
 

 

 
 
 
 
 
 

 

Xét nghiệm ARK™ Methotrexate   
Tờ thông tin đi kèm của ARK Diagnostics, Inc. cho xét nghiệm ARK Methotrexate 

phải được đọc kỹ trước khi sử dụng. Các hướng trên tờ thông tin đi kèm phải được 

tuân theo một cách phù hợp. Độ tin cậy của kết quả xét nghiệm không thể được đảm 

bảo nếu có bất kỳ sai lệch nào so với hướng dẫn trong tờ thông tin đi kèm này. 
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1 TÊN 

Xét nghiệm ARK™  
 
2 MỤC ĐÍCH SỬ DỤNG  
Xét nghiệm ARK Methotrexate là xét nghiệm miễn dịch enzyme đồng nhất nhằm định 

lượng methotrexate trong huyết thanh hoặc huyết tương người trên máy phân tích 

sinh hóa tự động. Các kết quả đo thu được được sử dụng trong việc theo dõi mức 

methotrexate để giúp đảm bảo trị liệu thích hợp.  
Mẫu bệnh phẩm của những bệnh nhân đã sử dụng glucarpidase (carboxypeptidase 

G2) như một liệu pháp bổ sung methotrexate liều cao không nên được thử nghiệm 

với Xét nghiệm ARK Methotrexate. 
 
3 TÓM TẮT VÀ GIẢI THÍCH XÉT NGHIỆM  
Methotrexate [N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinyl) methyl] methylamino]benzoyl]-L-

glutamic acid], trước đây là Amethopterin, là một loại thuốc chống dị ứng được sử 

dụng trong điều trị một số bệnh khối u tân sinh, bệnh vẩy nến nặng và viêm khớp 

dạng thấp ở người trưởng thành.1-3 Methotrexate có khả năng gây độc tính nghiêm 

trọng. Bệnh nhân đang điều trị bằng methotrexate nên được theo dõi chặt chẽ để 

phát hiện các tác dụng độc hại kịp thời. Cần tham khảo hướng dẫn điều trị bằng 

methotrexate với giải cứu leucovorin.1 Liều methotrexate từ trung bình đến cao 

(khoảng 35 mg/m2 - 12 g/m2) với giải cứu leucovorin (yếu tố citrovorum) đã được sử 

dụng với kết quả thuận lợi trong điều trị sacom sinh xương, bệnh bạch cầu, u lympho 

không Hodgkin, ung thư phổi và ung thư vú.4-8 
 
4 NGUYÊN LÝ CỦA QUY TRÌNH  
Xét nghiệm ARK Methotrexate là một xét nghiệm miễn dịch đồng nhất dựa trên sự 

cạnh tranh giữa thuốc trong mẫu thử và methotrexate được gắn nhãn enzyme 

glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) để gắn với thuốc thử kháng thể. Khi 

methotrexate gắn với kháng thể, hoạt độ của enzyme giảm. Khi có thuốc từ mẫu thử, 

hoạt độ của enzyme tăng lên và tỷ lệ thuận với nồng độ thuốc. Enzyme hoạt tính 

chuyển đổi coenzyme nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) thành NADH được 

đo bằng phương pháp đo quang phổ dưới dạng động học enzyme. G6PDH nội sinh 

trong huyết thanh không can thiệp vào kết quả vì coenzyme NAD chỉ hoạt động với 

enzyme vi khuẩn được sử dụng trong xét nghiệm. 
 
5 THUỐC THỬ 
 
REF Mô tả sản phẩm Số lượng/ Thể tích 

5026-0001-00 
5026-0001-02 
5026-0001-03 

Xét nghiệm ARK Methotrexate 

Thuốc thử    – Kháng thể/ Chất nền 
Kháng thể đa dòng của thỏ kháng 
methotrexate, glucose-6-phosphate, 
nicotinamide adenine dinucleotide, albumin 
huyết thanh bò, chất bảo quản và chất ổn định 

1 X 16 mL 

Thuốc thử     – Enzyme 
methotrexate dán nhãn G6PDH vi khuẩn, chất 
đệm, albumin huyết thanh bò, chất bảo quản 
và chất ổn định 

1 X 8 mL 

 
Xử lý và bảo quản thuốc thử  
Thuốc thử ARK Methotrexate Assay được cung cấp dưới dạng chất lỏng, sẵn sàng 

để sử dụng và có thể được sử dụng trực tiếp khi lấy ra từ tủ lạnh. Khi không sử 

dụng, thuốc thử phải được bảo quản ở nhiệt độ 2-8°C (36-46°F), ở tư thế thẳng 

đứng và có nắp vặn chặt. Nếu được bảo quản theo chỉ dẫn, thuốc thử ổn định cho 

đến ngày hết hạn được in trên nhãn. Không cấp đông thuốc thử. Tránh tiếp xúc trong 

thời gian dài với nhiệt độ trên 32°C (90°F). Bảo quản thuốc thử không đúng cách 

có thể ảnh hưởng đến hiệu năng xét nghiệm. 
 
