
 

·2360·   Chin J Mod Appl Pharm, 2022 September, Vol.39 No.18                           中国现代应用药学 2022 年 9 月第 39 卷第 18 期 

基于Westgard多规则理论建立甲氨蝶呤治疗药物监测的室内质控评估

方法 
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摘要：目的  建立甲氨蝶呤(methotrexate，MTX)血药浓度检测方法，并应用 Westgard 多规则理论对 MTX 血药浓度监测

的室内质量控制进行评价。方法  利用 LC-MS/MS 建立 MTX 血药浓度检测方法并进行方法学验证。对实际治疗药物监

测过程中低、中、高 3 个浓度的 MTX 质控样品的检测结果进行统计分析，绘制 Levery-Jennings 和 Z 分数质控图，运用

Westgard 多规则法对质控图进行评价。结果  MTX 的定量下限为 10.4 ng·mL–1，线性范围为 10.4~5 200 ng·mL–1，各浓度

日内、日间准确度及精密度均<15%，提取回收率为 102.43%~103.26%，基质效应为 113.58%~118.33%，符合生物样本定

量分析的要求。对 Levery-Jennings 和 Z 分数质控图进行 Westgard 多规则质控评价发现，2020 年 11 月期间 MTX 的血药

浓度监测提出警告 2 次(违反 12s 规则)，其余样品均在控。结论  建立的 MTX 血药浓度检测方法专属性好，灵敏度高，

快速准确，且该方法在 MTX 血药浓度的长期检测中具有较好的稳定性。应用质控图及 Westgard 多规则质控评价方法对

保证 MTX 血药浓度检测的可靠性具有重要意义。  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the content determination of methotrexate(MTX) in human plasma and 
to evaluate the internal quality control of MTX plasma concentration monitoring using Westgard multi-rule theory. METHODS  
LC-MS/MS was used to establish and validate the methodology for the determination of MTX plasma concentration. The results 
of MTX quality control samples with low, medium and high concentrations in the actual process of therapeutic drug monitoring 
were statistically analyzed. Levery-Jennings and Z-score quality control charts were drawn, and Westgard multi-rule method was 
used to evaluate the quality control charts. RESULTS  The established method met the requirements of quantitative analysis of 
biological samples with a lower limit of quantitation of 10.4 ng·mL–1, the linearity range was 10.4–5 200 ng·mL–1, the intra-day 
and inter-day accuracies and precisions were all <15%, the extraction recovery ranged from 102.43% to 103.26%, and the matrix 
effect ranged from 113.58% to 118.33%. Using Westgard multi-rule quality control evaluation on the Levery-Jennings and 
Z-score quality control charts found that MTX plasma concentration monitoring during November 2020 had two warnings 
(violation of 12S rule), and the rest samples were all under control. CONCLUSION  The established MTX plasma concentration 
detection method is specific, sensitive, rapid, accurate, and has good stability in the long-term detection of MTX plasma 
concentration. The application of quality control charts and Westgard multi-rule quality control evaluation is of great significance 
to ensure the reliability of MTX plasma concentration detection. 
KEYWORDS: methotrexate; LC-MS/MS; internal quality control; quality control chart; Westgard multi-rule theory 

 

                              
作者简介：朱俊峰，男，博士，主管药师    E-mail: zhujf@zjcc.org.cn    *通信作者：方罗，男，博士，主任药师    E-mail: fangluo@zjcc.org.cn 

甲氨蝶呤(methotrexate，MTX)是一种抗叶酸

类抗肿瘤药，它可以竞争性地抑制二氢叶酸还原

酶，阻止二氢叶酸还原为四氢叶酸，干扰肿瘤细

胞 DNA 的生物合成，从而发挥抗肿瘤作用。目前，

大剂量甲氨蝶呤(high dose methotrexate，HD-MTX)
冲击疗法被广泛应用于急性淋巴细胞白血病、骨

肉瘤、非霍奇金淋巴瘤等恶性肿瘤的化疗中。在

骨 肉 瘤 中 ， MTX 的 治 疗 剂 量 甚 至 可 高 达 8~ 
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12 g·m–2。然而，即使是 500 mg·m–2 的 MTX 对患

