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摘要: 目的 建立一种快速、灵敏地测定类风湿性关节炎病人血浆中低浓度甲氨蝶呤 (MTX ) 的方法。方法 采用高效液相色谱

( HLPC) 串联质谱电喷雾检测 ( LC /MS /MS ) 法, 色谱柱为 U ltim ate XB- C18柱, 流动相为乙腈 ( 1%甲酸 ): 甲酸铵水溶液 ( 20

mm o l/L ) = 30︰70, 流速为 01 2 m l/m in, 柱温为 25e 。样品提取采用液 -液萃取的方法, 即先用三氟乙酸沉淀蛋白, 再用乙酸乙

酯提取。提取的样品经电喷雾离子源正离子化后, 通过三重四级杆串联质谱仪, 采用多反应监测 ( MRM ) 对甲氨蝶呤

( m / z 45512y 30812)和内标多索茶碱 ( m / z 2671 1y 1811 1) 进行测定。结果 甲氨蝶呤血药浓度在 1~ 100 ng /m l范围内线性关系良

好 ( r = 01 9998), 分析方法的最低检测限为 01 5 ng /m ,l 其高、中、低 ( 50、 10、 2 ng /m l) 3 个浓度的平均提取回收率分别为

4112%、4912%和 4314% , 日内 ( n = 5)、日间 ( n = 3) 相对标准偏差值 ( RSD ) 均 < 15%。结论 本方法简单快捷、灵敏、准

确、重现性好, 可用于低剂量给药的类风湿性关节炎病人的临床血药浓度监测和药动学研究。
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A b s t ra c t: O b je c t iv e To establish a LC /M S /M Sm ethod for the determ ination o f plasma concentration o fm ethotrexate

in patients w ith rheumato id arthritis. M e th o d s A fter prec ipitated by trifluoroace tic acid and ex tracted by acetoacetate,

methotrexate w as analyzed w ith a LC /MS /M S system usingU ltim ateXB- C18 co lumn at a column temperature o f 25e w ith

themobile phase consisted of acetonitrile ( 1% form ic ac id) and 20mmo l /L ammon ium form ate so lution ( 30B70, V /V ),

pumped at a flow rate of 0. 2 m l/m in. An Ag ilent 6410 triple quad mass spectrometer system equipped w ith an

electrospray ion izat ion ion- trap sourcew as used as the detector and operated in the positive ion mode. M ultiple reaction

mon ito ring (MRM ) using the precursor to production combinat ions of m /z 455. 2y 308. 2 and m /z 267. 1y 181. 1 was

performed to detect m ethotrexate and doxofy lline, respective ly. R e s u lts The calibrat ion curves of methotrexate w ere

linear at a concen trat ion range 1100 ng /m l ( r= 019998) w ith both RSD o f intra- day and inter- day low er than 15%.
The average ex traction recover iesw ere 4112% ( 50 ng /m l) , 4912% ( 10 ng /m l) , and 4314% ( 2 ng /m l) , respectively,

w ith a low est lim it o f 015 ng /m .l C o n c lu s io n The determ ination of m ethotrexate concentration in plasma is simple,
accurate, and re liable. Thus th is method is su itab le for the blood drug concentration monitoring o f m ethotrexate and

pharm acokinet icstudy in patients w ith rheum atoid arthritis.

K ey w o rd s: metho trexate; LC /M S /M S; rheumato id arthrit is

  甲氨蝶呤为叶酸类抗代谢药物, 自 20世纪 80年

代中期以来, 低剂量甲氨蝶呤就因为有效、安全、经

济而被广泛地应用于治疗风湿免疫性疾病, 如类风湿

性关节炎、强直性脊柱炎等
[ 1- 3]
。但甲氨蝶呤的治疗
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个体差异大, 有文献报道
[ 4]
约只有 50%~ 60% 用甲氨

