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HPLC-MS /MS 间接测定类风湿关节炎患者红细胞中多聚谷氨酸化甲氨

蝶呤的浓度

杜思颖1，2，吕佩瑜2，温悦2，林小青2，欧阳华2*
( 1． 厦门大学药学院，福建 厦门 361102; 2． 厦门大学附属中山医院，福建 厦
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摘要: 目的 建立检测类风湿关节炎患者红细胞中多聚谷氨酸化甲氨蝶呤 ( methotrexate polyglutamates，MTXPGs) 浓度的

HPLC-MS /MS 法。方法 采用间接测定法，以同位素甲氨蝶呤-d3 为内标，分别测定游离甲氨蝶呤( methotrexate，MTX) 和总

MTX( MTX + MTXPGs) ，从而计算出红细胞中 MTXPGs 浓度。为测定游离 MTX，全血样品经反复冻融、甲醇沉淀蛋白后，经

LC-MS /MS进样分析，采用电喷雾离子源( ESI) 正离子模式，多反应监测( MＲM) 。为测定总 MTX，样品( 反复冻融后) 与 200
mmol·L －1抗坏血酸 37 ℃孵育 2. 5 h，酶促 MTXPGs 转化为 MTX，蛋白沉淀后进样分析。结果 全血 MTX 质量浓度在 1 ～ 300
ng·mL －1 内线性关系良好( r = 0. 999 4) ，检测限( LOD) 为 0. 5 ng·mL －1，准确度( ＲE) 在 ± 5%内，日内和日间精密度( ＲSD) 分

别低于 7. 96%和 10. 88%。结论 本方法快速、灵敏，具有高专属性和重现性，成功应用于临床上类风湿关节炎患者红细胞中

MTXPGs 浓度的监测。
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Indirect Determination of Erythrocyte Methotrexate Polyglutamates in Patients with Ｒheumatoid Arthritis
by HPLC-MS /MS

DU Si-ying1，2，L Pei-yu2，WEN Yue2，LIN Xiao-qing2，OUYANG Hua2* ( 1． School of Pharmaceutical Sciences，Xia-
men University，Xiamen 361102，China; 2． Zhongshan Hospital Affiliated to Xiamen University，Xiamen 361004，China)

ABSTＲACT: OBJECTIVE To establish an HPLC-MS /MS method for determining erythrocyte methotrexate polyglutamates ( MTX-
PGs) in patients with rheumatoid arthritis ( ＲA) . METHODS The indirect method was applied to determine the concentrations of
free methotrexate ( MTX) and total MTX ( MTX + MTXPGs) respectively by using isotope MTX-d3 as the internal standard，and then
concentration of erythrocyte MTXPGs was calculated. To determine free MTX，whole blood ( after freeze-thaw cycles to break blood
cells) was precipitated with methanol，and then analyzed by LC-MS /MS. Multiple reactions monitoring ( MＲM) was performed with
electrospray ionization ( ESI) at a positive ion mode. To determine total MTX，whole blood ( after freeze-thaw cycles) was incubated
with 200 mmol·L －1 ascorbic acid at 37 ℃ for 2. 5 h to enzymatically convert the MTXPGs to MTX，and the protein was precipitated for
sample analysis. ＲESULTS The calibration curve of MTX was linear over the range of 1 － 300 ng·mL －1 ( r = 0. 999 4) and the limit
of detection ( LOD) was 0. 5 ng·mL －1 . The accuracy ( ＲE) was within ± 5% and the intra-and inter-day precisions ( ＲSD) were
less than 7. 96% and 10. 88%，respectively. CONCLUSION This method is rapid，sensitive，highly specific and reproducible，

which is successfully applied for the erythrocyte MTXPGs monitoring in patients with ＲA．
KEY WOＲDS: HPLC-MS /MS; methotrexate polyglutamate; methotrexate; erythrocyte; rheumatoid arthritis

小剂量甲氨蝶呤( methotrexate，MTX) 因其疗效

确切、价格低廉为国内外治疗类风湿关节炎 ( rheu-
matoid arthritis，ＲA) 的首选药物［1-4］。95% MTX 在

服药后 24 h 内进入红细胞，在叶酰聚谷氨酸合成酶

( FPGS) 的作用下，转变成多聚谷氨酸化甲氨蝶呤

( methotrexate polyglutamates，MTXPGs) ，MTXPGs 长

期滞留，持续发挥药理作用［5］。Dervieux 等［6-7］ 报

道，MTX 存在在显著的个体差异，同一剂量下，部分

患者治疗有效，而有 10% ～ 37% 的患者会出现胃肠

道不适、肝功能异常等不良反应［8-9］，且与红细胞中

MTXPGs 浓度密切相关。因此，临床开展 MTXPGs
浓度监测十分必要。
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MTXPGs 分析方法主要有放射化学配体结合