者来说也可能是致死剂量。其毒性大小与高浓度药

物在血中的持续时间密切相关，并且 MTX 的体内

消除个体化差异很大[1]。因此，HD-MTX 化疗期间

需要对 MTX 进行治疗药物监测(therapeutic drug 
monitoring，TDM)，用以反映 MTX 在体内的消除

情况和指导亚叶酸钙解救[2]。 
临床上常用的 MTX 血药浓度检测方法有化

学发光微粒子免疫分析法、酶增强免疫分析法、

HPLC 和液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)等[3-7]。

其中，LC-MS/MS 因其良好的专属性和灵敏度已

成为 TDM 检测常用方法。虽然目前已有基于

LC-MS/MS 的 MTX 血药浓度检测方法学报道[8]，

但由于仪器、环境、操作人员等因素的影响，检

测结果的准确性往往难以持续保证，因此亟须建

立更加完善的 MTX 治疗药物监测室内质控评估

体系。《治疗药物监测工作规范专家共识(2019 版)》
中指出，TDM 的质量控制不仅需要进行药物体内

分析技术的方法学考察，也需要制定相关的质量

控制标准[9]。基于此，本研究利用 LC-MS/MS 建

立 MTX 血药浓度检测方法，然后应用 Westgard
多规则质控评价方法，对实际 TDM 过程中的随行

质控样品测定值进行 Levery-Jennings 和 Z 分数质

控图分析，以期完善 MTX 治疗药物监测的室内质

控评估体系，为临床提供更可靠的血药浓度检测

结果。 
1  仪器与试剂 
1.1  仪器 

液相色谱-串联质谱检测系统，包含 JasperTM

液相色谱及配备 ESI 离子源的 SCIEX Triple Quad 
4500MD 串联质谱检测器(美国 AB SCIEX 公司)；
BS124S 电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公

司)；HERAEUS MULTIFUGE 3SR+低温离心机(美
国 Thermo Scientific 公司)；DMT-2500 多管漩涡混

合仪(杭州米欧仪器有限公司)；CASCADA I 实验

室水纯化系统(美国 PALL 公司)。 
1.2  试剂 

MTX 对照品(批号：100138-201606；纯度：

99.8%)、内标(internal standard，IS)甲硝唑对照品(批
号：100191-201808；纯度：100%)均购自中国食品

药品检定研究院；甲酸(色谱纯，上海阿拉丁生化科

技股份有限公司)；甲醇(分析纯，上海凌峰化学试

剂有限公司)；氨水(浙江三鹰化学试剂有限公司)；

甲醇(色谱纯)、乙腈(色谱纯)均购自德国 Merck 公

司；超纯水由 CASCADA I 实验室水纯化系统制备。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的配制 
2.1.1  储备液的配制  精密称取 10.4 mg MTX 对

