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34例骨肉瘤患者大剂量甲氨蝶呤化疗后血药浓度
与不良反应分析
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摘要：目的 分析骨肉瘤患者使用大剂量甲氨蝶呤（HD-MTX）化疗后肝功能损伤和骨髓抑制的发生情况，

探讨肝损伤和骨髓抑制的发生与 MTX 血药浓度的相关性。方法 选取我院 2019 年 1 月—12 月使用 HD-MTX

治疗的 34例骨肉瘤患者，采用 HPLC 法测定 MTX 静脉滴注开始后 24 h、48 h、72 h的血药浓度（C24 h、C48 h、C72 h），

同时测定患者化疗后肝功能和血常规，采用 Pearson 法分析药物性肝损伤和骨髓抑制的发生与不同时间点 MTX

血药浓度的相关性。结果 HD-MTX化疗完成后，16例患者（47.06%）出现急性药物性肝损伤，主要表现为 GPT

升高；19例患者（55.88%）出现骨髓抑制，主要表现为WBC和NE下降。GPT升高与MTX血药浓度无明显相关性

（P>0.05），而WBC和NE下降与24 h、48 h的MTX血药浓度显著相关（P<0.01）。结论 HD-MTX所致药物性肝

损伤的发生与MTX血药浓度无明显相关性，但骨髓抑制的发生与MTX血药浓度显著相关，给药后24 h 和48 h的

MTX血药浓度越高，患者越易发生骨髓抑制。

关键词：大剂量；甲氨蝶呤；骨肉瘤；血药浓度；不良反应

中图分类号：R738.1 文献标识码：A

Analysis of plasma concentration of methotrexate and adverse reactions
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Abstract: Objective To analyze the occurrence of liver injury and bone marrow suppression after high-dose methotrex⁃
ate (HD-MTX) chemotherapy in patients with osteosarcoma, and to explore the correlation between the adverse reactions
and MTX blood concentration. Methods Thirty-four patients with osteosarcoma treated with HD-MTX were selected in
this study. The plasma concentration of MTX was detected by HPLC method at 24 h, 48 h and 72 h after the beginning of
MTX infusion. The liver function and blood routine indexes were also measured. Pearson method was used to analyze the
correlation between the adverse reactions and the concentration of MTX at different time points. Results After HD-MTX
chemotherapy, 16 patients (47.06%) developed acute drug-induced liver injury, mainly with elevated GPT; 19 patients
(55.88%) developed bone marrow suppression, mainly with decreased WBC and NE. There was no correlation between the
increase of GPT and the MTX blood concentration (P＞0.05). However, the decrease of WBC and NE were significantly re⁃
lated to the 24 h and 48 h MTX blood concentration (P＜0.01). Conclusion The study reveals the acute drug-induced liver
injury caused by HD-MTX is not related to the MTX plasma concentrations at different time points. However, the bone mar⁃
row suppression caused by HD-MTX is significantly related to the MTX plasma concentration. The higher the MTX 24 h
and 48 h blood concentration is, the more likely the bone marrow suppression will occur.
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前言

甲氨蝶呤（methotrexate，MTX）是一种可干扰叶

酸代谢的抗肿瘤药物，其结构类似叶酸，可竞争性

抑制细胞中的二氢叶酸还原酶，使二氢叶酸无法还

原为四氢叶酸，导致胸腺嘧啶核苷和嘌呤核苷酸合

成中的一碳单位转移受阻，抑制肿瘤细胞 DNA和

RNA的合成，从而抑制肿瘤细胞的增殖和复制［1］。
骨肉瘤是儿童及青少年最常见的骨原发恶性肿瘤。

手术和化疗是其主要治疗方式。大剂量甲氨蝶呤

（high dose methotrexate，HD-MTX）联合亚叶酸钙

（calcium tetrahydrofolate，CF）解救是骨肉瘤的一线

化疗方案［1-2］，但此方案中 MTX 的剂量为 8~12
g·m-2，是常规剂量的几十倍，在取得较好的抗肿瘤

疗效的同时，也增加了毒副反应的发生率和严重程

度。MTX治疗指数低，个体差异大，因此使用HD-
MTX治疗时应进行治疗药物监测（therapeutic drug
monitoring，TDM），以保证其有效性和安全性。本研

究收集骨肉瘤患者使用HD-MTX后MTX血药浓度

和不良反应相关数据，并分析患者化疗后肝功能损

伤和骨髓抑制与MTX血药浓度的相关性。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2019年 1月—12月于我院就诊的骨肉瘤

