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·检验技术与方法·

高效液相色谱法测量患儿血清甲氨蝶呤浓度

张诗海，孙　丽

（安徽省儿童医院医学检验中心，安徽合肥２３００５１）

　　摘　要：目的　建立测定患儿血清中甲氨蝶呤浓度的方法，用于临床患儿血药浓度监测。方法　色谱柱采用岛津原装柱

（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为０．０２５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠溶液（ｐＨ为５．４１）甲醇（７６∶２４，Ｖ／Ｖ），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波

长３１３ｎｍ，柱温３５℃，样品经１０％高氯酸沉淀蛋白后，取上清液１３０μＬ加１０μＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ后直接进样。结果　血浆中甲

氨蝶呤的浓度在０．００～４．８４μｍｏｌ／Ｌ和４．８４～１０．００μｍｏｌ／Ｌ范围内与峰面积线性关系良好，狉１＝１，狉２＝１，平均回收率分别为

６１．６７％和７１．８３％，日内及日间精密度的犚犛犇小于１０％和１２％（狀＝３）。结论　所用方法简便快速、准确可靠、灵敏度高、重现性

好、线性范围宽和成本低，适于甲氨蝶呤的血药浓度监测。
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　　甲氨蝶呤（ＭＴＸ）是临床常用于小儿急性淋巴细胞白血病

和淋巴瘤的化疗药物，由于受到患者肝脏代谢功能和体内药物

浓度蓄积分布等个体差异的影响，临床常出现药物中毒现象，

监测甲氨蝶呤的血药浓度很是必要。常用于测定甲氨蝶呤的

方法主要有微生物法、荧光偏振免疫法和高效液相色谱法。高

效液相色谱法以其测量价格便宜、准确而被临床采用。笔者用

高效液相色谱法检测血清甲氨蝶呤的方法报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　血清和空白血清分别来自于安徽省儿童医院

血液科患者和输血科。

１．２　仪器与试剂　ＬＣ２０ＡＤ型高效液相色谱仪，ＳＰＤ２０ＡＤ

检测仪器，ＣＴＯ２０ＡＣ柱温箱，岛津原装Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６

ｍｍ，５μｍ），ｐｈｓ３ｂ型精密酸度计，ＨＣ２５１８高速离心机和ＳＣ

２５４６低速离心机，安徽中科中佳科学仪器有限公司生产，

ＦＡ１００４电子分析天平，ＭＴＸ标准品购买于Ｓｉｇｍａ生物制品

公司（Ｌｏｔ：０９０Ｍ１７１９３Ｖ），甲醇为色谱纯、磷酸二氢钠、磷酸氢

二钠、高氯酸等均为国产分析纯试剂。

１．３　方法

１．３．１　色谱条件　岛津原装Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：０．０２５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠溶液（ｐＨ为５．４１）甲醇（７６∶

２４，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；检测波长为３１３ｎｍ。

１．３．２　样品的处理　 取２００μＬ血清样品于一干净ＥＰ管，滴

加１０％高氯酸溶液４０μＬ，涡旋混合３０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液１３０μＬ置另一干净离心管中，加入１ｍｏｌ／Ｌ

氢氧化钠溶液１０μＬ，涡旋混合１５ｓ，取２０μＬ进样分析。

１．３．３　标准品和质控品的处理　取 ＭＴＸ对照品适量，分析

天平准确称定，用 １ ｍｏｌ／Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液配制成 ９６．８２

μｍｏｌ／Ｌ的甲氨蝶呤贮备液，用０．４５μｍ的滤膜过滤备用。取

１９０、１８０、１７０μＬ等系列空白血清样品于一干净ＥＰ管，加入

９６．８２μｍｏｌ／Ｌ的甲氨蝶呤贮备液１０、２０、３０μＬ等系列标准品

和加入９．６８２μｍｏｌ／Ｌ的甲氨蝶呤贮备液１０、２０、３０μＬ等系列

标准品。滴加１０％高氯酸溶液４０μＬ，涡旋混合３０ｓ，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液１３０μＬ置另一干净离心管中，加

入１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液１０μＬ，涡旋混合１５ｓ，取２０μＬ进样

分析，每份标本各进样３次。质控品配置与标准品步骤相同。

１．３．４　回收率试验　取１９０、１８０、１７０μＬ等系列空白纯水样

品于一干净ＥＰ管，加入９６．８２μｍｏｌ／Ｌ的甲氨蝶呤贮备液１０、

２０、３０μＬ等系列标准品和加入９．６８２μｍｏｌ／Ｌ的甲氨蝶呤贮

备液１０、２０、３０μＬ等系列标准品，混匀。取１３０μＬ置另一干

净离心管中，加入１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液１０μＬ，涡旋混合１５

ｓ，取２０μＬ进样分析。回收率＝加入相同浓度质控品的空白

血清峰面积／加入相同浓度质控品的空白纯水峰面积×１００％。

２　结　　果

２．１　色谱与分离　在上述色谱分析的条件下，血清的ｐＨ值、
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内源性物质对甲氨蝶呤的分离没有干扰，甲氨蝶呤的保留时间