照品，置于 10 mL 量瓶，用甲醇(含 0.1%氨水)溶
解并稀释至刻度，制得 1.04 mg·mL–1 的 MTX 对照

品储备液；同法再制备一份浓度为 1.04 mg·mL–1

的 MTX 质控样品储备液；精密称取 9.6 mg 甲硝

唑对照品，置于 10 mL 量瓶，用甲醇溶解并稀释

至刻度，制得 0.96 mg·mL–1 的 IS 储备液。储备液

于–30 ℃保存。 
2.1.2  工作液的配制  精密量取 MTX 对照品储

备液适量，以 50%甲醇稀释，配置成 104，520，

1 040，5 200，10 400，26 000，52 000 ng·mL–1 的

对照品工作液；精密量取 MTX 质控样品储备液适

量 ， 以 50% 甲 醇 稀 释 ， 配 置 成 208 ， 4 160 ，

41 600 ng·mL–1 的质控样品工作液；IS 以 50%甲醇

稀释为 2 400 ng·mL–1 的 IS 工作液。 
2.1.3  标准样品及质控样品的配制   精密吸取

90 μL 人空白血浆于 1.5 mL EP 管，加入 10 μL 各浓

度的 MTX 对照品工作液，制得标准样品，其所含

MTX 浓度为 10.4，52，104，520，1 040，2 600，

5 200 ng·mL–1。同法制得 MTX 浓度为 20.8，416，

4 160 ng·mL–1 的低、中、高 3 个浓度的质控样品。 
2.2  样品前处理 

精密吸取 100 μL 患者血浆置于 1.5 mL EP 管，

加入 10 μL IS 工作液，然后加入 400 μL 甲醇沉淀

蛋白，2 500 r·min–1 涡旋 3 min 后，以 24 446×g
高速离心 10 min。吸取上清 100 μL 于新的 EP 管，

加入 400 μL 超纯水，混匀后以 24 446×g 继续离

心 5 min，取上清进行 LC-MS/MS 分析。 
2.3  色谱条件 

色谱柱为 Phenomenex Kinetex C18(2.1 mm× 
100 mm，2.6 μm)。流动相为 0.1%甲酸水(A)-乙腈

(B)，梯度洗脱：0~2.5 min，10%→70%B；2.5~ 
2.75 min，70%→10%B；2.75~4.25 min，10%B；

分析时间 4.25 min；流速 0.3 mL·min–1；柱温 40 ℃；

进样量为 2 μL。 
2.4  质谱条件 

采用正离子模式，多反应监测模式(MRM)。
MTX 的 优 MRM 参数：m/z 455.0/308.1，去簇电
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压(DP)为 100 V，射入电压(EP)为 10 V，碰撞能量

(CE)为 28 eV，碰撞室射出电压(CXP)为 10 V，驻

留时间为 200 ms；IS 的 优 MRM 参数：m/z 
171.8/128.1，DP 为 55 V，EP 为 10 V，CE 为 20 eV，

CXP 为 9 V，驻留时间为 200 ms；离子源参数：

气帘气为 40 psi，离子化电压为 5 500 V，温度为

550 ℃，喷雾气为 55 psi，辅助加热气为 60 psi，碰

撞气为 7 psi。MTX 及 IS 的子离子扫描图见图 1。 
 

 
 

图 1  正离子模式下的子离子扫描图 
A–甲氨蝶呤；B–内标(甲硝唑)。 
Fig. 1  Product ion plots in positive ion mode 
A–methotrexate; B–internal standard(metronidazole). 
 

2.5  方法学验证 
2.5.1  专属性试验  将空白样品(90 μL 空白血浆+ 
10 μL 50%甲醇)、零点样品(90 μL 空白血浆+10 μL 
50%甲醇)、定量下限样品(90 μL 空白血浆+10 μL 
104 ng·mL–1 的 MTX 对照品工作液)、定量上限样

品(90 μL 空白血浆+10 μL 52 000 ng·mL–1 的 MTX
对照品工作液 )及给药后患者血浆 (100 μL)，按

“2.2”项下方法处理(其中空白样品以 50%甲醇代

替 IS 工作液)，进行 LC-MS/MS 分析，各样品的

MRM 色谱图见图 2。MTX 和 IS 的保留时间分别

为 1.89 min 和 1.55 min，满足快速分析定量要求。

同时，定量下限浓度的 MTX 响应值为血浆生物基

质响应值的 10 倍以上，血浆中的内源性成分对

MTX 及 IS 基本无干扰。 
2.5.2  线性关系及定量下限  配制 7 个浓度的

MTX 对照品用于建立标准曲线，按“2.2”项下方

法处理后进行 LC-MS/MS 分析。以 MTX 对照品

浓度为横坐标，MTX 与 IS 的峰面积比值为纵坐

标，进行 1/x2 加权线性回归，得 MTX 标准曲线的

线性方程为 y=0.002 26x–0.003 82，r=0.999，线性

范围为 10.4~5 200 ng·mL–1。平行对 6 个定量下限

样品(MTX 浓度为 10.4 ng·mL–1)处理后进样分析，

按标准曲线回算得 MTX 浓度为(9.97±0.50)ng·mL–1，

准确度以 RE(%)表示为–4.13%，精密度以 RSD(%)
表示为 5.02%，符合方法学验证要求[10-11]。RE(%)
及 RSD(%)的计算见公式(1)和(2)。 

RE(%)=(测定值均值–实际值)/实际值×100% (1) 
RSD(%)=测定值标准差/测定值均值×100% (2) 

2.5.3  精密度和准确度试验   配制定量下限及

低、中、高 3 个浓度的质控样品各 6 份，前处理

后进样分析，代入同日标准曲线方程求得 MTX 的

换 算 浓 度 ， 计 算 日 内 准 确 度 RE(%) 和 精 密 度

RSD(%)。不同 3 d 重复以上试验，同法计算日间

准确度和精密度。定量下限及低、中、高 3 个浓

度的质控样品各重复进样 6 次，代入同日标准曲

线方程求得 MTX 的换算浓度，考察重复进样的再

现性。结果表明，日内、日间 RE 表示分别为

–5.48%~2.59%和–6.44%~–0.58%，精密度 RSD 分

别为 3.15%~ 5.02%和 4.18%~7.09%。重复进样的

再现性 RSD 为 0.75%~5.19%。结果见表 1。 
2.5.4  提取回收率和基质效应  配制低、中、高 3
个浓度的质控样品各 3 个，按“2.2”项下方法处

理后，进样分析得响应值(峰面积)A；90 μL 空白血

浆加入 400 μL 甲醇沉淀蛋白，离心后取上清

196 μL 分别加入 4 μL 低、中、高 3 个浓度的质控

样品工作液和 4 μL IS 工作液混匀，吸取 100 μL
与 400 μL 超纯水混合，再次 24 446×g 高速离心 

 
表 1  甲氨蝶呤的日内、日间精密度及重复进样的再现性 
Tab. 1  Intra-day and inter-day precision of metronidazole and reproducibility of repeated injection 

理论浓度/ 
ng·mL–1 

日间(n=6) 日内(n=3) 重复性(n=6) 

测定浓度/ng·mL–1 准确度
RE/% 

精密度
RSD/%

测定浓度/ng·mL–1 准确度
RE/%

精密度
RSD/%

测定浓度/ng·mL–1 准确度
RE/% 

精密度
RSD/%

10.4 9.97±0.50 –4.13 5.02 10.17±0.66 –2.21 6.49 11.43±0.46 9.90 4.02 

20.8 19.66±0.75 –5.48 3.81 19.46±1.38 –6.44 7.09 21.98±1.14 5.67 5.19 

416 426.78±16.18 2.59 3.79 413.57±23.73 –0.58 5.74 421.93±3.15 1.43 0.75 

4 160 4 053.67±127.68 –2.56 3.15 3 944.78±164.68 –5.17 4.18 4 375.00±201.15 5.17 4.60 
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图 2  MRM 模式色谱图 
A–空白样品；B–零点样品；C–甲氨蝶呤定量下限样品；D–甲氨蝶呤定量上限样品；E–给药后患者血浆。 
Fig. 2  Chromatograms of MRM pattern 
A–blank sample; B–zero sample; C–methotrexate lower limit of quantitation standard sample; D–methotrexate upper limit of quantitation standard sample; 
E–patient plasma after administration. 
 
5 min 后进样分析得响应值 B；以 90 μL 超纯水代

替空白血浆，同上方法处理后进样分析得响应值

C。计算提取回收率与基质效应，见公式(3)和(4)。 
提取回收率(%)=A/B×100% (3) 
 基质效应(%)=B/C×100% (4) 

MTX 各 浓 度 质 控 样 品 的 提 取 回 收 率 为

102.43%~103.26%，表明采用甲醇沉淀血浆蛋白能

够充分提取血浆中的 MTX。基质效应为 113.58%~ 
118.33%，表明血浆中的成分可能对 MTX 具有微弱

的离子增强作用，与文献[8]报道相符。 
2.5.5  稳定性试验  本研究考察了低、中、高 3
个浓度的质控样品在处理后、反复冻融、短期和

长期的稳定性。处理后稳定性指样品处理后置于

自动进样器 24 h；冻融稳定性指样品在–30 ℃和室

温之间经历 3 次冷冻-融化循环；短期稳定性指样

品在室温放置 6 h；长期稳定性指样品在–30 ℃保

存 30 d。各浓度平行操作 6 份，进样分析后按同

日标准曲线计算浓度，计算 RE 和 RSD。处理后

稳定性 RE 为–6.99%~–3.37%，RSD 为 2.51%~ 
4.48%；冻融稳定性 RE 为–0.58%~3.75%，RSD 为

1.07%~3.12%；短期稳定性 RE 为–7.34%~4.73%，

RSD 为 1.86%~3.34%；长期稳定性 RE 为–14.19%~ 
–0.46%，RSD 为 2.89%~3.44%。以上结果表明 MTX
在相应条件下的稳定性符合生物样本定量分析的

要求。 
2.5.6  残留效应和稀释效应  在分析定量上限样

品后进样空白样品，重复 3 次，计算空白样品与

定量下限样品中 MTX 响应值的比值。结果表明空
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白样品中 MTX 残留为定量下限的(3.11±1.52)%，

符合生物样本定量分析的要求。平行配制 6 份

MTX 含量为 20 000 ng·mL–1 的标准添加样品，用

空白血浆稀释 100 倍后按“2.2”项下方法处理进

样分析，其 RE 为–7.54%，RSD 为 3.33%，表明

MTX 浓度超过检测限度时可以通过空白血浆稀释

后进行检测。 
2.6  Westgard 多规则质量控制评价 
2.6.1  Levey-Jennings 质控图  以 2020 年 11 月为

例，对实际 TDM 过程中的低、中、高 3 个浓度(换
算为摩尔浓度分别是 0.046，0.915，9.154 μmol·L–1)
的质控样品的测定值进行统计分析，计算平均值 x
和标准差。将各浓度质控样品的平均值 x 设为靶

值， ( SDx ± )为控制线， ( 2SDx ± )为警戒线，

( 3SDx ± )为失控线。以靶值为中心线，测定日期

为横坐标，浓度为纵坐标，绘制 Levery-Jennings
质控图，结果见图 3。进一步运用 Westgard 多规

则法的 6 个质控规则，即 12s、13s、22s、R4s、41s、

10x，对 Levery-Jennings 质控图进行评价。11 月 2
日 的 低 浓 度 和 高 浓 度 质 控 样 品 测 定 值 超 过

2SDx ± 的警戒线，触发 12s 规则，提示警告 2 次；

各浓度质控样品的测定值均在 3SDx ± 的失控线

以内，未触发 13s 失控规则；无连续 2 个质控结果

超过 2SDx ± ，未触发 22s 失控规则；无相邻 2 个

测定值之差超过 4SD，未触发 R4s 失控规则；无 4
个连续的质控结果超过 SDx ± ，未触发 41s 失控规

则；无 10 个连续的质控结果落在 x 同一侧，未触

发 10x 失控规则。以上结果表明 2020 年 11 月期间

的 MTX 血药浓度检测结果没有出现失控的情况。 
2.6.2  Z 分数质控图  Z 分数表示 1 个测定值 x
距离平均值 x 的相对标准距离，其计算公式见公

式(5)。 
  Z 分数＝(x– x )/SD (5) 

将低、中、高 3 个浓度的质控样品的测定值

转换成 Z 分数形式，绘制 Z 分数质控图，结果见

图 4。运用 Westgard 多规则法对 Z 分数质控图进行

评价，结果与 Levery-Jennings 质控图评价类似。11
月 2 日的低浓度和高浓度质控样品 Z>2，触发 12s

规则，提示警告 2 次；无质控样品 Z>3 或<–3，未

触发 13s 失控规则；无连续 2 个质控结果 Z>2 或<–2，

未触发 22s 失控规则；无相邻 2 个 Z 值之差>4，未

触发 R4s 失控规则；无 4 个连续的质控结果 Z>1 或

<–1，未触发 41s 失控规则；无 10 个连续的质控 

 
 

图 3  甲氨蝶呤质控样品的 Levery-Jennings 质控图 
A–低浓度质控样品；B–中浓度质控样品；C–高浓度质控样品。 
Fig. 3  Levery-Jennings quality control charts of methotrexate 
quality control samples 
A–low concentration of quality control samples; B–medium 
concentration of quality control samples; C–high concentration of quality 
control samples. 

 

 
 

图 4  甲氨蝶呤质控样品的 Z 分数质控图 
Fig. 4  Z score chart of methotrexate quality control samples 
 

结果落在正负同一侧，未触发 10x 失控规则。11
月 2 日虽提示警告，但其后日期质控样品均在控，

考虑非系统性误差引起，因此未进一步处理。 
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2.7  方法应用 
将建立的 MTX 血药浓度检测方法应用于临

床样本检测。2020 年 11 月共有 48 个 MTX 血样送

检，均为非霍奇金淋巴瘤患者在 HD-MTX 化疗后

的血样，其中给药后 24 h 血样 15 个，48 h 血样

17 个，72 h 血样 16 个。各时间点血药浓度检测结

果显示，患者给药后 24 h 的 MTX 血药浓度为

(1.475±1.416)μmol·L–1，48 h 的 MTX 血药浓度为

(0.174±0.25)μmol·L–1，72 h 的 MTX 血药浓度为

(0.046± 0.053)μmol·L–1，表明 MTX 在患者体内消

除的个体化差异很大，见图 5。结合随行质控与

Westgard 多规则理论评价，表明本时段 MTX 血药

浓度检测结果稳定可靠，可以有效提示患者 MTX
的消除情况并指导亚叶酸钙解救剂量。 

 

 
 

图 5  给药后不同时间点的甲氨蝶呤血药浓度 
Fig. 5  Methotrexate plasma concentrations at different time 
after administration 
 

3  讨论 
MTX 的消除延迟可能会造成严重的临床后果，

其 消 除 延 迟 标 准 为 C24 h ≥ 10 μmol·L–1 ， C48 h ≥

1 μmol·L–1 ， C72 h ≥ 0.1 μmol·L–1 以 及 C96 h> 
0.05 μmol·L–1，因此临床上亟须快速、灵敏、准确

的 MTX 血药浓度检测方法。当前，基于免疫法的

MTX 血药浓度分析方法 为常见，如化学发光微

粒子免疫法等。这类方法虽然检测速度十分快，

但 MTX 代谢物对检测结果的干扰较为严重，这种

情况在低浓度时尤为明显[12]。而普通 HPLC 的灵

敏度较差，往往需要更多的患者血浆和极大的进

样体积，同时分析时间较长[13]。因此，本实验室

利用 LC-MS/MS 技术建立了一种快速、可靠的

MTX 血药浓度检测方法。该方法专属性好，定量

下限低至 10.4 ng·mL–1(0.023 μmol·L–1)，且单个样

品的分析时间<5 min，完全能够满足临床 MTX 血

药浓度监测的需求。 
为了进一步保障日常 TDM 过程中的检测质

量，对 TDM 进行室内质量控制评估是必须的。而

目前基于 LC-MS/MS 的血药浓度监测室内质控研

究仍不完善，且尚无与 MTX 血药浓度监测相关的

室内质控研究报道。因此，本研究联合 Levery- 
Jennings 和 Z 分数质控图，并应用 Westgard 多规

则理论进行质控评价，对 LC-MS/MS 测定 MTX
血药浓度的室内质量控制进行了深入的探索。

Levery-Jennings 质控图分别以 1 倍、2 倍和 3 倍

SD 的偏差作为控制线、警戒线和失控线，可以直

观监测精密度，判断是否在控，但只适用于同一

水平的质量控制[14]。而 Z 分数质控图则可将不同

水平的质控样品测定值转换在同一张图上进行比

较。这 2 种方法虽然操作简便，但仅对随机误差

敏 感 ， 对 系 统 误 差 的 发 现 能 力 较 差 。 而 通 过

Westgard 多规则理论对两者进行质控评价分析，

其 13s 和 R4s 规则能够敏锐发现随机误差，22s、41s

和 10x 规则能够准确判断系统误差，从而提高了误

差检出能力[15-16]。因此，与单纯根据随行质控判

断是否在控的“即刻法”相比，结合 Westgard 多

规则理论进行血药浓度质量控制更加合理、有效。

目前，Westgard 多规则质控评价方法在 TDM 领域

的应用越来越受到关注和认可[14-19]。本研究利用

该方法对 2020 年 11 月期间 MTX 的血药浓度监测

进行质量评估，发现警告 2 次，其余样品均在控，

提示建立的 LC-MS/MS 在 MTX 血药浓度的长期

检测中具有较好的稳定性。 
综上所述，本研究利用 LC-MS/MS 技术建立

了一种灵敏、快速、可靠的 MTX 血药浓度检测方

法。通过联合 Levery-Jennings 和 Z 分数质控图，

并应用 Westgard 多规则理论对其进行质控评价，

完善了 MTX 治疗药物监测的室内质控评估体系，

提高了 MTX 血药浓度测定的可靠性。 
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