患者 34例，其中男性 21例、女性 13例，年龄 10~
57岁，中位年龄 18.5岁。纳入标准：⑴所有患者均

符合骨肉瘤诊断标准；⑵化疗前肝功能、肾功能和

血常规均正常。排除标准：⑴合并其他严重疾病

者；⑵血药浓度检测结果或生化、血常规等资料不

全者。

1.2 仪器与试剂

甲氨蝶呤注射液（Pfizer Pty Limited，规格 ：

10 mL/1000 mg）；注射用亚叶酸钙（江苏恒瑞医药股

份有限公司，规格：25 mg）；高效液相色谱系统（Agi⁃
lent 1260高效液相色谱仪，G1314F VWD 紫外检测

器，ChemStation工作站）。

1.3 方法

1.3.1 HD-MTX 给药剂量和方法 MTX 8~12
g·m-2持续静脉滴注 6 h，至少于化疗前 12 h开始水

化，并持续至MTX给药结束后 48 h，使用碳酸氢钠

碱化尿液，使尿液 pH值维持在 7.0~8.0。MTX给药

结束后 6 h开始常规 CF解救，给药方式为肌肉注

射，首次给药剂量为 300 mg，之后每 6 h给药 15 mg，
直至 MTX血药浓度低于 0.1 μmol·L-1。如果 24 h
MTX血药浓度显著高于正常水平，则增加 CF每次

解救剂量，直至MTX血药浓度低于 0.1 μmol·L-1。
1.3.2 MTX血药浓度检测 分别于HD-MTX静脉

滴注开始后 24 h、48 h、72 h抽取患者外周静脉血 3~
4 mL，置于紫色EDTA抗凝管中，使用高效液相色谱

法测定MTX血药浓度，并记录结果。样本处理方

法：4 ℃、3000 r·min-1离心 5 min，取血清 500 μL，加
入 40%高氯酸 50 μL，涡旋 3 min进行蛋白沉淀，

22 ℃、14 000 r·min-1离心 10 min，取 200 μL上清进

样。色谱条件：色谱柱为Agilent C18柱（250 mm×4.6
mm，5 μm），流动相为 0.01 mol·L-1磷酸盐缓冲液

（pH=6.8）∶甲醇=80︰20，流速为 1.0 mL·min-1，检测

波长为306 nm，柱温为40 ℃。

1.4 不良反应评价

1.4.1 急性药物性肝损伤 HD-MTX化疗结束后

每天监测患者肝功能指标。根据 2015年中华医学

会肝病学分会制定的药物性肝损伤诊治指南［3］，符
合以下情况即可诊断为药物性肝损伤：⑴化疗前肝

功能指标均正常；⑵化疗后，血清谷丙转氨酶（glu⁃
tamic-pyruvic transaminase，GPT）≥3×健康人群上限

（upper limit of normal，ULN）或碱性磷酸酶（alkaline
phosphatase，ALP）≥2×ULN。基于受损靶细胞类型，

可将药物性肝损伤分为四类，即肝细胞损伤型、胆

汁淤积型、混合型和肝血管损伤型。由国际医学组

织理事会建立并修订的前三种药物性肝损伤判断

标准［4］为：（1）肝细胞损伤型：GPT≥3×ULN，且 R≥5；
（2）胆汁淤积型：ALP≥2×ULN，且 R≤2；（3）混合型：

GPT≥3×ULN，ALP≥2×ULN，且 2<R<5。 其 中 ，R=
（GPT实测值/GPTULN）/（ALP实测值/ALPULN）。

1.4.2 骨髓抑制 HD-MTX化疗结束后每天对患

者进行血常规检查，根据WHO抗癌药物急性及亚

急性毒性反应分级标准，符合以下情况即可诊断为

骨髓抑制：⑴化疗前血常规检查正常；⑵化疗后血

常规：HGB 95~109 g·L-1或WBC（3.0~3.9）×109 L-1或
NE（1.5~1.9）×109 L-1或 PLT（75~99）×109 L-1为Ⅰ度

骨髓抑制；HGB 80~94 g·L-1或WBC（2.0~2.9）×109
L-1或NE（1.0~1.4）×109 L-1或 PLT（50~74）×109 L-1为
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Ⅱ度骨髓抑制；HGB 65~74 g·L-1或WBC（1.0~1.9）×
109 L-1或NE（0.5~0.9）×109 L-1或PLT（25~49）×109 L-1
为Ⅲ度骨髓抑制；HGB<65 g·L-1或WBC<1.0×109 L-1
或 NE<0.5×109 L-1 或 PLT<25×109 L-1 为Ⅳ度骨髓