法、酶分析法、高效液相色谱法( HPLC) 和荧光偏振

免疫分析法( FPIA) ［10-14］。然而这些方法费时费力、
特异性低、成本高，不适合临床监测。液相色谱-质
谱联用法( LC-MS) ［15］是目前测定 MTX 及其代谢物

的较好选择，该方法简单、快速、灵敏度高、专属性

强，但文献［16-17］报道的方法多为直接测定法，操

作复杂且需要特殊的光氧化装置。在本实验中，我

们采用同位素 MTX-d3为内标，通过间接测定法检测

红细胞中 MTXPGs 含量，为 ＲA 患者的临床合理化

用药提供依据。

1 材 料

1. 1 主要仪器

LC20ADXＲ 高效液相色谱仪( 日本岛津公司) ;

API 5500 质谱仪、液质联用工作站 Analyst 1. 6. 4( 美

国 AB SCIEX 公司) ; 涡旋仪 ( 美国 VWＲ 公司) ; 离

心机( 北京大龙公司) ; 电子天平( 瑞士 Mettler Tole-
do 公司) ; 恒温水浴锅( 嘉兴俊思电子有限公司) ; 超

纯水机( 美国 Thermo 公司) 。
1. 2 药品与试剂

甲氨蝶呤片 ( 湖南正清制药集团股份有限公

司，每片 2. 5 mg，批号: H19983205 ) ; MTX 对照品

( 中国药品生物制品检定所，400 mg，纯度 99. 8% ，

批号: 100138-201606 ) ; 内标 MTX-d3 ( 加拿大 TＲC
公司，1 mg，纯度 99. 0% ，批 号 : M260677 ) ; 抗 坏

血酸( 河北科隆多生物科技有限公司 ) ; 甲酸、甲

醇、乙腈为 色 谱 纯 ; 水 为 超 纯 水。试 验 中 所 使 用

的空 白 全 血 由 厦 门 大 学 附 属 中 山 医 院 输 血 科

提供。

2 方 法

2. 1 方法原理

本 实 验 采 用 间 接 测 定 法 检 测 红 细 胞 中

MTXPGs浓度，原 理 是 将 全 血 反 复 冻 融 使 红 细 胞

裂解，释 放 MTXPGs 并 与 血 浆 混 合 ; 在 血 浆 中

γ-谷氨 酰 水 解 酶 ( GGH ) 的 催 化 作 用 下 MTXPGs
向 MTX 转化，而 添 加 的 抗 坏 血 酸 所 产 生 的 酸 性

环境可以加速转化反应 ; 37 ℃ 恒温避光孵育 2. 5
h 即可转化完全。经酶水解的全血检测后得到总

MTX( MTX + MTXPGs) 浓 度，而 未 经 酶 水 解 的 全

血检测后得到游离 MTX 浓度。全血 MTXPGs 浓

度即为总 MTX 浓度与游离 MTX 浓度之差。最后

根 据 红 细 胞 体 积 比 换 算 成 红 细 胞 中 MTXPGs 的

浓度［18］。
2. 2 测定条件

2. 2. 1 色谱条件 色谱柱为资生堂 CAPCELL PAK
MGII C18柱( 2. 1 mm × 50 mm，5 μm) ; 流动相 A 为

0. 1%甲酸，B 为乙腈; 流速为 0. 4 mL·min －1 ; 柱温

为 40 ℃ ; 进样量为 1. 5 μL。梯度洗脱条件( B% ) :

0 ～ 0. 50 min: 5% →90% ; 0. 50 ～ 1. 50 min: 90% ;

1. 50 ～ 1. 51 min: 90%→5% ; 1. 51 ～ 3. 00 min: 5%。
2. 2. 2 质谱条件 电喷雾离子源 ( ESI) 正离子模

