
 

 

自主研制四极杆-线形离子阱质谱仪测定
血清中甲氨蝶呤
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摘要：本研究基于自主研制的 QLIT-6610MD液相色谱-四极杆-线形离子阱-质谱联用仪，建立了准确测量血清中

甲氨蝶呤的同位素稀释质谱法。采用甲醇沉淀血清样品的蛋白后测定上清液。通过基质匹配标准曲线定量，在

10～5 000 μg/L浓度范围内，甲氨蝶呤的线性系数 R2＞0.999 0，定量限为 10 μg/L，质控品精密度优于 6.94%，血清

样本添加回收率为 86.39%～97.84%，变异系数（CV）≤8.04%。应用 QLIT-6610MD与 AB QTRAP 6500+液相色

谱-质谱联用仪同时测定 70例临床血清样本，并采用 Pearson系数与 BLand-ALtman法进行比较。结果表明，2台

仪器所测结果一致，QLIT-6610MD可达到三重四极杆质谱仪定量测定血清中甲氨蝶呤的水平，能够满足临床诊

断需求，为临床质谱分析提供了一种新的国产仪器选择。此外，本研究还初步探讨了多级碎裂技术（MSn）测定血

清中甲氨蝶呤的可能性，为后续研究奠定基础。
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Abstract: Methotrexate (MTX) is a therapeutic drug that is widely used in clinic for treatment of a

variety of cancers. However, MTX has limited selectivity and serious cytotoxicity, at the same time,

there are problems such as narrow therapeutic window and large individual variability in metabolism

and excretion of MTX. Therefore, blood concentration monitoring is required for MTX administration

in  clinical  practice.  Liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry  (LC-MS/MS)  has  the

advantages  of  strong  specificity,  good  separation  characteristics,  high  sensitivity  and  fast  detection
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speed,  which  has  become  the  internationally  recognized  “ gold  standard”   for  blood  concentration
monitoring of drugs. In this study, an isotope dilution mass spectrometry method was developed for
accurate  measurement  of  MTX  in  serum  by  the  house-made  QLIT-6610MD  quadrupole-linear  ion
trap liquid chromatography-mass spectrometer. Unlike the traditional triple quadrupole QqQ tandem
mass spectrometer, the quadrupole-linear ion trap (Q-LIT) mass spectrometer adopts the quadrupole-
linear  ion  trap  direct  axial  coupling  design,  i.e.,  a  single  linear  ion  trap  is  used  to  replace  the  QqQ
tandem  mass  spectrometer’s  back-end  fragmentation  cell  and  the  quadrupole,  and  no  other
components  are  installed  between  the  quadrupole  and  linear  ion  trap,  which  greatly  streamlines  the
quality  and  efficiency  of  the  mass  spectrometer  while  ensuring  the  original  performance  of  the
instrument.  With  this  unique  configuration,  the  QLIT-6610MD  instrument  uses  a  simultaneous
fragmentation  and  accumulation  technique,  which  remarkedly  reduces  matrix-induced  interferences
and  effectively  reduces  space  charge  effects.  Serum  samples  were  pretreated  with  methanol  to
precipitate proteins and the supernatants were measured by QLIT-6610MD spectrometer. The linear
correlation coefficient (R2＞0.999 0) is obtained for MTX in the range of 10-5 000 μg/L. The limit of
quantification is 10 μg/L. The precision of the quality control is better than 6.94%, and the recoveries
of spiked serum samples are 86.39%-97.84% with a coefficient of variation less than 8.04%. We used
the QLIT-6610MD and AB QTRAP 6500+ liquid chromatography-mass spectrometers to analyze 70
clinical serum samples for comparison of the performance of the house-made instrument by means of
Pearson’s coefficient and BLand-ALtman method. The results showed that the QLIT-6610MD mass
spectrometry achieves a similar level of performance to AB ATRAP 6500+ instrument, and provides
a new domestic instrument option for clinical mass spectrometry. In addition, this study explores the
possibility  applying  the  multi-stage  fragmentation  technique  (MSn)  to  determine  MTX  in  serum,
gaining fundamental data for future studies.
Key words: liquid  chromatography-tandem mass  spectrometry  (LC-MS/MS)； isotope  dilution  mass
spectrometry；quadrupole；linear ion trap；methotrexate (MTX)