抑制。

1.5 统计学分析

使用 SPSS 23.0软件进行统计学分析。采用

Pearson分析法对不良反应与 MTX 24 h血药浓度

（C24 h）、48 h血药浓度（C48 h）、72 h血药浓度（C72 h）的

相关性进行分析，以R值表示。P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 血药浓度检测结果 给药后 24 h、48 h、72 h的
MTX血药浓度见表 1。为方便统计分析，血药浓度<
0.1 μmol·L-1时记为0.1 μmol·L-1。

2.2 HD-MTX所致药物性肝损伤 34例患者中，

16例出现肝功能损伤，发生率为 47.06%。其中，12
例为肝细胞损伤型，4例为混合型。肝损伤患者GPT
水平为 167~1328 U·L-1，中位水平为 251.5 U·L-1；
ALP水平为 63~255 U·L-1，中位水平为 103.5 U·L-1。
HD-MTX所致药物性肝损伤主要表现为GPT升高。

2.3 HD-MTX所致骨髓抑制 34例患者中，19例
出现骨髓抑制，发生率为55.88%。其中，6例为Ⅰ度，

10例为Ⅱ度，3例为Ⅲ度；HGB下降（81~108 g·L-1，中
位值 96 g·L-1）7例，WBC下降［（1.42~3.69）×109 L-1，
中位值 2.47×109 L-1）］17例，NE下降［（0.77~1.95）×
109 L-1，中位值 1.26×109 L-1）］14例，PLT下降（51×109
L-1）仅 1例。HD-MTX所致骨髓抑制主要表现为

WBC和NE降低。

2.4 HD-MTX所致不良反应与其血药浓度的相关

性 HD-MTX给药后，患者肝功能指标GPT和ALP
与不同时间点MTX血药浓度（C24 h、C48 h、C72 h）无相关

性（P>0.05），即HD-MTX所致药物性肝损伤与MTX
血药浓度无关。HD-MTX给药后患者骨髓功能指

标HGB和 PLT与不同时间点MTX血药浓度（C24 h、
C48 h、C72 h）无明显相关性（P>0.05），但WBC和NE与

MTX血药浓度相关，尤其与C24 h、C48 h呈显著负相关

（P<0.01），即 HD-MTX 化疗后 24 h和 48 h，患者

MTX血药浓度越高，WBC和NE水平越低，骨髓抑制

的发生率则越高（表2）。

3 讨论

骨肉瘤患者使用HD-MTX化疗的输注时间为

4~6 h，输注结束时MTX峰浓度能更好地预测其临

床疗效，24 h、48 h、72 h的MTX血药浓度均可作为

排泄延迟和用药安全的预测指标［5］。Aquerreta等［6］

研究认为，24 h MTX血药浓度>3.5 μmol·L-1提示患

者有较高毒性风险，刘权祥等［7］认为，检测24 h MTX
血药浓度有益于临床尽早关注高血药浓度患者并

进行治疗干预，以防止严重不良反应的发生。本研

究对 34例骨肉瘤患者HD-MTX化疗后骨髓抑制的

发生与不同时间点MTX血药浓度的相关性进行分

析，发现WBC和NE下降与C24 h、C48 h显著相关，二者

均可预测化疗后是否发生骨髓抑制，并认为 C24 h更
具有时效性和指导意义，通过监测 24 h MTX血药浓

度，医生可及时调整后续治疗方案，对高血药浓度

患者尽早处理，预防性给予升白细胞药物，警惕粒

细胞缺乏伴发热，并增加CF的给药剂量和频次，有

研究认为，可视情况将CF增至100 mg·m-2 q3h［8］。
虽然有研究提示，骨肉瘤患者经HD-MTX治疗

后，肝损伤的生率与 24 h和 48 h MTX血药浓度密切

相关［9］，但也有研究认为，肝损伤仅与 24 h MTX血

药浓度呈正相关，与 48 h、72 h MTX血药浓度无

关［10］。但本研究显示，HD-MTX所致急性药物性肝

损伤与不同时间点MTX血药浓度均无相关性，仅提

表1 给药后各时间点MTX血药浓度

Tab. 1 Plasma concentration of MTX at various time points

时间点

24 h
48 h
72 h

MTX血药浓度/（μmol·L-1）
平均值

3.14
0.21
0.11

最大值

6.94
0.89
0.26

最小值

0.47
0.1
0.1

中位值

2.93
0.14
0.1

表2 临床指标与各时间点MTX血药浓度的相关性

Tab. 2 Correlation between clinical biochemical indicators

and MTX concentration at various time points

生化指标

WBC
NE
HGB
PLT
GPT
ALP

C24 h
R

−0.741
−0.621
−0.219
−0.254
0.039
0.077

P

0.000
0.000
0.213
0.148
0.826
0.666

C48 h
R

−0.589
−0.592
−0.190
−0.182
0.179
0.074

P

0.001
0.003
0.282
0.302
0.311
0.679

C72 h
R

−0.324
−0.278
−0.192
−0.045
0.057
0.106

P

0.061
0.111
0.277
0.418
0.748
0.552
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示肝损伤多表现为GPT升高，类型多为肝细胞损伤