式，多 反 应 监 测 ( MＲM ) ; MTX 的 离 子 对 为

m/z 455. 3→308. 3，MTX-d3 的离子对为 m/z 458. 4→
311. 2。离子喷射电压 5 500 V，温度 500 ℃，雾化气

( GAS1) : 206. 85 kPa，辅助气( GAS2 ) : 275. 80 kPa，

气帘气( CUＲ) : 206. 85 kPa，MTX 和 MTX-d3 均为去

簇电压( DP) : 120 V，碰撞能量( CE) : 27 eV。
2. 3 溶液配制

2. 3. 1 工作溶液 精密称量 MTX 对照品 1. 102
mg，溶解于 11. 02 mL 的二甲基亚砜中，以制备 100
μg·mL －1的 MTX 储备溶液。临用时用体积分数

50% 甲 醇 稀 释 至 20，40，200，800，2 400，4 800，

6 000 ng·mL －1，作为 MTX 标准曲线工作液。另

吸取 MTX 储备液分别用体积分数 50% 甲醇稀释

至 20，60，3 000，4 500 ng·mL －1，作为 MTX 质控

工作液。
精密称量 MTX-d 3 对照品 1. 117 mg，溶 解 于

11. 17 mL 的二甲基亚砜中，以制备 100 μg·mL －1

的内标储备溶液，用甲醇稀释至 100 ng·mL －1，作

为内标工作液。以上储备溶液和工作液均保存于

4 ℃冰箱。
2. 3. 2 标准曲线和质控样品 取健康人空白全血，

分别加入质量浓度为 20，40，200，800，2 400，4 800，

6 000 ng·mL －1的 MTX 对照品溶液，稀释成质量浓

度为 1、2、10、40、120、240、300 ng·mL －1 的标准曲

线样品。将 MTX 质控工作液加到人空白全血中，获

得质量浓度为 1、3、150、225 ng·mL －1 的极低、低、
中、高浓度的质控样品。
2. 4 全血样品前处理

2. 4. 1 游离 MTX 样品处理 移取 0. 1 mL 全血样

品至 1. 5 mL EP 管中，冻融 3 次破坏红细胞后，加入

100 μL 超纯水、50 μL 内标工作液混匀。然后加入

550 μL 甲醇沉淀样品，涡旋振荡 3 min，再以 12 000
r·min －1离心 3 min。吸取上清液 1. 5 μL 注入 LC-
MS /MS 中进行分析。
2. 4. 2 总 MTX( MTX + MTXPGs) 样品处理 移取
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0. 1 mL 全血样品( 反复冻融后) 至 1. 5 mL EP 管中，

加入 100 μL 的 200 mmol·L －1 抗坏血酸溶液。涡

旋混合 30 s 后，于 37 ℃避光孵育 2. 5 h，GGH 酶促

MTXPGs 转化为 MTX。向转化液中加入 50 μL 内标

工 作 溶 液，然 后 同“2. 4. 1”项 下 方 法 处 理 后

进样分析。

3 结 果

3. 1 专属性

取健康人空白全血、空白全血加入 MTX 或内

标、空白全血加入 MTX 和内标以及患者用药后的全

血样品，根据“2. 4”项下方法进样分析，得到的色谱

图见图 1，MTX 和内标 MTX-d3的保留时间均为 1. 09
min。可以看出，空白全血中的内源性杂质无干扰，

MTX 和内标的检测通道不会引起串扰; 患者孵育后

血样 的 MTX、内 标 和 内 源 性 杂 质 的 色 谱 峰 完 全

分离，图 1。
3. 2 标准曲线与定量下限

质 量 浓 度 为 1、2、10、40、120、240、300
ng·mL －1的标准曲线样品，按“2. 4. 1”项下方法

图 1 全血 MTX 和 MTX-d3 ( 内标) 的色谱图

A － 空白全血; B － 空白全血加入 MTX( LLOQ，1 ng·mL －1) 和内标; C － 空白全血加入 MTX( 300 ng·mL －1) ; D － 空白全血加入内标( D 图中 MTX 峰面积小于 B

图中 MTX 峰面积的 20% ) ; E － 空白全血加入 MTX( 40 ng·mL －1) 和内标; F － 患者用药( MTX) 后的实测孵育全血样品; 左 － MTX; 右 － 内标

Fig. 1 Chromatography of MTX and MTX-d3 ( internal standard，IS) in whole blood
A － blank whole blood; B － blank whole blood with MTX at an LLOQ level ( 1 ng·mL －1) and IS; C － blank whole blood with MTX ( 300 ng·mL －1) ; D － blank whole

blood with IS ( the MTX peak area in picture D is less than 20% of the MTX peak area in picture B) ; E － blank whole blood with MTX ( 40 ng·mL －1) and IS; F － incuba-

ted whole blood sample from a patient receiving MTX therapy; left － MTX; right － IS

·8781· Chin Pharm J，2019 November，Vol. 54 No. 22 中国药学杂志 2019 年 11 月第 54 卷第 22 期



处理，经 LC-MS /MS 分析后，将 MTX 峰面积与内标

峰面积的比值( Y) 作为纵坐标，全血 MTX 浓度与内

标浓度的比值( ρ) 作为横坐标，拟合得到直线方程:

Y = 0. 047 2ρ + 0. 038 7( r = 0. 999 4) 。结果显示，全

血 MTX 质量浓度在 1 ～ 300 ng·mL －1 内线性关系

良好，定量下限( LLOQ) 为 1 ng·mL －1。当信噪比

( S /N) = 5 时，检测限( LOD) 为 0. 5 ng·mL －1。
3. 3 准确度、精密度和提取回收率

取 LLOQ、低、中、高浓度的质控样品( n = 6) ，连

续 3 d 进样分析，根据当天的标准曲线测定样品浓

度，从而算出方法的准确度( ＲE) 和日内、日间精密

度( ＲSD) 。结果( 表 1) 表明，该方法准确、精密，符

合《中国药典》2015 年版《生物样品定量分析方法验

证指导原则》的要求。
同时，另取 0. 1 mL 空白全血，除用 50 μL 甲醇代

替 50 μL 内标工作液外，其余按“2. 4. 1”项下方法处

理，用获得的上清液稀释 MTX 和内标 MTX-d3溶液至

相应浓度。经 LC-MS /MS 分析，通过质控样品与相应

浓度 MTX 溶 液 的 峰 面 积 之 比，计 算 提 取 回 收 率

( 表 1) 。
3. 4 稳定性

取 3、150、225 ng·mL －1 的低、中、高浓度质控样

品( n =6) ，分别在以下稳定性考察条件下: 反复冻融

3 次、－80 ℃冻存 30 d、常温处理后样品在自动进样

器存放 12 h，按“2. 4. 1”项下方法进行 LC-MS /MS 测

定，考察方法的冻融稳定性、长期稳定性和室温稳定

性。结果表明，MTX 全血样品在各稳定性考察条件

下均稳定，ＲE ＜ 7. 1%，ＲSD ＜ 12. 3%，符合生物样本

检测要求( 表 2) 。
3. 5 方法重现性

选取 10% 患者全血样品进行试验样品再分析

( incurred sample reanalysis，ISＲ) ，由此考察患者实

际血样测定的准确度。第一次检测时，从患者全

血中取出 0. 2 mL 血样，按“2. 4”项下方法，通过

LC-MS /MS 分 析，得 到 游 离 MTX 浓 度 为 A1、总

MTX 浓度为 B1，余下血样保存在 － 80 ℃ 冰箱; 30
d 后，再取出 0. 2 mL 患者全血，根据当天的标准曲

线分析得到游离 MTX 浓度为 A2、总 MTX 浓度为

B2。各计算出游离 MTX、总 MTX 的两次检测结果

的偏差 分 别 为: 2 ( A2 － A1 ) / ( A2 + A1 ) × 100%、2
( B2 － B1 ) / ( B2 + B1 ) × 100%。结果游离 MTX、总

MTX 的偏差均在 ± 15% 以内，表明该检测方法具

有良好的重现性。
3. 6 基质效应

取 6 份不同来源的人空白全血各 0. 1 mL，除不

加内标外，其余按“2. 4. 1”项下方法处理，用获得的

空白上 清 制 备 低、高 浓 度 ( 3、225 ng·mL －1 ) 的

MTX、MTX-d3 溶 液，记 作 set1 ; 同 时，用 体 积 分 数

90%甲醇将 MTX、MTX-d3 稀释成相应浓度的溶液，

记作 set2。进样分析，测得 MTX 与内标峰面积，按

公式: MTX( 内标) 基质因子 = MTX( 内标) 在 set1 中

峰面积 /在 set2中峰面积，内标归一化基质效应因子

( 基质效应) = MTX 基质因子 /内标基质因子。结果

低、高 浓 度 MTX 的 基 质 效 应 分 别 为 ( 92. 69 ±
8. 30) % 和 ( 113. 40 ± 6. 80 ) %，ＲSD 分别为 8. 95%
和 5. 99%，符合生物样本检测要求。

表 1 全血中甲氨蝶呤测定的准确度、精密度和提取回收率． n = 6
Tab. 1 Accuracy，precision and extraction recovery of MTX in whole blood． n = 6

ρadded

/ng·mL －1

Intra-day Inter-day

ρfound /ng·mL －1 ＲE /% ＲSD /% ρfound /ng·mL －1 ＲE /% ＲSD /%

Extraction recovery

/%

1 0. 97 ± 0. 08 － 3. 37 7. 96 0. 96 ± 0. 10 － 4. 14 10. 88 －

3 2. 95 ± 0. 21 － 1. 70 7. 13 2. 95 ± 0. 20 － 1. 58 6. 88 72. 47

150 156. 20 ± 9. 07 4. 10 5. 81 154. 10 ± 10. 38 2. 73 6. 73 70. 12

225 228. 75 ± 6. 79 1. 67 2. 97 234. 20 ± 10. 95 4. 10 4. 68 76. 85

表 2 全血中甲氨蝶呤的稳定性试验结果． n = 6
Tab. 2 Stability of MTX in whole blood samples． n = 6

ρadded

/ng·mL －1

Freeze-thaw stability( 3 freeze-thaw cycles) Long-term stability( －80 ℃ for 30 d) Autosampler for 12 h

ＲE /% ＲSD /% ＲE /% ＲSD /% ＲE /% ＲSD /%

3 7. 1 7. 7 7. 1 3. 8 2. 9 12. 3

150 2. 0 5. 2 7. 6 6. 1 2. 7 3. 8

225 7. 1 4. 4 0. 8 5. 4 6. 7 3. 5
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3. 7 临床初步应用

监测 8 例口服 10 mg·W －1MTX 的 ＲA 患者

红 细 胞 中 MTXPGs 浓 度，患 者 平 均 年 龄 为

( 50. 63 ± 11. 29 ) 岁，体重为( 52. 75 ± 10. 09 ) kg，

肝肾功能正常，服药周期均为 8 周。患者均于第

8 周服药后第 7 天 ( 即第 9 周服药前 ) 采血，将全

血储 存 于 － 80 ℃ 冰 箱 待 分 析。采 用 已 建 立 的

LC-MS /MS 测定血药浓度，结果显示( 表 3 ) ，平均

MTXPGs 浓度为 ( 16. 10 ± 6. 63 ) ng·mL － 1 ，可 见

服相同剂量、相同周期的 MTX，不同患者的血药

浓度差异大。
另监测 37 例口服小剂量 MTX 的 ＲA 患者红细

胞中 MTXPGs 浓度，男性 8 人，女性 29 人，患者平均

年龄为( 54. 83 ± 12. 14 ) 岁，体重为 ( 54. 99 ± 8. 91 )

kg，均规律口服相同剂量( 10 mg·W－1 ) 的 MTX，服

药周期为 3 ～ 139 个月。患者均于服药后第 7 天采

血，将全血储存于 － 80 ℃冰箱待分析。采用已建立

的 LC-MS /MS 检测，患者红细胞中平均 MTXPGs 浓

度为( 25. 18 ± 13. 44) ng·mL －1。

4 讨论与结论

由 于 ＲA 患 者 口 服 MTX 剂 量 小 ( 5 ～ 25
mg·week －1 ) ，红 细 胞 中 MTXPGs 聚 合 物 ( MTX-
PG2-7 ) 含量低，检测达到 ng·mL －1 数量级，因而对

分析方法的要求极高。目前文献［10-14］报道的放

射化学配体结合法费时费力，且需要放射性同位素;

抑制二氢叶酸还原酶( DHFＲ) 的酶分析法特异性不

强，易受到内源性物质的干扰; 较为常用的 HPLC-荧
光检测法样品制备相对繁琐，灵敏度不高且需要昂

贵的在线光化学反应器; 而 FPIA 需要特定的试剂

盒，成本较高; 故以上方法均不适合临床的常规监

测。而LC-MS /MS具有较高的灵敏度、选择性和鉴

别性，并且具有缩短分析时间的能力，因此本实验采

取 LC-MS /MS。

目前，测定红细胞中 MTXPGs 方法有直接测定

法和间接测定法两种方法。直接测定法［13］需配备

特殊的柱后光氧化装置，分离和检测每种 MTXPG
难度大且花费高，不适用于临床检测。因此本实验

采用间接测定法，体外将 MTXPGs 转化为 MTX，通

过 LC-MS /MS 检测 MTX 浓度进而计算 MTXPGs 浓

度。参考文献［18-19］，预实验考察了抗坏血酸浓

度、温度、时间对 MTXPGs 转化程度的影响，得到

MTXPGs 转 化 为 MTX 的 最 优 条 件 为: 200
mmol·L －1抗坏血酸环境下，37 ℃避光孵育 2. 5 h。

本实验的样品前处理方法采用甲醇直接沉淀

蛋白法，较常用的 MTX 提取法———液液萃取法和

固相萃取法操作简便且重复性高。选用 MTX-d3作

为内标，比较茶碱、多索茶碱、氨基蝶呤、甲硝唑等

内标，同位素内标能够很好地克服 LC-MS /MS 分

析中的基质效应，并且避免操作、进样和仪器响应

等的偏差，使 MTX 的检测具有很好的专属性。本

法只需全血样品 0. 2 mL，单个样品的进样分析时

间 为 3 min，定 量 下 限 达 1 ng · mL －1，较 文

献［10-19］报道的方法具有简单快速、高灵敏度和

高专属性的优点。
本方法初步应用于 8 例 ＲA 患者口服 MTX 后

的结果表明，服用相同剂量、相同周期的 MTX，不同

患者 MTXPGs 浓 度 差 异 很 大，与 国 内 外 研 究 一

致［7，20］，因此为实现个体化用药，提高 ＲA 患者疗

效、减少不良反应，临床监测红细胞中 MTXPGs 浓度

十分必要。同时，本方法应用于 37 例 ＲA 患者口服

MTX( 10 mg·W－1，持续 3 ～ 139 个月) 后的血药浓

度监测，结果显示，红细胞中平均 MTXPGs 质量浓度

为( 25. 18 ± 13. 44) ng·mL －1。Dervieux 报道［13］，70
例每周接受小剂量 MTX ( 10 ～ 25 mg·W－1，持续

6 ～ 240个月) 治疗的 ＲA 患者红细胞中平均 MTX-
PGs 质量浓度为 53 ng·mL －1，较本法测定的浓度

高，这可能是由于种族的差异( 中国人 vs 美国人) 、

表 3 MTX 治疗 ＲA 患者后红细胞中 MTXPGs 浓度

Tab. 3 Concentrations of erythrocyte MTXPGs in ＲA patients receiving MTX therapy

Sample No. Gender Age /years BW/kg BMI Dose /mg·week － 1 Duration /weeks ρ /ng·mL －1

1 Female 59 51. 5 20. 12 10 8 10. 91
2 Female 61 46. 0 20. 44 10 8 21. 05
3 Female 48 48. 0 20. 78 10 8 9. 26
4 Female 50 49. 0 21. 21 10 8 14. 04
5 Female 56 55. 0 22. 60 10 8 26. 87
6 Female 38 37. 0 16. 44 10 8 6. 87

7 Male 29 64. 0 21. 38 10 8 22. 98

8 Male 64 71. 5 24. 45 10 8 16. 82
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检测方法的差异 ( LC-MS /MS vs HPLC ) 及给药剂

量、服药周期和患者人数的差异造成。而中国广东

地区报道［18］的静脉注射 MTX( 10 ～ 15 mg·W－1，持

续 3 个月以上) 的 ＲA 患者红细胞中 MTXPGs 的平

均恒定质量浓度为 10. 1 ng·mL －1，较本法测定的

浓度稍低，可能是由于给药途径的差异( 口服 vs 静

脉注射) 、前处理方法的差异( 蛋白沉淀法 vs 液液萃

取法) 以及地区的差异 ( 闽南 vs 广东) 造成。后期

可增加研究人数来探讨 ＲA 患者的疗效、不良反应

与 MTXPGs 浓度的相关性，以及基因多态性对 ＲA
患者的影响。

综上所述，本实验采用同位素内标 MTX-d3建立

了间接测定 ＲA 患者红细胞中 MTXPGs 的 LC-MS /
MS 方法，该方法所需全血样品量少，操作简便，具有

高灵敏度和良好的准确性、重现性，可应用于临床上

红细胞中 MTXPGs 浓度监测及药动学研究。
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