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HPLC测定急性淋巴细胞白血病患儿

血清中甲氨蝶呤浓度
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  [ 摘要]  目的: 建立一快速、准确的 RP-HPLC方法测定人血清中甲氨蝶呤的浓度。方法: 以阿魏酸内标, 采用 Agilent

1100系列高效液相色谱仪,以大连依利特 Kromasil C18柱( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm)为分析柱;流动相乙腈-磷酸缓冲盐溶液( 15

∶85, pH 6. 8) ;流速 1. 0 mL·min- 1 ;检测波长 306 nm;柱温 30 ℃。血浆样品用乙腈沉淀蛋白后, 取上清液,在 60 ℃下经氮气挥

干, 残渣用流动相定容, 取 20 μL进样分析。结果: 色谱峰分离良好, 无干扰。线性方程为 Y = - 1. 65 ×10 - 2 X + 0. 355, r =

0. 999 5, 高、中、低 3个浓度的样品萃取回收率均大于 75%。结论:该方法是一种可靠、快速灵敏的检测方法,适用于甲氨蝶呤

的血药浓度监测。
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Determinate Concentration of Methotrexate in Acute
Lymphoblasticleukemia Children by HPLC
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[ Abstract]  Objective: To develop a HPLC method to determine the concentration of methotrexatate ( MTX)

in human plasma. Method: The ferulic acid was used as inter standard ( I. S. ) The analytical column was a

Kromasil C18 column connected with the Agilent 1100 HPLC system. The isocratic mobile phase was the acetonitrile

and buffer of phosphate acid ( pH 6. 8) with the rate of 15∶85. The detective UV wavelength was 306 nm and the

column temperature was 30 ℃. The plasma samples, added ferulic acid as internal standard, were deposited down

the protein with acetonitrile and the upper phase was evaporated by nitrogen at 60 ℃. The remains was dissolved

with mobile phase, 20 μL was injected into the sampler. Result: The chromatography was good and not interfered by

the components of the plasma. The linear equation was Y = - 1. 65 ×10
- 2

X + 0. 355, r = 0. 999 5. Conclusion:

This is a accurate, sensitive and conventient method for the dertermination of MTX in the therapeutic drug

monitoring.

[ Key words]  methotrexate; HPLC; acute lymphoblasticleukemia

  甲氨蝶呤 ( methotrexate, MTX) 是一种二氢叶

酸还原酶抑制剂,是通过抑制细胞内二氢叶酸酶达

到杀灭肿瘤细胞的作用。目前临床采用大剂量甲氨

蝶呤配合甲酰四氢叶钙 ( CF) 解救 ( HDMTX + CF)

治疗儿童急性淋巴细胞白血病 ( ALL) [ 1 ]
。在该方案

实施过程中, MTX 血药浓度对 CF剂量及用药次数

的选择起着指导作用。MTX 在体内部分经肝细胞

代谢转化为谷氨酸盐, 部分通过胃肠道细菌代谢;

MTX 主要经肾排泄,大部分为药物原型。另外有少
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量药物原型及代谢产物以结合型形式储存于肾脏和