型，可为肝损伤的对症治疗提供一定依据。骨肉瘤

患者使用HD-MTX后出现肝损伤的影响因素是我

们下一步要研究的内容。有Meta分析显示，在儿童

恶性肿瘤中，MTHFR C677T基因多态性与MTX引

起的肝损伤显著相关［11］。也有研究报道，MTRR基

因 rs1801394位点多态性与HD-MTX致急性淋巴细

胞白血病（acute lymphoblastic leukemia，ALL）患儿

肝功能损伤有关［12］。虽然上述研究针对的是儿童

血液系统恶性肿瘤，但也为HD-MTX所致肝损伤的

研究提供了新的思路，未来可进一步分析HD-MTX
所致骨肉瘤患者肝损伤是否与MTHFR、MTRR基因

多态性相关。动物实验研究发现，在Wistar大鼠体

内，螺旋藻的抗氧化、抗炎症、抗凋亡等作用可对抗

MTX引起的肝毒性［13］，提示后续研究也可以探讨肿

瘤患者自服的一些保健品是否可降低MTX所致肝

损伤的严重程度。因此，下一步研究中，我们将扩

大样本量，并对患者自身因素（如年龄、性别）、生活

习惯（如吸烟史、饮酒史、是否服用保健品）、合并疾

病（如既往肝病史、HBV感染情况）、MTX累积剂量、

MTHFR和MTRR基因多态性等因素与MTX化疗所

致肝损伤进行相关性分析。

MTX的治疗窗较窄，因此HD-MTX导致的毒副

反应发生率和严重程度均增加。由于二氢叶酸还

原酶对MTX的亲和力远高于其对叶酸或二氢叶酸

的亲和力，因此，给予大剂量叶酸不能逆转MTX的

抗代谢作用。而CF是四氢叶酸（叶酸的还原型）甲

酰化衍生物的钙盐，进入人体后可越过MTX所阻断

的代谢途径，从旁路直接转化为四氢叶酸，发挥解

救作用，进而降低MTX相关不良反应的发生率或严

重程度。目前，国内外对于使用HD-MTX后 CF解
救剂量和时机尚无统一规范，但必须在MTX开始给

药后 24~42 h内或给药结束后 6~18 h内进行首次解

救［1］。本研究中，CF解救方式均为HD-MTX给药结

束后 6 h给予 CF首剂量 300 mg肌肉注射，此后每 6
h给药 15 mg，直至MTX血药浓度<0.1 μmol·L-1。有

临床医生认为，CF首剂量为 300 mg的目的是预防

MTX不良反应，但本研究认为此剂量值得商榷，因

为CF在解救正常细胞的同时可在一定程度上救援

肿瘤细胞，从而增加肿瘤细胞对 HD-MTX的耐药

性。王军等［14］对 33例使用HD-MTX治疗的ALL患
者进行研究，发现不同CF解救剂量的患者不良反应

发生率无显著差异。闫克里等［15］将 30例使用HD-

MTX治疗的骨肉瘤患者分为常规组和实验组，两组

患者的CF解救剂量和给药时间均不相同，但均未出

现严重的不可逆毒副反应。目前，大部分HD-MTX
联合 CF解救方案推荐的 CF常规剂量为 12~15
mg·m-2 q6h 10~12次，且不会导致肿瘤救援［1］。为进

一步促进HD-MTX的合理应用，保证MTX最大程度

杀伤肿瘤细胞的同时降低其不良反应发生率，需要

进一步验证CF解救首剂量300 mg是否必要。

综上所述，24 h和 48 h MTX血药浓度均可预警

HD-MTX所致骨肉瘤患者骨髓抑制的发生，因 24 h
血药浓度时效性更好，所以更具有临床意义。本研

究未发现MTX所致药物性肝损伤与MTX血药浓度

相关，骨肉瘤患者使用HD-MTX后出现肝损伤的影

响因素将是我们后续研究的内容之一。本研究属

于回顾性研究，入组病例较少，统计分析可能存在

偏差，后期需要扩大样本量进一步研究。
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