为９．３ｍｉｎ，空白血清、空白血清加标准品贮备液，以及服药患

者的血清色谱图见图１。

　　Ａ：空白血清；Ｂ：空白血清加标准品贮备液；Ｃ：服药患者的血清。

图１　　血清中甲氨蝶呤的液相色谱图形

２．２　标准曲线与线性关系　将标准贮备液与空白血清稀释配

成一系列不同浓度的标准工作液，按前述样品处理方法处理进

样，测得的色谱峰面积（犢）与其血浓度（犆）进行回归，得回归方

程，当浓度 犆 小于 ４．８４μｍｏｌ／Ｌ 时，犢＝３０２４１．９３５Ｃ－

２３２０．９３１（狉＝１），当浓度 Ｃ 大于 ４．８４μｍｏｌ／Ｌ 时，犢＝

１５７７９．０５４犡＋６７７９５．９（狉＝１），线性关系均较好，见图２。

图２　　色谱峰面积（犢）与其血浓度（犆）的线性关系直观图

２．３　精密度及回收率结果　见表１。

表１　　精密度及回收率结果（％）

加入浓度（μｍｏｌ／Ｌ） 日间犚犛犇 日内犚犛犇 回收率

０．４８４ １１．８ ６．７ ６１．６７

０．９６８ １０．６ ５．６ ６８．４８

９．６８２ １０．１ ９．７ ７１．８３

３　讨　　论

甲氨蝶呤用于治疗白血病，血液中甲氨蝶呤浓度小于１０

ｎｍｏｌ／Ｌ浓度就能够抑制细胞ＤＮＡ的合成
［１］，甲氨蝶呤药物

可以通过人体血脑等多个生理屏障，杀伤隐蔽的白血病细

胞［２］。另外，即使在给药浓度相同的情况，个体间由于肝脏和

肾脏功能的个体化差异以及药物间相互作用极易出现不同的

结果［３４］。因此，监测化疗患者的甲氨蝶呤浓度很有必要，正常

参考药物浓度监测在４４ｈ浓度低于０．１μｍｏｌ／Ｌ，６８ｈ浓度低

于０．０１μｍｏｌ／Ｌ和９６ｈ浓度低于０．０１μｍｏｌ／Ｌ等。甲氨蝶呤

在人体内主要代谢物至少存在３种代谢产物：７经基甲氨蝶呤

（７ＯＨ ＭＴＸ），２，４二氨基Ｎｒｏ甲基叶酸（ＤＡＭＰＡ）和 ＭＴＸ

的聚谷氨酸衍生物。这些代谢产物以及一些内源性物质影响

了免疫方法测定甲氨蝶呤，但对 ＨＰＬＣ法却不受干扰
［５］。

本文采用的是高效液相色谱的外标法测定甲氨蝶呤，试验

采用高氯酸沉淀血清中的蛋白，回收率在６０％以上，蛋白质与

甲氨蝶呤发生共沉淀导致回收率与固体萃取柱法相比较低［６］。

在实际操作中发现甲氨蝶呤不溶解于甲醇或乙腈，因此标准液

用氢氧化钠溶液溶解的，碱性可中和高氯酸的酸性，从而可以

延长色谱柱的寿命，高氯酸与三氯醋酸相比，杂峰较少，分离效

果好［７８］。用高氯酸沉淀蛋白的最大的缺点就是没有完全沉淀

的蛋白容易使色谱柱堵塞，可在冲洗的时候加上缓冲流动相以

延长色谱柱的寿命。在一次做多个标本时候，如果有一个标本

蛋白沉淀不太好的话，会出现基线漂移现象［９］，本研究使用进

口原装柱一般１０份标本以内很少发生漂移。日间变异系数在

１０％以上，日内变异系数在１０％以内，能够满足临床药物监测

需要。外标法测定的准确性取决于标准品或质控品的称量的

准确性，换句话说，就是取决于分析天平的灵敏度，还取决于加

样的精确度，从变异系数看对操作者要求高，内标法能够克服

这点。当测得的甲氨蝶呤浓度与４．８４μｍｏｌ／Ｌ比较大小后，分

别用不同的回归线性来计算。

监测血清中甲氨蝶呤浓度对于肝肾功能不好的患者尤其

具有临床意义，中毒患者可以根据测定浓度按文献［１０］中四氢

叶酸钙解救，从而避免或减轻溃疡等中毒表现的进一步发展，

对患者的化疗效果有积极意义。
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１９９６，４２（１）：３９４４．
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［７］ 霍晶，袁盛华，方芸，等．反相高效液相色谱法测定人血浆中甲氨

蝶呤的浓度［Ｊ］．药学与临床研究，２００７，１５（５）：３９０３９２．

［８］ＳｅｉｄｅｌＨ，ＡｎｄｅｒｓｅｎＡ．Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅｓｃｒａｍａｎｄｅｅｒｅ
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