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·临床研究·

甲氨蝶呤及7‑羟基甲氨蝶呤浓度监测
在儿童急性淋巴细胞白血病药物
延迟排泄中的应用
罗国菊 1 王磊 2 胡高峰 3 李臣宾 3 刘红星 2 彭明婷 1
1北京医院 国家老年医学中心 国家卫生健康委临床检验中心 北京协和医学院研究生

院，北京100730；2河北燕达陆道培医院检验科，廊坊 065201；3北京医院 国家老年医学

中心 国家卫生健康委临床检验中心，北京100730
罗国菊和王磊对本文有同等贡献

通信作者：彭明婷，Email：mtpeng@nccl.org.cn
【摘要】 目的 探讨甲氨蝶呤（MTX）及其代谢产物 7‑羟基甲氨蝶呤（7‑OHMTX）浓度监测在儿

童急性淋巴细胞白血病（ALL）患者MTX延迟排泄中的临床应用。方法 横断面研究。选择 2019年

4至8月河北燕达陆道培医院97例ALL患儿，所有患儿共进行了192次大剂量MTX治疗。采集患儿

大剂量MTX治疗后停药0、24、48 h外周血标本，用高效液相色谱串联质谱法（HPLC‑MS/MS）检测MTX
和 7‑OHMTX的浓度。根据判断延迟排泄的浓度标准，分为正常排泄组（n=149）和延迟排泄组（n=

43）。根据年龄分为0~9岁组（n=95）、10~14岁组（n=50）、15~18岁组（n=47）。分析正常排泄组和延迟

排泄组之间、不同年龄组之间在停药后不同监测时间点MTX和7‑OHMTX浓度差异。根据停药后0 h
时MTX和7‑OHMTX浓度的受试者工作特征（ROC）曲线，将曲线上约登指数最大一点对应的浓度值

设定为预警延迟排泄的警示值。分析大剂量MTX治疗后延迟排泄与不良反应的相关性，以及各种不

良反应的发生率。结果 延迟排泄组在不同监测时间点的MTX和 7‑OHMTX浓度均高于正常排泄

组，差异均有统计学意义（均P<0.05）。在本研究使用的治疗方案下，可将 0 h时MTX浓度（CMTX‑0h）>
148.8 μmol/L和 7‑OHMTX浓度（C7‑OHMTX‑0h）>17.8 μmol/L作为警示值，预警ALL患儿可能发生MTX延