肝脏组织中可长达数月,有研究表明
[ 2 ]
细胞内残留

的 MTX是发生细胞毒性作用的主要原因,且其毒性

作用持续时间长,严重者甚至导致死亡。由于 MTX

在体内代谢的个体差异明显,为了安全有效地实施

HDMTX给药,必须对 MTX 用药后的血药浓度实施

监测,以确保临床用药安全有效。本文建立了更优

化的 HPLC 测定血浆中 MTX 浓度的方法并用于

ALL 患儿的治疗药物监测。

1 仪器与试药

Agilent 1100 系列高效液相色谱仪,包括 Agilent

G1379A在线脱气机, G1311A 四元泵, G1316A 柱温

箱, G1379B检测器及手动进器, Agilent 1100 化学工

作站。

MTX对照品 ( 批号 100138-200603) 和阿魏酸对

照品(批号 110773-200611) 由中国药品生物制品检

定所提供,甲醇、乙腈为色谱纯,购于 Sigma公司,水

为本院自制二重蒸馏水。健康人空白血清由本院输

血科提供。磷酸、三乙胺为分析纯。

2 方法与结果

2.1 血样处理 取 300 μL 血清样品,加入内标溶

液 50 μL涡旋混合 30 s,再加入乙腈1 000 μL,涡旋

混合 60 s, 14 000 r·min - 1
离心 10 min, 取上清液

1 200 μL 置另一干净离心管中, 60 ℃氮气挥干,残

渣用流动相 60 μL溶解,取 20 μL进样分析。

2.2 色谱条件及色谱行为  Kromasil C1 8色谱柱

( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ;流动相乙腈-磷酸缓冲盐

溶液( pH 6. 8) ( 15∶85) ;流速 1. 0 mL·min
- 1

;检测波

长 306 nm;柱温 30 ℃,灵敏度 0. 05 AUFS。

2.3 标准曲线的制备 用空白血清和 MTX贮备液

分别配制浓度为0. 018 5, 0. 036 9, 0. 184 7, 0. 369 4,

0. 739 3, 1. 847, 3. 694 μmol·L - 1
的 MTX系列标准血

清样品。同法配制浓度为 0. 036 9, 0. 369, 1. 847

μmol·L
- 1
的质控血清样品,分装于一塑料离心管中

置 - 20 ℃冰箱保存备用。

2.4 对照品溶液的配制 精密称取 MTX 对照品适

量,用磷酸盐缓冲液 ( pH 6. 8) 溶解配制成贮备液

( 295. 7 μmol·L - 1 ) ,于 4 ℃冰箱中保存,使用时用磷

酸盐缓冲液稀释至所需浓度。精密称取阿魏酸对照

品适量,用甲醇溶解配制成浓度为 152. 2 μmol·L- 1

的内标溶液,于 4 ℃冰箱中保存,使用时用甲醇稀释

至所需浓度。

2.5 方法学考察

2.5.1 专属性  分别取空白血清、对照品溶液、标

准血清样品及患者用药后的血清样品,按 2. 1项方

法处理后进样分析,考察 MTX的色谱行为。结果,

空白血清图谱在 MTX出峰处背景干净,无明显杂峰

干扰; MTX峰峰形尖锐且分离良好; MTX 保留时间

为 4. 4 min左右, 内标物阿魏酸的保留时间为 12. 7

min左右,内源性物质、合并用药( 如 CF等) 及 MTX

的代谢产物对 MTX和内标的测定目标峰均无干扰。

见图 1。

图 1 MTX 血清溶液色谱

a.血清溶液 ; b. 阴性 ; 1. MTX; 2. 阿魏酸

2.5.2 标准曲线绘制 用空白血清和 MTX贮备液

分 别 配 制 0. 018 5, 0. 036 9, 0. 184 7, 0. 369 4,

0. 739 3, 1. 847, 3. 694 μmol·L - 1
的 MTX 系列标准

血清样品,按 2.1项方法处理后进样分析,测定 MTX

的浓度。以 MTX浓度( X) 为横坐标, MTX峰面积与

内标峰面积比 ( Y) 为纵坐标绘制标准曲线, 得回归

方程 Y = - 1. 65 ×10 - 2 X +0. 355, r = 0. 999 5。表明

本法的 MTX检测浓度在0. 018 5 ～3. 694 μmol·L- 1

线性 关 系 良 好, 血 清 最 低 检 测 浓 度 为 0. 005

μmol·L - 1
。

2.5.3 精密度及方法回收率  用空白血清和 MTX

贮备液分别配制0. 036 9, 0. 369 4, 1. 847 μmol·L- 1

的质控血清样品,分别作精密度和回收率试验,结果

见表 1。

2.5.4 萃取回收率 取上述质控血清样品,按 2.1

项方法操作,测得 MTX峰面积 M1 ,同时配制与各浓

度质控样品相同标示量的水溶液直接进样, 测得

MTX峰面积 M2 ,计算各浓度样品提取回收率( 萃取
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回收率 = M1 / M2 ×100% ) ,结果见表 1。
表 1 MTX 回收率及精密度 ( 珋x±s, n =5 ) %

标示浓度

/μmol·L - 1
萃取回收率 方法回收率

RSD

日内 日间

0. 036 9 75. 4 ±4. 5 98. 1 ±3. 7 4. 0 4. 9

0. 369 4 75. 9 ±3. 0 99. 5 ±2. 8 3. 2 3. 7

1. 847 81. 2 ±2. 9 100. 9 ±2. 6 2. 5 1. 9

2. 6 临床样品测定

采用以上方法对临床 40 例 ALL患儿进行监测,

其中有 17 例患儿在首次应用 MTX治疗后 48 h的

MTX血清浓度高于 0. 5 μmol·L
- 1

,病人出现了口腔

黏膜损伤、恶心等不良反应,加用甲酰四氢叶酸钙解

救后,症状有所缓解。其余 23 例患者中有 8 例浓度

接近 0. 5 μmol·L - 1 ( 0. 38 ～0. 49 μmol·L - 1 ) ,但并未

出现较明显的不良反应,其余 15 例患者 MTX 测得

浓度为 0. 03 μmol·L - 1 ,远低于 0. 1 μmol·L - 1 ,由此

说明 MTX在 ALL患儿中具有较大个体差异,对其进

行血药浓度监测非常有必要,见图 2。

图 2 ALL 患儿血样色谱

1. MTX; 2. 阿魏酸

3 讨论

测定方法的特异性是血药浓度监测方法选择的

重要指标之一,内源性物质、合并用药及药物代谢产

物是影响测定方法特异性的主要因素, 其中代谢产

物因与待测药物性质相近影响更明显。MTX 的主

要代谢产物为 7-羟基甲氨蝶呤,在不同测定方法中

对 MTX的测定结果有一定影响,研究表明
[ 3]
目前常

用的 快速 检 测 方法 如 酶 多联 免 疫 测 定技 术

( EMIT) , FPIA法等均存在抗体交叉反应,造成 MTX

测定结果偏高,而 HPLC强有力的分离效果,使之成

为 MTX血药浓度测定的理想方法。这也是本文选

用 HPLC的主要原因。

  血样处理方法的选择直接影响 HPLC的应用效

果, MTX血样处理方法常用的有液-液萃取法和直接

沉淀法
[ 4 ] ,其中以直接沉淀法更为简便、快捷。采用

直接沉淀法处理 MTX血样时,沉淀剂的选择至关重

要。有文献报道用不同浓度的高氯酸沉淀蛋白后直

接进样分析,此法虽然快速简单,但灵敏度稍低,而

且高浓度的高氯酸溶液对 HPLC仪器的管路系统也

有一定损伤。本法采用乙腈沉淀血清中蛋白, 再用

氮气挥干,流动相定容, 虽然较直接沉淀法繁琐,但

灵敏度比直接沉淀法要高许多而且对仪器的管路系

统没有损伤。阿魏酸在本实验条件下最大吸收峰与

MTX一致,保留时间适中, 与目标物质和内源性物

质完全分离, 不存在干扰, 因此, 本文参考有关文

献
[ 5 ]
选用阿魏酸作内标对 MTX进行定量分析,结果

显示比用外标法进行定量分析更准确、可靠。

建立的 HPLC方法测定 ALL患儿中 MTX 血药

浓度,具有快速、简单、灵敏度高等优点,非常适合临

床 MTX的浓度监测。
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