甲氨蝶呤（methotrexate，MTX）是一种通过抑

制二氢叶酸还原酶（DHFR）来抑制叶酸代谢的抗

肿瘤药物，它可以抑制癌细胞的 DNA合成，使癌

细胞分裂受阻 [1-4]。临床上，MTX广泛应用于骨

肉瘤、非霍奇金淋巴瘤、髓母细胞瘤、急性淋巴

细胞白血病等疾病的治疗[5-8]。MTX的选择性有

限，具有严重的细胞毒性，同时存在治疗窗口

窄、代谢与排泄个体差异大等问题 [9-11]。因此，

临床上在进行 MTX给药治疗后，需监测血药浓

度，以及时掌握患者动态，这对给药调整以及预

防毒性反应发生具有重要意义。

在 MTX临床分析中，常采用操作简便、结

果稳定的蛋白沉淀法进行样品预处理 [12]，此外，

还有固相萃取、液-液萃取以及磁性纳米粒特异

性提取等方法 [13-16]。目前，临床上针对血清中

MTX的检测方法主要有紫外光谱法、毛细管电

泳法、免疫法、高效液相色谱法和液相色谱-串

联质谱 （LC-MS/MS）法 [17-21]。其中 ， LC-MS/MS
法具有特异性强、分离特性好、灵敏度高、检测

速度快等优点，成为国际公认的血药浓度监测

“金标准” [10]。LC-MS/MS技术主要基于三重四

极杆（QqQ）串联质谱，但该技术和产品由国外仪

器厂商垄断，给我国质谱行业发展造成了阻碍。

离子阱质谱具有结构简单、灵敏度高的特

点 [22]。国外仪器厂商生产的离子阱质谱仪拥有

不同的四极杆和离子阱串联技术，由于其在四极

杆与离子阱之间串联了其他解离部件，导致其结

构复杂，成本较高 [22-24]。中国计量科学研究院国

家市场监管技术创新中心（质谱）研发了一种新

型的四极杆-线形离子阱质谱（Q-LIT）装置 QLIT-
6610MD  [25-26]，并于 2022年获批医疗器械注册

证。QLIT-6610MD采用一种基于 Q-LIT质谱的

同步碎裂和累积技术（简称“同步技术”），大大

减少了基质引起的干扰，有效降低了空间电荷效
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应[25-27]。此外，QLIT-6610MD具有离子阱独有的