迟排泄的敏感度分别为72.1%和97.7%，特异度分别为84.6%和54.4%。MTX延迟排泄与不良反应的

发生率呈正相关（r=0.58，P<0.01）。延迟排泄组肝功能损伤和肾功能损伤发生率分别为 32.6%、

37.2%，高于正常排泄组的12.8%、3.4%，差异均有统计学意义（均P<0.05），其他类型不良反应的发生

率在两组之间差异均无统计学意义（均P>0.05）。不同年龄组间在不同监测时间点的MTX浓度差异

均有统计学意义（均 P<0.05），而 7‑OHMTX浓度差异均无统计学意义（均 P>0.05）。结论 使用

HPLC‑MS/MS法同时监测血浆中MTX及7‑OHMTX浓度可以为ALL患儿大剂量MTX治疗时临床个体

化用药和药代动力学研究提供参考。
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【Abstract】 Objective To discuss the application value of the simultaneous determination of
methotrexate (MTX) and 7‑hydroxymethotrexate (7‑OHMTX) in the delayed elimination of MTX for pediatric
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acute lymphoblastic leukemia (ALL). Methods Cross sectional study. A total of 97 children who received
192 high‑dose MTX treatments cycles in Lu Daopei Hospital from April to August 2019 were enrolled. The
peripheral blood was collected at 0,24,48 h after the end of MTX infusion and analyzed by high performance
liquid chromatography‑tandem mass spectrometry (HPLC‑MS / MS). One hundred and ninety‑two MTX
treatments were divided into a normal MTX elimination group (n=149) and delayed elimination group (n=43)
according to the standard of delayed elimination and divided into 0-9 year old group (n=95), 10-14 group
(n=50), 15-18 group (n=47) according to age. The comparisons of the CMTX, C7‑OHMTX between normal anddelayed group was conducted as well as among different age groups. Receiver operator characteristic curve
(ROC) of CMTX‑0h and C7‑OHMTX‑0h was analyzed and the concentration corresponding to the maximum of theYouden index on the ROC was set as the warning value for delayed elimination. Correlation between the
delayed elimination after the end of MTX infusion and toxicity was investigated and the percentage of
delayed elimination was also analyzed. Results The concentrations of MTX and 7‑OHMTX were
significantly higher in the delayed elimination group than the normal group. Immediately after infusion (0 h),
a C7‑OHMTX‑0h of >17.8 μmol / L (sensitivity 97.7%, specificity 54.4%) and a CMTX‑0h of >148.8 μmol / L(sensitivity 72.1%, specificity 84.6%) were found to be warning predictors of delayed elimination under the
MTX treatment protocol. MTX delayed elimination was positively correlated with methotrexate‑induced
toxicities (r=0.58, P<0.01). The percentage of hepatotoxicity and nephrotoxicity was 32.6% and 37.2% in the
delayed elimination group, which was significantly higher than normal group of 12.8% and 3.4% (P<0.05).
No significant difference was found in other toxicities. There was significant difference in CMTX amongdifferent age groups but no significant difference in C7‑OHMTX. Conclusion Simultaneously determination of
MTX and 7‑OHMTX in plasma by HPLC‑MS /MS in childhood ALL patients can provide a reference for
clinical individualized medicine and pharmacokinetic research.
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急性淋巴细胞白血病（ALL）是儿童常见恶性

肿瘤，大剂量甲氨蝶呤（MTX）常用于ALL强化巩固

化疗期的治疗［1］，MTX在体内蓄积时间过长或浓度

过高可引起严重的不良反应，如血液学毒性、肝功

能损伤、肾功能损伤、胃肠道反应和皮肤黏膜损伤

等［2‑4］，且儿童独特的生理和快速的生长速度使他

们的药代动力学不同于成人［5］，为减少MTX不良反

应的发生，同时维持大剂量MTX的疗效，对患儿进

行MTX治疗性药物监测具有特殊的意义。国内外

不同指南和共识中［3，6‑8］，应用大剂量MTX治疗ALL
的药物监测时间点选择和浓度范围的标准不同。

研究报道［9］，7‑羟基甲氨蝶呤（7‑OHMTX）作为MTX
主要代谢产物，与MTX不良反应的关系最为密切，

可同时监测MTX和 7‑OHMTX浓度。本研究旨在

探讨采用高效液相色谱串联质谱法（HPLC‑MS/
MS）同时检测ALL患儿血浆中MTX及7‑OHMTX浓

度在MTX延迟排泄中的临床应用价值，为个体化

用药提供参考。

对象与方法

1.对象：本研究为横断面研究。经河北燕达陆

道培医院伦理委员会审批通过［道培伦审批（2020）

第13号］，所有患儿监护人均签署知情同意书。选

择 2019年 4至 8月河北燕达陆道培医院 97例ALL
患儿，年龄 0.6~18岁，平均年龄（8±4）岁；其中男

67例，女30例。纳入研究的患儿均经形态学、免疫

学、细胞遗传学及分子生物学分型诊断为ALL，且
已达到完全缓解。97例患儿共进行了 192次大剂

量MTX治疗，治疗前的外周血细胞计数、血红蛋白

浓度、肝功能、肾功能指标均正常，且无胃肠道反应

或皮肤黏膜损伤等异常情况。

2.MTX治疗方案：患儿缓解后强化巩固期化疗

采用中国儿童白血病协作组（CCLG）‑ALL 2008推
荐方案，使用MTX的单位剂量为0.5~5.0 g/m2，用药

方法采取静脉滴注，持续时间为12 h。亚叶酸钙解

救于MTX停药后 12 h开始，剂量为 10~15 mg/m2，
每3~6小时静脉注射1次，持续6~8次。

3. 分组：根据MTX血药浓度监测时间点及判

断延迟排泄的浓度标准，将192次大剂量MTX治疗

分为正常排泄组（n=149）和延迟排泄组（n=43）。

不同指南建议的MTX监测时间点并不相同，国内

共识［3］认为MTX血药浓度的监测时间点可以根据

需要有所不同，建议至少必须 24 h监测 1次，推荐

两种方案：第一种是监测MTX用药开始后 24、48、
72 h的血药浓度；第二种是监测MTX停药后0、24、
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48 h的血药浓度。本研究采用静脉持续滴注12 h的
用药方法，为了研究浓度指标在早期预警延迟排泄方

面的应用，故选择监测停药后0、24、48 h的3个时间

点；在判断延迟排泄的浓度标准方面，本研究综合国

内外指南共识［6‑8］，将停药后 24 h 的 MTX 浓度

（CMTX‑24h）>1 μmol / L 或停药后 48 h 的 MTX 浓度

（CMTX‑48h）>0.1 μmol/L作为判断延迟排泄的标准。根

据美国国立综合癌症网络（NCCN）指南危险度划分中

提及的年龄节点［10］，将192次大剂量MTX治疗分为3
组：0~9岁（n=95）、10~14岁（n=50）、15~18岁（n=47）。

4.仪器与试剂：JasperTM高效液相色谱仪、SCIEX
4500串联四极杆质谱仪、电喷雾（ESI）离子源以及

Analyst MD Version1.6.2 分 析 软 件 均 购 自 美 国

SCIEX公司，色谱柱Waters XBridge BEH C18柱购自

美国Waters公司。MTX购于中国食品药品检定研究

院；7‑OHMTX、内标MTX‑d3和7‑OHMTX‑d3均购于

加拿大Toronto Research Chemicals公司；甲醇、甲酸、

乙酸铵（色谱纯）购于美国Fisher Scientific公司。

5.标本采集与检测：分别采集ALL患儿 192次
大剂量MTX治疗停药0、24、48 h时外周血标本，采

用乙二胺四乙酸二钾（EDTA‑K2）抗凝，用HPLC‑MS/
MS法检测血浆中MTX及7‑OHMTX浓度。

6.观察指标：参照美国国立癌症研究所的常规

毒性判断标准（NCI‑CTCAE 5.0）以及国内共识［3］，
根据临床症状、体征和相关实验室指标（全血血细

胞计数、肝功能、肾功能指标等）判断患儿用药 7 d
内是否出现血液学毒性（包括白细胞减少、贫血和

血小板减少），肝功能损伤，肾功能损伤，胃肠道反

应和皮肤黏膜损伤等不良反应。

7.统计学分析：使用SPSS 25.0和MedCalc 15.8
进行统计学分析。用Shapiro‑Wilk方法检验连续定

量数据的正态性，MTX及 7‑OHMTX浓度指标为非

正态分布，采用M（P25~P75）表示，正常排泄组和延

迟排泄组间比较采用Mann‑Whitney U检验。3个
不同年龄组间比较采用Kruskal Wallis 秩和检验，

进一步两两比较采用Bonferroni法。计数资料采用

百分率表示，组间比较采用χ2检验，单元格期望频

数<5，用Fisher精确概率法计算。绘制受试者工作

特征（ROC）曲线，将ROC曲线上约登指数最大一

点对应的浓度值设为警示值。用Kendall秩相关系

数分析延迟排泄与不良反应发生的相关性、不同监

测时间点MTX和 7‑OHMTX浓度与不良反应发生

的相关性。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. MTX和 7‑OHMTX浓度监测结果：正常排泄

组和延迟排泄组停药后 0、24、48 h血浆 MTX和

7‑OHMTX浓度见表1。停药后0 h延迟排泄组和正

常排泄组之间MTX和 7‑OHMTX的浓度就已经开

始出现差异，延迟排泄组所有监测时间点的MTX
及7‑OHMTX浓度均高于正常排泄组（均P<0.05）。

2.ROC曲线分析结果：停药后 0 h，MTX的浓

度>148.8 μmol/L时，患儿可能在 24 h后或 48 h后
判断为MTX延迟排泄，敏感度为 72.1%［95%置信

区 间（CI）：51.5%~80.9%］，特 异 度 为 84.5%
（95%CI：78.5%~90.5%），曲 线 下 面 积（AUC）为

0.691（95%CI：0.593~0.789），阳性预测值为 57.4%
（95%CI：43.2%~70.8%），阴 性 预 测 值 为 91.3%
（95%CI：85.3%~95.4%）。停药后 0 h，7‑OHMTX浓

度 >17.8 μmol / L 时 ，敏 感 度 为 97.7%（95%CI：
87.7%~99.9%），特异度为 54.4%（95%CI：46.0%~
62.5%），AUC为 0.815（95%CI：0.750~0.880），阳性

预测值为 38.2%（95%CI：29.1%~47.9%），阴性预测

值为 98.8%（95%CI：93.4%~99.9%）。上述结果说

明，可以将停药后 0 h时MTX和 7‑OHMTX浓度作

为警示值，尽早预警可能发生的MTX延迟排泄，指

导临床医师及时调整亚叶酸钙解救方案。在本研

究所使用的治疗方案中，可将CMTX‑0h>148.8 μmol/L
和C7‑OHMTX‑0h>17.8 μmol/L设定为警示值（图1）。

3.不良反应发生率：Kendall秩相关系数分析

显示，MTX延迟排泄与不良反应发生率呈正相关

（r=0.58，P<0.01）。延迟排泄组总不良反应发生率

为97.7%，高于正常排泄组的28.9%，差异有统计学

意义（Fisher精确概率法，P=0.001）。在各种类型不

良反应中，延迟排泄组肝功能损伤和肾功能损伤发

生率高于正常排泄组，差异有统计学意义（P<
0.05）；其他类型不良反应发生率差异均无统计学

意义（表 2）。进一步分析不同监测时间点MTX和

7‑OHMTX浓度与不良反应发生率的相关性，发现

仅 CMTX‑24h 和 C7‑OHMTX‑24h 与总不良反应发生率（r=
0.400、0.478，均 P<0.05）和肾功能损伤发生率（r=
0.401、0.435，均P<0.05）具有相关性，其余仅有极弱

相关性或相关性分析结果不具有统计学意义。上

述结果提示临床若发生延迟排泄，需要密切关注

肝、肾功能损伤的发生。

4.不同年龄组MTX和 7‑OHMTX浓度比较：不

同年龄组患儿不同监测时间点MTX和 7‑OHMTX
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浓度见表3。15~18岁组患儿停药后0 h，MTX浓度

低于 0~9岁组；停药后 24 h，MTX浓度高于 0~9岁
组和 10~14岁组；停药后 48 h，MTX浓度高于 0~

9岁组，差异均有统计学意义（均P<0.05）。在不同

监测时间点，不同年龄组间 7‑OHMTX浓度差异均

无统计学意义（均 P>0.05）。说明与MTX浓度相

比，7‑OHMTX浓度不受年龄因素的影响。15~18岁
组患儿停药后0 h，MTX浓度低于0~9岁组患儿，但

是经过24 h的代谢和排泄后，15~18岁组患儿MTX
浓度反而高于 0~9岁组患儿，并且在停药后 48 h
时，MTX浓度仍高于0~9岁组患儿。

讨 论

儿童ALL采用大剂量MTX化疗后，不同的指

南和共识在监测血药浓度并判断延迟排泄方面尚

没有完全统一的标准，传统方法多采用停药后24 h
和（或）48 h MTX浓度来判断［3，6‑8］。本研究探讨了

使用HPLC‑MS/MS法同时监测血浆中MTX及其代

谢产物 7‑OHMTX的浓度在药物延迟排泄中的应

用，发现MTX浓度受年龄因素影响，而代谢产物浓

度则不受该因素影响，同时检测代谢产物对临床更

有帮助；且停药后 0 h，MTX和 7‑OHMTX浓度可作

为预警延迟排泄的早期指标，通过设定合理的警示

值，能够预警可能出现的MTX延迟排泄，为临床医

师及时调整用药提供参考。

MTX浓度警示值的设定方法和设定的数值将

直接影响该指标的临床应用。不同的研究采用不

同的方法设定警示值，如 Skärby等［11］将 CMTX‑0h>
150 μmol/L设定为警示值，敏感度为 27%，特异度

为97%；Schmidt等［12］将延迟排泄组停药0 h时MTX
浓度>70 μmol/L作为警示值，敏感度为89.7%，特异

图 1 甲氨蝶呤（MTX）和 7‑羟基甲氨蝶呤

（7‑OHMTX）判断MTX延迟排泄的受试者工作

特征（ROC）曲线 A：停药后0 h时MTX的ROC
曲线；B：停药后0 h时7‑OHMTX的ROC曲线

表2 正常排泄组和延迟排泄组患儿各种类型不良反应发生率比较［例（%）］
组别

正常排泄组

延迟排泄组

χ²值
P值

例数

149
43

白细胞减少

42(28.2)
14(32.6)
0.308
0.579

贫血

32(21.5)
12(27.9)
0.781
0.377

血小板减少

32(21.5)
12(27.9)
0.781
0.377

肝功能损伤

19(12.8)
14(32.6)
9.197
0.002

肾功能损伤

5(3.4)
16(37.2)
-a

<0.001

胃肠道反应

14(9.4)
5(11.6)
-a
0.772

皮肤黏膜损伤

14(9.4)
3(7.0)
-a
0.766

注：a采用Fisher精确概率法

表1 正常排泄组和延迟排泄组患儿不同监测时间点MTX和7‑OHMTX浓度比较［μmol/L, M（P25~P75）］
组别

正常排泄组（n=149）
延迟排泄组（n=43）
Z值

P值

MTX
0 h

127.60（83.19~146.50）
153.10（141.90~188.00）

-4.96
<0.05

24 h
0.31（0.20~0.49）
3.88（1.76~6.19）

-9.95
<0.05

48 h
0.04(0.03~0.08)
0.25(0.15~0.50)

-9.69
<0.05

7‑OHMTX
0 h

16.50(10.04~37.29)
48.20(29.36~82.20)

-6.29
<0.05

24 h
1.71(1.12~2.95)
6.70(4.72~8.99)

-8.02
<0.05

48 h
0.36(0.21~0.53)
1.28(0.83~1.98)

-7.82
<0.05

注：MTX为甲氨蝶呤；7‑OHMTX为7‑羟基甲氨蝶呤
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度为52.9%；Fabresse等［13］则绘制了停药0 h时MTX
浓度的ROC曲线，在保证特异度>50%的情况下，

选择敏感度最高时所对应的浓度为警示值，即将停

药 0 h时MTX浓度>65 μmol/L设定为警示值，得出

其敏感度为 75%，特异度为 52%。在本研究中，也

曾尝试使用文献中的方法，但均不适用，因为 0 h
MTX作为早期的警示值主要起到预警作用，应尽

量保证较高的敏感度。将延迟排泄组 0 h MTX浓

度中位数（153.14 μmol/L）作为警示值时，敏感度仅

为 48%，特异度为 84%，此方法得出的警示值并不

能达到预期的敏感度要求；另一种方法，在保证特

异度>50%的情况下，敏感度最高为 74.4%，此时的

警示值为>127.9 μmol/L，但与本研究的方法相比，

如果将警示值降低 20.9 μmol /L，敏感度仅提高

2.3%，而特异度却损失了 34.3%，因此该方法也不

适用本研究（数据未在结果中展示）。鉴于以上原

因，本研究最终采用ROC曲线上约登指数最大一

点对应值设定为警示值。MTX浓度警示值在临床

实际应用时需要强调两点：（1）不同年龄组患儿可

能需要不同的0 h MTX浓度作为警示值，同一警示

值预警不同年龄组患儿的延迟排泄时会有不同的

敏感度和特异度。例如若将 0 h MTX 浓度 >
148.8 μmol/L设定为警示值，对于纳入研究的全部

0~18岁患儿预警延迟排泄的敏感度为72.1%，对于

0~9岁组患儿的敏感度为 80.0%，对于 15~18岁组

患儿的敏感度为53.3%（数据未在结果中展示），这

可能会对临床决策造成影响，虽然本研究也尝试分

年龄组设定警示值，但年龄分组之后，每组的样本

例数并未达到通过敏感度预估出的最小样本例数，

因此本研究只报道了总体样本计算出的警示值作

为参考，并将在随后的研究中扩大样本量进一步完

善。目前尚未有研究报道在应用大剂量MTX治疗

儿童ALL过程中，依据患儿年龄不同设定不同的

0 h MTX浓度警示值。（2）因为停药后0 h MTX浓度

受用药方案影响，本研究设定警示值仅对采用类似

大剂量MTX治疗方案的患儿的血药浓度监测和延

迟排泄的预警具有参考意义。

同时监测7‑OHMTX浓度对预警ALL患儿延迟

排泄更有帮助，因为0 h 7‑OHMTX浓度不受年龄的

影响，且7‑OHMTX是与大剂量MTX治疗过程中的

不良反应如肾功能损伤等关系最为密切的代谢产

物［9］。同样通过ROC曲线和约登指数的方法，将

0 h 7‑OHMTX浓度>17.8 μmol/L设为警示值，敏感

度高达97.7%。目前已发表的文献中，仅有一篇文

献报道了同时监测0 h MTX和7‑OHMTX浓度并设

定警示值。Fabresse等［13］将停药后 0 h 7‑OHMTX>
27 μmol/L设定为警示值，敏感度为63%，特异度为

52%，但该研究纳入研究的样本量较少，在分析延迟

排泄时仅纳入了 23例患儿共 54次大剂量MTX治

疗。本研究在扩大样本量的基础上，将 0 h时

7‑OHMTX>17.8 μmol/L设定为警示值，预测延迟排

泄具有较高的敏感度，且比0 h MTX浓度具有更大

的AUC值。虽然联合两种或多种指标进行预警或

诊断是临床常见的方法，但因为0 h MTX受年龄影

响，本研究不建议现阶段联合两个指标共同预警，若

在未来的研究中能够得出不同年龄段的0 h MTX警

示值，则可以尝试进行联合预警。临床医师可以根

据实际需要，综合MTX和7‑OHMTX的检测结果及

患儿临床风险，选择敏感度高或者特异度高的指标

预警延迟排泄，及时调整水化碱化或亚叶酸钙方案。

MTX和 7‑OHMTX浓度除了能够预警延迟排

泄，也与不良反应相关，即CMTX‑24h、C7‑OHMTX‑24h与总不

良反应、肾功能损伤的发生呈正相关。在大剂量

MTX治疗儿童ALL常见的各种不良反应中，肝、肾

功能损伤发生率在延迟排泄组显著增加，这可能与

MTX的代谢途径相关。大剂量输注MTX后，其在

肝脏代谢，可造成急性肝损伤，代谢产物7‑OHMTX
约 70%以原型经肾脏排出［9］，而 7‑OHMTX溶解性

比MTX低 3~5倍，可在肾小管结晶形成尿路结石，

导致肾功能损伤。延迟排泄与不良反应的关系也

表3 不同年龄组患儿不同监测时间点MTX和7‑OHMTX浓度比较［μmol/L, M（P25~P75）］
组别

0~9岁组（n=95）
10~14岁组（n=50）
15~18岁组（n=47）
H值

P值

MTX
0 h

140.28(104.50~154.40)
128.37(74.74~152.38)
103.40(62.48~147.10) a

9.990
0.007

24 h
0.30(0.21~0.42)
0.38(0.22~1.31)
0.66(0.51~2.92) ab

30.882
0.001

48 h
0.04(0.03~0.09)b
0.08(0.04~0.11)
0.09(0.05~0.15) a

15.050
0.001

7‑OHMTX
0 h

23.30(14.32~48.14)
20.90(8.43~48.71)
16.90(7.89~35.90)

5.623
0.055

24 h
2.55(1.50~3.99)
2.13(1.12~5.16)
1.56(1.06~3.81)

3.768
0.152

48 h
0.44(0.25~0.65)
0.38(0.23~0.91)
0.40(0.20~0.83)

0.890
0.641

注：MTX为甲氨蝶呤；7‑OHMTX为7‑羟基甲氨蝶呤；与0~9岁组比较，aP<0.05；与10~14岁组比较，bP<0.05
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再一次提示临床，早期预警延迟排泄有助于临床密

切关注患儿是否发生不良反应，以便及早采取干预

措施。

综上所述，MTX浓度受年龄因素影响，传统方

法仅监测 MTX浓度具有一定的局限性，使用

HPLC‑MS/MS法同时监测血浆中MTX及其代谢产

物 7‑OHMTX的浓度对临床更有帮助，可以为ALL
患儿大剂量MTX治疗时临床个体化用药和药代动

力学研究提供参考。
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