6 CẢNH BÁO VÀ THẬN TRỌNG   
• Sử dụng trong chẩn đoán in vitro. Chỉ dùng theo toa. 

• Thuốc thử  và   được cung cấp dưới dạng một bộ phù hợp và không 

được hoán đổi với thuốc thử từ các số lô khác nhau. 

7 LẤY MẪU THỬ VÀ CHUẨN BỊ PHÂN TÍCH  
• Cần có huyết thanh hoặc huyết tương. Để thống nhất, sử dụng cùng một loại mẫu 

cho từng bệnh nhân là một thực hành tốt phòng xét nghiệm.  
• Thời gian lấy mẫu của methotrexate sẽ phụ thuộc vào liều lượng, thời gian truyền 

và tình trạng lâm sàng của bệnh nhân. Tham khảo các phác đồ điều trị cụ thể về 

thời gian lấy mẫu.  
• Không thể sử dụng máu toàn phần. Các thuốc chống đông máu sau đây có thể 

được sử dụng với xét nghiệm này. 
 

• Natri heparin 
 

• Liti heparin 
 

• Kali EDTA 
 
• Việc lấy máu phải được thực hiện với các ống lấy máu tương thích để sử dụng 

cho theo dõi thuốc điều trị (TDM).  
• Không tạo bọt và tránh cấp đông và rã đông nhiều lần để bảo vệ tính toàn vẹn 

của mẫu thử từ khi thu thập cho đến khi thử nghiệm. 

 

 



 

 

• Fibrin, hồng cầu và các chất dạng hạt khác có thể gây ra kết quả sai. Đảm bảo ly 

tâm đầy đủ.  
• Mẫu thử đã làm trong có thể được lưu trữ đến hai tuần ở 2 đến 8°C. Nếu xét 

nghiệm bị trì hoãn, mẫu thử có thể được lưu trữ đông lạnh (≤ -10°C) trước khi xét 

nghiệm. Cần thận trọng để hạn chế số chu kỳ cấp đông. Mẫu thử đã được làm 

trong có thể chịu được 3 chu kỳ cấp đông - rã đông khi được bảo quản ở - 20°C.  
• Xử lý tất cả các mẫu bệnh phẩm như thể chúng có khả năng lây nhiễm. 

8 QUY TRÌNH 
Vật liệu được cung cấp 

Xét nghiệm ARK Methotrexate -  5026-0001-00 

Xét nghiệm ARK Methotrexate Assay, Roche® cobas c pack -  5026-0001-02 

Xét nghiệm ARK Methotrexate Assay, Roche® cobas c pack green -  5026-
0001-03 

Vật liệu cần thiết - Được cung cấp riêng 

Chất hiệu chuẩn ARK Methotrexate -  5026-0002-00 

Kiểm soát chất lượng - Chất kiểm chuẩn ARK Methotrexate -  5026-0003-00 

Dung dịch đệm pha loãng ARK Methotrexate -  5026-0004-00 

Thiết bị 

Thuốc thử  và  có thể cần phải được chuyển đến các lọ chứa thuốc thử 

dành riêng cho máy phân tích trước khi sử dụng. Tránh nhiễm bẩn chéo  và 

.  
Trình tự xét nghiệm  
Để chạy hoặc hiệu chuẩn xét nghiệm, xem hướng dẫn vận hành cụ thể của thiết bị. 
 
Hiệu chuẩn  
Thực hiện quy trình hiệu chuẩn đầy đủ (6 điểm) bằng các Chất hiệu chuẩn ARK 

Methotrexate A, B, C, D, E và F; chạy lặp lại hai lần cho các chất hiệu chuẩn. Cần 

hiệu chuẩn với mỗi lô thuốc thử mới. Xác nhận đường cong hiệu chuẩn với ít nhất hai 

mức kiểm soát chất lượng theo kế hoạch đảm bảo chất lượng đã thiết lập của phòng 

thí nghiệm.  
Hiệu chuẩn lại  
• Bất cứ khi nào một số lô thuốc thử mới được sử dụng 
• Bất cứ khi nào được chỉ định bởi kết quả kiểm soát chất lượng 
• Bất cứ khi nào được yêu cầu bởi các quy trình tiêu chuẩn của phòng thí nghiệm 
Kiểm soát chất lượng (QC)  
Các phòng thí nghiệm nên thiết lập các quy trình QC cho Xét nghiệm ARK 

Methotrexate. Tất cả các yêu cầu kiểm soát chất lượng và xét nghiệm phải được thực 

hiện phù hợp với các quy định hoặc yêu cầu được công nhận của địa phương, tiểu 

bang và/hoặc liên bang.  
Thực hành tốt trong phòng thí nghiệm cho thấy rằng ít nhất hai mức (điểm quyết định 

y tế thấp và cao) kiểm soát chất lượng cần được kiểm tra vào mỗi ngày mẫu bệnh 

phẩm được xét nghiệm và mỗi lần thực hiện hiệu chuẩn. Theo dõi bất kỳ xu hướng 

hoặc thay đổi nào của các giá trị kiểm chuẩn. Nếu bất kỳ xu hướng hoặc thay đổi nào 

được phát hiện, hoặc nếu kiểm chuẩn không phục hồi trong phạm vi chỉ định, hãy xem 

lại tất cả các thông số vận hành theo quy trình chất lượng của phòng thí nghiệm lâm 

sàng của bạn. Liên hệ với bộ phận Dịch vụ Khách hàng để được hỗ trợ thêm. 
 
Quy trình pha loãng thủ công  
Phạm vi đo của Xét nghiệm ARK Methotrexate là 0,04 - 1,20 μmol/L. Mẫu thử và chất 

kiểm chuẩn có chứa methotrexate ở nồng độ cao hơn (> 1,20 μmol/L), được phân tích 

bằng cách pha loãng mẫu thử và chất kiểm chuẩn trong phạm vi đo. 

Pha loãng thủ công mẫu thử hoặc chất kiểm chuẩn nồng độ cao với Dung dịch đệm 

pha loãng ARK Methotrexate bằng cách chuẩn bị pha loãng liên tiếp mười lần thích 

hợp như dưới đây. 

 Thể tích mẫu 
Thể tích dung dịch 

đệm pha loãng 
Tỷ lệ pha 

loãng 
Hệ số pha 

loãng 

50 μL Mẫu không pha loãng 450 μL 1:10 10 

50 μL Mẫu 1:10  450 μL 1:100 100 

50 μL Mẫu 1:100   450 μL 1:1000 1000 

50 μL Mẫu 1:1000   450 μL 1:10000 10000 
     
 
                                             (Thể tích mẫu thử + Thể tích dung dịch đệm pha loãng) 

                
                    Thể tích mẫu thử  

Nhân kết quả xét nghiệm với hệ số pha loãng. 

9 KẾT QUẢ  
Để chuyển đổi μmol/L thành μg/mL, chia giá trị thu được cho hệ số chuyển đổi là 
2.2005. 

10 GIỚI HẠN CỦA QUY TRÌNH  
Xét nghiệm này được thiết kế để chỉ sử dụng với huyết thanh hoặc huyết tương; tham 

khảo phần Lấy mẫu và chuẩn bị phân tích. Nói chung, nên sử dụng cùng một phương 

pháp (cũng như chất gốc) nhất quán cho từng bệnh nhân riêng lẻ do có khả năng thay 

đổi giữa các phương pháp. Xem phần Giá trị kỳ vọng bên dưới.  
Như với tất cả các xác định chất phân tích, giá trị methotrexate nên được sử dụng 

cùng với thông tin có sẵn từ đánh giá lâm sàng và các thủ tục chẩn đoán khác. 