多级碎裂（MSn）功能，可以对杂质离子进行动态

排除，能够进一步降低基质效应给定量分析带来

的干扰，实现复杂样品的灵敏分析，在临床质谱

分析方面具有极大的潜力 [27]。Q-LIT串联质谱

比离子阱质谱具有更高的定量准确性，适用于多

种复杂场景的精确分析。与离子在 QqQ串联质

谱碰撞池内高速运动直接与碰撞气发生碰撞诱

导解离 [28]（CID）不同，Q-LIT先将离子捕获在离

子阱中，通过在离子阱施加交流（AC）电压，离子

被共振激发并吸收驱动射频电场的能量获得动

能，与阱内背景气体发生 CID。离子阱内的背景

气体既可以使高能量的离子发生碰撞冷却，又可

以经碰撞将离子的动能转化为内能 [26, 29-30]，从而

获得与 QqQ相近的离子碎裂效率。在结构方

面，Q-LIT质谱仪采用四极杆-线形离子阱直接轴

向耦联设计，即使用单个线形离子阱代替 QqQ
串联质谱后端的碰撞池与四极杆，无需在四极

杆与线形离子阱之间安装其他部件，在保证原

有性能的基础上，极大地精简了质量分析器的

结构[25]。

由于传统的离子阱质谱存在一定的空间电

荷效应，因此极大限制了其定量分析复杂基质样

品的能力[22]。为解决这一问题，近年来出现了许多

新技术，如高压离子阱反复累积前体离子技术[31]、

微型双压离子阱技术 [32-33]等，均对提高离子阱质

谱分辨率、降低空间电荷效应有着积极意义。徐

伟等 [34]开发了基于网格存储波形逆傅里叶变换

（Grid-SWIFT）波形的 Pseudo-MRM模式，在离子

注入离子阱期间连续去除无关离子，仅使目标离

子被捕获、隔离和富集到离子阱中，有效降低了

空间电荷效应，提高了目标分析物的选择性和信

噪比，并成功应用于实际样品的准确定量[35-36]。

本研究拟基于 QLIT-6610MD装置建立四极

杆-线形离子阱液相色谱-质谱联用法测定血清

中 MTX，开展批量实际临床样本的定量分析研

究，与商品化三重四极杆串联质谱仪的测量结果

进行一致性评价，从而为临床质谱分析提供一种

可靠有效的方案。 

1    实验部分 

1.1    仪器与试剂

QLIT-6610MD液相色谱 -串联质谱系统：安

徽砺沐医疗器械有限公司产品 ；AB  QTRAP

6500+液相色谱-串联质谱系统：美国 AB Sciex公

司产品；AL204电子分析天平：瑞士Mettler Toledo
公 司 产 品 ； 5804R型 高 速 冷 冻 离 心 机 ： 德 国

Eppendorf公司产品；KB-5010型涡旋仪：海门市

其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 产 品 ； N-EVAP
112MA氮吹仪：美国Organomation公司产品；PM4-
1300TD型超声仪：英国 PRIMA公司产品；微量

可调移液器 ：德国  Eppendorf公司产品 ；DGG-
9146A电热恒温鼓风干燥箱：上海精密试验设备

有限公司产品；冰箱：韩国 LG公司产品；Milli-Q
型纯水仪：美国 Millipore公司产品；依利特 C18
色谱柱：大连依利特分析仪器有限公司产品。

甲氨蝶呤标准物质：纯度 99.7%，中国食品

药品检定研究院产品；甲氨蝶呤-D3标准品：上

海甄准生物科技有限公司产品；甲醇、乙腈、甲

酸、超纯水：均为质谱纯，美国 Thermo Fisher公司

产品；甲酸铵、乙酸铵：均为质谱纯，美国 Sigma
Aldrich公司产品。 

1.2    溶液配制 

1.2.1    血清样本保存与使用　混合人血清样本

量不小于 500 μL，并于−80 ℃ 保存。为保证样品

在运输过程中的稳定性，采用干冰运输，使用前

在室温下平衡 1 h。 

1.2.2    标准溶液的制备　精密称取适量的甲氨

蝶呤，用 20 mmol/L NaOH水溶液溶解至 5 g/L，
4 ℃ 密封保存，备用。称取 1 mg甲氨蝶呤-d3标

准品，向其中加入 0.5 mL 20 mmol/L NaOH水溶

液溶解，得到 2 g/L甲氨蝶呤 -d3储备液。吸取

10  μL甲 氨 蝶 呤 -d3储 备 液 ， 用 甲 醇 稀 释 至

200 mL，得到 100 μg/L甲氨蝶呤-d3内标溶液，密

封室温保存，备用。 

1.2.3    标准曲线溶液的制备　吸取 10 μL甲氨蝶

呤储备液于同一 EP管中，并加入 990 μL甲醇-水
稀释液（10∶90, V/V），得到 50 000 μg/L甲氨蝶呤

标准品工作溶液，然后用稀释液继续稀释得到

50 000、10 000、5 000、1 000、500、100 μg/L标准

品系列溶液。分别吸取 10 μL标准品系列溶液，

置于不同的 EP管中，向其中加入 90 μL人空白血

清，涡旋混匀 2 min，得到 5 000、1 000、500、100、
50、10 μg/L标准曲线溶液。 

1.2.4    质控样品的制备　吸取 10 μL甲氨蝶呤储

备液于 EP管中，并加入 990 μL甲醇 -水稀释液

（10∶90，V/V），得到 50 000 μg/L甲氨蝶呤标准品
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工作液 ，然后用稀释液继续稀释得到 45  000、
4 500、200、100 μg/L质控工作液，每一浓度的质

控工作液平行配制 6份。分别吸取 10 μL质控

工作液，置于不同的 EP管中，向其中加入 90 μL
人空白血清，涡旋混匀 2 min，得到 4 500、450、
20、10 μg/L质控溶液（QC）。 

1.3    样品前处理

吸取 100 μL血清样品于 EP管中，向其中加

入 500 μL 内标溶液，涡旋混匀 2 min，以 12 000
r/min离心 15 min，取 200 μL上清液，待测。校准品、

质控品的制备过程与样品一致。其中，24 h采集

样品中的甲氨蝶呤浓度超出检测上限，需要用空

白血清稀释 20或 40倍后，按上述方法处理检测。 

1.4    LC-MS/MS 条件 

1.4.1    QLIT-6610MD　色谱条件：依利特 C18色

谱柱（150 mm×4.6 mm×5 μm），流动相为 0.1%甲

酸水溶液 （A）和 0.1%甲酸甲醇溶液 （B），流速

0.6 mL/min；柱温 40 ℃；梯度洗脱程序：0～1 min
（10%～65%B），1～2 min（65%～90%B），2～3 min
（90%～10%B），3～6 min（10%B）。

质谱条件：电喷雾离子源（ESI），正离子模式，

子离子扫描（QTPIS）与多级子离子扫描（QTPISn）；

电喷雾电压 5 000 V，离子源温度 400 ℃，大气压

接口温度 300 ℃，鞘气压强 275 kPa，辅助气压强

140 kPa，反吹气压强 5.5 kPa。其他质谱参数列

于表 1。
 
 

表 1    质谱参数

Table 1    Mass spectrometric parameters

化合物
Compound

母离子
Parent ion
（m/z）

子离子
Daughter ion

（m/z）

QLIT-6610MD AB QTRAP 6500+

富集时间
Enrichment
time/ms

碎裂q点
q Point

碎裂能量
Fragmentation
energy/%

去簇电压
Declustering
voltage/V

碰撞能量
Collision
energy/V

驻留时间
Dwell
time/ms

MTX 455.2 308.2 300 0.3 25 73 27 100

MTX-d3 458.2 311.2 300 0.3 25 73 27 100
 
 

1.4.2    AB QTRAR 6500+　色谱条件同 1.4.1节。

质谱条件：电喷雾离子源，正离子模式，多反应监

测（MRM）模式；电喷雾电压 5 500 V，离子源温

度 450 ℃，雾化气压强 380 kPa，辅助加热气压强

345 kPa，气帘气压强 240 kPa，碰撞解离气设为

Medium。其他质谱参数列于表 1。 

2    结果与讨论 

2.1    LC-MS/MS 方法的建立

根据文献[27, 37-39]报道，甲酸、甲酸铵、乙酸铵

等有助于提高 ESI电离效率，改善色谱峰形，是

常用的可挥发性流动相添加剂。为提高 MTX
在电喷雾离子源下的电离效率，考察了在流动相

体系中添加不同浓度的甲酸、甲酸铵、乙酸铵

对 MTX响应强度的影响，结果示于图 1。由于

缓冲盐在 ESI源内得失电荷的能力强于 MTX，

使得MTX离子化效率下降，同时，缓冲盐结晶会

导致峰形变差。因此，向流动相中添加甲酸与添

加不同浓度铵盐相比，响应强度提升有限，且峰

形不佳，稳定性较差。当加入 0.1%甲酸时，响应

强度与稳定性较加入 0.05%甲酸有较大提升。

但随着甲酸浓度的提高，响应强度与稳定性变

差，这可能是由于 MTX的 pKa=3.04，随着酸浓度

增加，pH值降低，MTX离子化效率降低，导致其

响应强度降低，稳定性变差。与仅添加 0.1%甲

酸相比，在此基础上添加 2 mmol/L乙酸铵后，MTX

的响应强度虽有提高，但其色谱峰变宽，稳定性

较差。使用 0.1%甲酸时，峰形尖锐对称，且响应
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图 1    不同流动相对 MTX 响应强度的影响

Fig. 1    Effect of different mobile phases on the
intensity of the MTX response
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强度满足要求，在后续实际样本检测中，MTX色

谱峰形未受血清基质影响。综上所述，选择向流

动相中添加 0.1%甲酸作为最优条件。

为进一步提高 MTX的响应强度，通过外置

注射泵在 5 μL/min流动注射模式下优化 QLIT-

6610MD质谱条件，包括离子透镜电压参数、离

子源温度、大气压接口温度、碎裂 q 点以及碎裂

能量，根据目标离子的最佳响应强度值选择对应

的参数，优化结果示于图 2，优化后的提取离子

色谱图示于图 3。在高压电场作用下，样品溶液在

离子源与大气压接口装置中经库仑爆炸形成带

电小液滴，并在电场、辅助气与高温多重作用下

去除溶剂，形成的带电离子在真空与电场的双重

作用下经离子导引进入四极杆与线形离子阱[27]。

综上，选择合适的离子化温度对提高 MTX的离

子化效率和准确定量具有重要意义。由图 2a、

2b可见，MTX响应强度随离子源温度和大气压

接口温度升高而升高，当离子源温度达到 400 ℃、

大气压接口温度达到 300 ℃ 时，MTX响应强度

达到最高，随后逐渐降低。离子光学碎裂参数包

括碎裂 q 点与碎裂能量，是对质谱条件进行优化

的重要参数。由马修方程可知，在质荷比一定的

情况下，碎裂 q 点决定了目标物的碎裂效率，因

此选择最佳的碎裂 q 点与碎裂能量可使母离子

经碎裂产生最优子离子 [39-41]。碎裂参数对响应

强度的影响示于图 2c，当碎裂 q 点为 0.1～0.15

时，离子处于相对不稳定状态，碎裂效率极低，此

时施加碎裂能量，目标物响应强度未发生显著

变化；随着碎裂 q 点增加，目标物响应强度提高，

当 q 点值为 0.30、碎裂能量为 25%时，MTX响应

值达到明显峰值。因此，选择离子源温度 400 ℃

与大气压接口温度 300 ℃、碎裂 q 点为 0.30、碎裂

能量为 25%作为 QLIT-6610MD的最佳质谱参数。

在商品化 AB QTRAP 6500+仪器上建立目标

分析物分析方法，在 10 μL/min流动注射状态下

通过外置注射泵将目标分析物溶液注入质谱仪，
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Fig. 2    Optimization results of MS/MS parameter
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368 质  谱  学  报 第 45 卷



正离子模式下检测母离子和子离子强度。通过

优化气体流速、离子源温度、去簇电压、碰撞能

量等关键参数，使目标化合物获得最佳的响应

值，提取离子色谱图示于图 4。
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Fig. 4    Extracted ion chromatograms of MTX by AB QTRAP 6500+
 
 

2.2    方法确证 

2.2.1    专属性　分别取 100 μL人空白血清和质

控样品，按照 1.2.3节方法处理后得到空白血清

和含对照品血清的色谱图，示于图 5，血清中的

内源性物质和内标物质干扰较少，表明专属性考

察合格。
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Fig. 5    Extracted ion chromatograms of blank serum (a) and serum containing control (100 μg/L) (b)
 
 

2.2.2    基质效应　将按照 1.2.3节配制的 100 μg/L

溶剂标准品作为溶液 A，空白血清溶液经 1.3节

方法处理后，取 400 μL上清液，加入 100 μL 500 μg/L

工作液，混匀后得到 100 μg/L基质匹配标准品，

即溶液 B。平行检测溶液 A和溶液 B 9次，以样

品平均峰面积比值计算基质效应（基质效应=溶

液 B峰面积 /溶液 A峰面积×100%）。结果表明，

基质效应为 50.77%，变异系数（CV）为 1.59%，存

在明显的基质效应。因此，选用基质匹配标准曲

线进行定量分析。 

2.2.3    线性关系　以基质匹配标准品浓度比为

横坐标 （x），基质匹配标准品与内标峰面积比

为纵坐标（y）进行线性回归分析，线性方程为

y=0.173 0x+0.120 1，线性相关系数（R2）为 0.999 0，

结果列于表 2。 

2.2.4    精密度　使用 CV表示精密度，平行测定

3次 1.2.4节制备的 QC样品，精密度在 0.95%～

6.94%范围内。 

2.2.5      定量限　在满足重复测定 5次峰面积

CV≤15%的情况下 ，以 10倍信噪比 （S/N）确定

MTX的定量限（LOQ）为 10 μg/L，CV≤5.68%，列

于表 2。 

2.2.6    准确度　使用回收率（RE）表示准确度，按

照 1.2.4节配制 MTX浓度为 20、450、4 500 μg/L
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的 QC样品，每种浓度平行检测 6份，按照 1.3
节方法进行样品前处理 ，回收率在 86.39%～

97.84%之间，CV≤8.04%，列于表 3。 

2.2.7      血清样品的稳定性　通过短期稳定性、

长期稳定性和反复冻融稳定性考察血清样品

的稳定性，每项考察实验制备低（20 μg/L）、中

（450 μg/L）、高（4 500 μg/L）3个浓度 QC血清样

品各 6份。短期稳定性是将 QC血清样品于 20 ℃
放置 24 h后，测定 MTX浓度，得到 CV≤1.63%；

长期稳定性是将 QC血清样品置于−20 ℃ 冰箱

冷冻层内 28天后，测定 MTX浓度，得到 CV≤
4.49%；反复冻融稳定性是将 QC血清样品置于

室温融化后再放入−20 ℃ 冰箱冷冻层，重复 3次

后测定MTX浓度，得到 CV≤0.68%，实验结果列于

表 4。可见，稳定性能够满足生物样品分析的要求。
 
 

表 4    稳定性实验结果

Table 4    Results of stability test

化合物
Compound

浓度
Concentration

/（μg/L）

短期稳定性
Short-term stability

长期稳定性
Long-term stability

反复冻融稳定性
Repeated freeze-thaw stability

实测值
Measured value

/（μg/L）

变异系数
CV/%

实测值
Measured value

/（μg/L）

变异系数
CV/%

实测值
Measured value

/（μg/L）

变异系数
CV/%

MTX 20 19.85 1.63 17.74 4.49 18.56 0.84

450 434.55 0.79 434.37 1.63 425.50 0.67

4500 4288.54 1.05 4329.97 1.29 4132.82 0.68
 
 

2.2.8    稀释效应验证　本研究中，样品检测所需

的最大稀释倍数为 40，因此考察样品稀释 40倍

时的稀释效应。通过比较样品稀释后的最终浓

度与原定量上限（5 000 μg/L）的差异，验证稀释

效应在本方法中的可靠性。结果表明，稀释效应

的精密度（n=6）为 2.34%，实测浓度为（4 804.18±
112.33） μg/L，准确度为−3.91%，符合方法学要求。

因此，将样品稀释后进行测定不影响方法的可行

性和准确性。 

2.3    方法验证

使用低、中、高浓度质控品对本方法进行验

证，结果列于表 5。测定结果的准确度均在靶

值 ±20%内 ，QLIT-6610MD和 AB  QTRAP  6500+
仪器系统测定结果的 CV 值分别为 0.83%～2.96%、

0.57%～6.70%，表明本方法准确可靠。 

2.4    实际样本检测

采 用 QLIT-6610MD和 AB  QTRAP  6500+
两台液质联用仪测定 70例人血清样本，结果示

于图 6，MTX含量在 102.23～869.73 μg/L之间。使

用 Pearson系数分析数据相关性，QLIT-6610MD
和AB QTRAP 6500+之间的相关系数 R≥0.998，两
者之间存在明显的正相关（P<0.01）。采用 Bland-
Altman分析数据一致性，结果示于图 7，数据界

外点数百分比≤8%，表明数据一致性良好。 

 

表 2    方法确证结果

Table 2    Results of methodological corroboration

化合物
Compound

线性回归方程
Linear
equation

相关系数
Correlation
coefficient

（R2）

定量限
LOQ/
(μg/L)

线性范围
Linear
range/
（μg/L）

变异系数CV/%

极低质控
Extremely low quality

control
（10 μg/L）

低质控
Low quality
control

（20 μg/L）

中质控
Medium quality

control
（450 μg/L）

高质控
High quality
control

（4500 μg/L）

MTX y=0.1730x+
0.1201 0.9990 10 10～5000

批内
(n=3)

批间
(n=6)

批内
(n=3)

批间
(n=6)

批内
(n=3)

批间
(n=6)

批内
(n=3)

批间
(n=6)

1.99 4.97 1.59 6.94 0.96 1.70 0.95 0.28

 

表 3    方法准确度考察

Table 3    Examination of extraction recoveries

化合物

Compound
QC浓度

QC concentration/（μg/L）
回收率

RE/%
变异系数

CV/%

MTX 20 88.55 2.67

450 97.84 4.85

4500 86.39 8.04
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2.5    多级碎裂

针对离子阱质谱定量测量中存在的准确性

差和线性范围窄的问题，QLIT-6610MD采用气

相离子同步分离、富集、碎裂和准确测量的技

术，有效降低了空间电荷效应，克服了杂质离子

对目标离子稳定存储和精确操控的干扰，从而

显著提高了离子阱分析复杂基质样本的定量能

力 [25]。鉴于离子阱具有串联质谱（MSn）功能，该

技术有助于进一步提高复杂基质中目标物质的

定性、定量分析能力，有效降低基质效应和提高

灵敏度 [31]。为开发 QLIT-6610MD在串联质谱方

面的应用潜力，本研究初步建立了基于 QLIT-

6610MD的 MTX多级碎裂质谱法。采用 2.1节

优化后的离子透镜电压、离子源温度以及大气

压接口温度 ，在 MTX的 MS2 目标离子对 （m/z

455.2＞308.2）与相应质谱参数的基础上，进一步

优化 MTX的 MS3 碎裂 q 点和碎裂能量。根据

MS3 目标离子对（m/z 455.2＞308.2＞134.0）的最

佳响应强度值选择碎裂 q 点 0.30、碎裂能量

25%作为最佳参数，优化后的 MS3 提取离子色谱

图示于图 8。随后，使用 QLIT-6610MD的MS3 功

能评估血清中 MTX基质效应为 63.64%，CV 为

5.43%。MS3 基质效应较 MS2 有所下降，表明基

于 QLIT-6610MD的 MSn 具有一定的抗基质干扰

能力，可进一步扩展到药物代谢分析等领域。 

3    结论

本研究基于自主研制的 QLIT-6610MD液相

色谱-串联质谱仪，结合蛋白沉淀法，建立了准确

定量血清中 MTX的同位素稀释质谱法。使用

QLIT-6610MD、AB QTRAP 6500+液相色谱-质谱

联用仪测定 70例人血清样品，检出 MTX浓度

为 102.23～869.73 μg/L。分别采用 Pearson系数

和 Bland-Altman法分析定量数据 ，结果显示 ，

 

表 5    方法验证结果

Table 5    Results of method validation

化合物
Compound

质控品浓度
Concentration of QC

/（μg/L）

QLIT-6610MD AB QTRAP 6500+

平均值
Mean value/（μg/L）

（n=6）

回收率
RE/%

变异系数
CV/%

平均值
Mean value/（μg/L）

（n=6）

回收率
RE/%

变异系数
CV/%

MTX 20 22.04 110.20 2.96 21.48 107.40 6.70

450 472.66 105.04 1.64 469.33 104.30 1.44

4500 4173.54 92.75 0.83 4198.33 93.30 0.57
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2台仪器所测数据显著相关，具有良好的一致

性，表明 QLIT-6610MD能够满足临床血药浓度

监测的需求。

针对离子阱质谱广泛存在的由于空间电荷

效应影响定量分析复杂基质中目标物的问题，

QLIT-6610MD基于四极杆和线形离子阱直接轴

向耦联技术，用气相离子同步分离、富集、碎裂

和准确测量的质谱技术，可以减少基质干扰，最

小化空间电荷效应，避免复杂样品的色谱分离，

简化预处理过程，显著提高了定量能力。另外，

采用离子阱 MSn 功能对血清中 MTX的定量分

析进行基质效应评估，有望进一步提高复杂基质

中目标物测量的准确性。综上所述，自主研制

的 QLIT系统能够满足临床诊断需求，为临床质

谱提供新选择。
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