蝶呤治疗的病人可以获得较好的疗效。部分病人会出

现胃肠道反应、肝脏毒性、黏膜损害、骨髓抑制等不

良反应。甲氨蝶呤药动学、药效学个体差异大, 实行

个体化给药具有重要的临床意义。

目前, 甲氨蝶呤常用的检测方法为荧光免疫分析

法
[ 5, 6]
、高效液相分析法

[ 7, 8]
和液质联用

[ 9- 12]
的检测

方法。但因荧光免疫分析法需有专门 TDx分析仪和昂

贵的试剂盒, 成本较高; 高效液相分析法样品处理繁

琐、昂贵、灵敏度不够; 文献报道
[ 9- 12]

的液质联用的

检测方法都采用固相萃取的方法, 繁琐、昂贵且重复

性不佳, 满足不了低剂量给予甲氨蝶呤病人的血药浓

度检测要求。因此, 本实验建立了一种在低剂量给予

甲氨蝶呤病人检测血药浓度的 LC /M S /M S方法。

1 材料

111 仪器

1200HPLC仪, 包括 6410三重四极杆串联质谱

仪、色谱化学工作站 (软件版本编号 B101101) ( 美

国 Ag ilent公司 ) ; 涡旋混合器 (原上海医科大学仪器

厂 ) ; 电子天平 (瑞士 Sartorius公司 ) 。

112 试药

甲氨蝶呤 ( Schircks Laboratories, Sw itzerland, 批

号: 014, 含量: > 9915% ); 内标多索茶碱注射液
( 100mg: 10m ,l 浙江北生药业汉生制药有限公司, 批

号: 08102202); 乙腈、甲酸、甲酸铵、三氟乙酸为

色谱纯, 水为超纯水, 其余均为分析纯。

2 方法与结果

211 色谱与质谱条件
色谱柱: U ltmi ateXB- C18柱 ( 3 Lm, 211mm @ 100

mm); 流动相: 乙腈 ( 1%甲酸 ) - 20 mmo l/L甲酸铵

( 30 B70, V /V ); 流速: 012 m l/m in; 柱温: 25e 。
采用电喷雾离子源 ( ES I ) , 正离子模式, 干燥

气流速: 8 L /m in ; 干燥气温度: 350e ; 雾化气压力:

279125 kPa; 毛细管电压: 4000 V; 采用多反应监测
(MRM ) , 甲氨蝶呤检测离子对为 m /z 45512 y 30812
, 四级杆停留时间为 012 s, 裂解电压为 160 V, 裂解

能量为 16U, 电子倍增器电压为 400 V; 内标多索茶

碱检测离子对为 m / z 26711y 18111, 四级杆停留时间
为 012 s, 裂解电压为 120 V, 裂解能量为 20U, 电子

倍增器电压为 400V。甲氨蝶呤和多索茶碱的保留时

间分别为 1168m in和 2109 m in。甲氨蝶呤和多索茶碱
的碎片离子质谱图见图 1。

图 1 甲氨蝶呤 ( A ) 和内标多索茶碱 ( B) 的二级扫描碎片离子图

212 对照品和内标溶液的配制
精密称取甲氨蝶呤对照品 0184 mg, 加乙腈 -超

纯水 ( 50︰ 50, V /V ) 溶解并定容至 10 m ,l 于冰

箱 - 80e 避光 保 存。临 用 时 用 乙腈 - 超 纯水

( 50︰50, V /V )稀释成所需浓度的甲氨蝶呤对照品溶

液 ( 20、 40、 100、 200、 500、 1000、 2000 ng /m l) 。

同理, 用乙腈 - 超纯水 ( 50︰50, V /V ) 稀释多索茶

碱母液至 4Lg /m l。

213 样品处理

011m l含药血浆加至 115 m l离心管中, 加入
4 Lg /m l多索茶碱溶液 5 Ll , 涡旋 30 s。加入 011m l

三氟乙酸, 涡旋 1m in, 20 000 @ g离心 3m in, 吸取上

清液转入 2 m l离心管中, 再加入乙酸乙酯 115m ,l 涡
旋 1m in, 20 000 @ g离心 5m in, 吸取有机层, 37e 真
空干燥。进样前加入 50 Ll流动相溶解, 快速振荡 30

s溶解残渣, 吸取 8 L l进样。

214 标准曲线的绘制
取空白血浆 95 Ll 7份, 分别加入浓度为 20、40、

100、 200、 500、 1000、 2000 ng /m l的甲氨蝶呤对照品

溶液 5Ll , 振荡 30 s, 使血药浓度相当于 1、 2、 5、

10、 25、50、100 ng /m ,l 然后按 / 2130 项方法处理。
经 LC /M S /M S分析, 测得甲氨蝶呤峰面积与内标峰面
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积之比 ( Y ) 作纵坐标, 以血浆甲氨蝶呤浓度 ( X )

为横坐标, 得到直线方程为: Y = 1812535X - 010228
( r= 019998)。结果表明, 甲氨蝶呤血药浓度在 1~ 100

ng /m l范围内线性关系良好。当信噪比 ( S /N ) = 10

时, 最低检测浓度为 015 ng /m l。LC /M S /M S色谱见
图 2。

图 2 甲氨蝶呤和多索茶碱的色谱图

A. 空白血浆; B. 空白血浆 +甲氨蝶呤标准溶液 +内标; C. 患者注射药物后的血浆样品

215 回收率及精密度试验

取高、中、低 ( 50、 10、 2 ng /m l) 3种浓度的质

量控制 ( QC )样品各 5个, 连续测定 3 h, 根据当天的

标准曲线, 计算 QC样品的测定浓度, 根据 QC样品结

果计算本法的准确度 (方法回收率 ) 和精密度。同

时, 另取空白血浆 100 L ,l 除不加系列对照品溶液和

内标外, 按 / 213" 项下方法操作, 用获得的上清液
稀释甲氨蝶呤和内标溶液至相应浓度, 进样分析, 获

得相应峰面积。以每一浓度 2种处理方法的峰面积比

值计算提取回收率 (表 1)。

表 1 加入浓渡与回收率及精密度试验结果 ( m ean? SD )

216 血浆样品的稳定性试验

按 / 2130 项下方法分别配制高、中、低 ( 50、

10、2 ng /m l) 3种浓度的 4组血浆样品, 分别在室温

(放置 4 h)、长期冻存 ( - 80e 冻存 1月 ) 和冻融

(冻融 2次 ) 条件下进行色谱测定, 并考察提取液在

进样仓中 6 h的稳定性 (表 2)。

217 介质效应

制备 MTX ( 50、 10、 2 ng /m l各 5个样品 ) 的

100 L l标准溶液, 进行 LC /M S /M S分析, 得峰面积为

A; 取 100 Ll空白血浆数份, 按上述 / 2130 项处理,

用所得溶液配制 MTX质控浓度 (每浓度各 5个样品 )

的溶液 100 L ,l 进行 LC /M S /M S分析, 得峰面积为

B。依 / ( B /A ) @ 100% 0 计算绝对介质效应。通过

不同来源生物样品绝对介质效应的相对标准偏差

(RSD ) 来反映相对介质效应的大小。如绝对介质效

应值为 100% , 则不存在介质效应; 如 < 100% , 则认

为存在介质效应 (离子抑制 ) ; 如 > 100%, 则认为存

在介质效应 (离子增强 ); 相对介质效应的 RSD数值

应在 ? 15%范围内 (表 3)。结果表明, 虽然血浆对

MTX存在一定的离子抑制作用, 但 RSD均在 ? 15%

范围内, 不影响 MTX的检测。
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表 2 不同储存条件血浆样品稳定性试验结果 ( n = 5 )

a: 平均相对误差 = 100 @ (总的平均测得浓度 -加入浓

度 ) A加入浓度

表 3 不同浓度介质效应试验结果 ( n= 5)

218 临床检测

6例类风湿性关节炎患者, 男性 3例, 女性 3例,

年龄 24~ 45岁, 肝肾功能正常。首次静脉推注甲氨蝶

呤 10~ 15mg, 于给药后立即在另一只手臂采静脉血,

为 0 h血样, 其他按如下时间点采血: 015、1、 2、4、
24 h。测每个时间点血样浓度, 所得药时曲线见图 3。

图 3 6个类风湿性关节炎病人给药后的浓度 -时间曲线

3 讨论

甲氨蝶呤是一种细胞周期 S期的抗代谢类抗肿瘤

药, 主要用于治疗急性白血病和恶性淋巴瘤等, 常用

量为每次 011~ 1 g, 由于用量较大, 血药浓度较高,

测定较容易, 用 HPLC法或荧光法测定其血药浓度即

可。目前, 甲氨蝶呤小剂量 (每次 10~ 15 mg, 每周

1次 ) 用于治疗类风湿性关节炎取得较好疗效。由于

给药量小, 血浆药物浓度低, 检测不易。本试验首次

在国内建立了 LC /M S /MS检测类风湿性关节炎患者血

浆中低剂量给药的甲氨蝶呤的测定方法。该法检测限

可达 015 ng /m ,l 每个样品检测只需 3 m in, 较文献报

道的 HPLC或荧光的方法更灵敏、快捷、准确。方法

应用于 6例类风湿性关节炎患者使用甲氨蝶呤后的结

果表明, 小剂量甲氨蝶呤在 24 h内基本清除完毕, 与

文献
[ 13]
报道相似。

甲氨蝶呤为两性化合物, 偏水溶性, 难于直接用

有机溶剂提取。文献报道
[ 14, 15]

的前处理方法多为直接

沉淀蛋白法或沉淀后用有机溶剂提取, 但检测浓度未

能达到1 ng /m l级别, 难以应用于类风湿性关节炎病人

小剂量使用 MTX时的浓度检测。本实验基于质谱条

件, 避免所用试剂对色谱和质谱系统的损害, 不能采

用高氯酸、三氯乙酸、硝酸银等直接沉淀蛋白法。单

用甲醇、乙腈、丙酮等作为沉淀剂, 或先用这些沉淀

剂沉淀, 或用缓冲盐调节 pH 值, 然后用乙酸乙酯、

二氯甲烷、乙醚或乙酸乙酯 -氯仿等混合有机溶剂提

取, 皆存在提取回收率低、灵敏度不够等缺点。本试

验采用三氟乙酸先沉淀蛋白并调节 pH值, 再用乙酸

乙酯提取, 挥干后再重溶进样的方法, 可以明显提高

回收率, 并且纯化样品, 有效的保护色谱柱。

在内标的选择上, 考察了茶碱、氨茶碱、多索茶

碱、甲硝唑、阿魏酸、替硝唑等, 茶碱、多索茶碱和甲

硝唑等都有较高的回收率, 但血浆内源性物质对检测茶

碱有干扰; 甲硝唑和多索茶碱未受内源性物质的干扰,

但多索茶碱的保留时间同甲氨蝶呤相近, 而甲硝唑的保

留时间较长。因此, 最后选定多索茶碱为内标。
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流动相中加入甲酸, 有利于提高响应, 酸浓度越

高, 响应越好, 但对检测系统损害也大, 因此选用

1%的甲酸。加入甲酸铵则可以改善峰形。

综上所述, 本实验建立了在类风湿性关节炎患者

小剂量使用甲氨蝶呤后检测 其血药浓度的方法, 该方

法所需血浆样品量少, 方法灵敏度高, 适用于临床上低

剂量给药后甲氨蝶呤的浓度监测及应用于药动学研究。

(收稿日期: 2009- 05- 05)
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