QUAN TRỌNG: Mẫu thử của những bệnh nhân đã sử dụng glucarpidase 

(carboxypeptidase G2) là một liệu pháp cứu hộ methotrexate liều cao không nên 

được xét nghiệm với Xét nghiệm ARK Methotrexate. Những mẫu thử này đã làm 

tăng nồng độ trong huyết thanh của 4-[[2,4-diamino-6-(pteridinyl)methyl]- 

methylamino]-benzoic acid (DAMPA)10-12 bắt nguồn từ việc chuyển hóa 

methotrexate bởi glucarpidase. DAMPA phản ứng chéo với kháng thể methotrexate 

được sử dụng trong xét nghiệm này và có thể tiếp tục lưu hành trong ít nhất năm 

đến bảy ngày trước khi có thể tiếp tục thực hiện các phép đo methotrexate chính 

xác.13 Các bác sĩ về ung bướu trong nhóm lâm sàng nên thông báo cho phòng thí 

nghiệm khi glucarpidase được sử dụng để tránh báo cáo nồng độ methotrexate 

tăng giả do can thiệp bởi DAMPA sẽ gây nhầm lẫn cho những nỗ lực của liệu pháp 

glucarpidase.13 Mặc dù glucarpidase được dung nạp tốt và làm giảm nhanh MTX 

lưu thông, việc loại bỏ MTX ở thận chậm vẫn có thể là vấn đề đối với bệnh nhân 

trưởng thành và người già.14
 

 
11 GIÁ TRỊ KỲ VỌNG  
Nồng độ methotrexate trong huyết thanh phụ thuộc vào chỉ định sử dụng, liều 

lượng, phương thức sử dụng, chế độ điều trị, dược động học, chuyển hóa và các 

yếu tố lâm sàng khác.1,3 Mặc dù nồng độ trong huyết thanh thường có thể đạt 

khoảng 10 đến 100 μmol/L trong điều trị ung thư vú (ví dụ),15 nồng độ này có thể 

vượt quá 1000 μmol/L16 khi điều trị liều cao cho bệnh u xương, và lên đến 3100 

μmol/L methotrexate đã đạt được sau khi tiêm truyền 4 giờ ở bệnh nhân nhi mắc 

bệnh xương khớp.17 Để điều trị bệnh xương khớp,16 đường cong phân rã có độ 

biến thiên rộng: 24 giờ, 30 đến 300 μmol/L; 48 giờ, 3 đến 30 μmol/L; và 72 giờ, ít 

hơn 0,3 μmol/L. Một liều 10 mg leucovorin thường được tiêm tĩnh mạch 24 giờ sau 

khi bắt đầu truyền MTX. Các liều tiếp theo được điều chỉnh và sử dụng theo các 

mức MTX thu được sau 24, 48 và 72 giờ. Nồng độ methotrexate vượt quá 50 

μmol/L sau 24 giờ, 10 μmol/L sau 48 giờ và 0,5 μmol/L sau 72 giờ cho thấy độc 

tính tiềm tàng và thường được điều trị bằng cách tăng liều leucovorin theo thuật 

toán cho đến khi Mức MTX là < 0,1 μmol/L. Hướng dẫn điều trị bằng methotrexate 

với cứu hộ leucovorin thường khuyến nghị sử dụng leucovorin cho đến khi mức 

methotrexate giảm xuống dưới 0,05 μmol/L.1, 9 Một số trung tâm tuân theo mức ≤ 

0,10 μmol/L.16, 18
  

Từ thông tin kê đơn và các thông tin khác: Các chỉ số phòng thí nghiệm về 

độc tính sau lịch trình cứu hộ leucovorin với methotrexate liều cao.1, 9, 19
 

 

Tình huống lâm sàng 

Phát hiện trong phòng thí nghiệm 

Mức Methotrexate 
(µmol/L) 

Số giờ 
sau khi dùng 

Loại bỏ Methotrexate 
bình thường 

~10 
~1 

<0,2 

24 
48 
72 

Loại bỏ methotrexate muộn >0,2 72 

bị trì hoãn >0,05 96 

Loại bỏ methotrexate sớm   24 

bị trì hoãn 

HOẶC 

48 

và/hoặc  
24 Bằng chứng tổn thương thận cấp 

tính 

 
Tăng ≥ 100% trong 

creatinine 
huyết thanh 

 

  

    
Độc tính trên thận là một nguy cơ đáng kể và có thể bị trầm trọng hơn khi dùng 

chung các thuốc khác,14, 19 ví dụ như vancomycin.20 Các dạng độc tính khác có thể 

xảy ra, bao gồm rối loạn tiêu hóa (ví dụ, buồn nôn, nôn, đau bụng), rối loạn niêm 

mạc da (đặc biệt là viêm niêm mạc), bất thường về huyết học (ví dụ, giảm bạch cầu 

và giảm tiểu cầu), rối loạn xét nghiệm chức năng gan và nhiễm độc thần kinh.21-28  
Xét đặc điểm về sự xuất hiện của chất chuyển hóa 7-hydroxymethotrexate,15, 27 tỷ 

lệ mol của nó đối với methotrexate lên tới khoảng 100 lần,29 và không tan tương đối 

so với thuốc mẹ,14, 19 độc tính thận có thể xảy ra do sự kết tủa của chất chuyển hóa 

trong ống thận29 có thể trì hoãn việc tự loại bỏ methotrexate.  
Liệu pháp Glucarpidase (có sẵn để sử dụng dưới dạng cứu trợ khẩn cấp) làm giảm 

nhanh chóng mức độ lưu hành của methotrexate, không phải thuốc nội bào. Hiệu 

ứng hồi phục nồng độ methotrexate trong huyết thanh sau khi điều trị bằng 

glucarpidase đã được quan sát thấy.14 Việc loại bỏ DAMPA có thể mất vài ngày 

trước khi nó không còn can thiệp vào việc theo dõi methotrexate bằng xét nghiệm 

miễn dịch.13 
 
12 ĐẶC ĐIỂM HIỆU NĂNG CỤ THỂ  
Mