｎｔｅｒａｌ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇｔｅｒｂｉｕｍ－ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］ＩｒａｎＪＰｈａｒｍＲｅｓ，

２０１１，１０（４）：６９５—７０４

（收稿日期２０２４－０７－３１）


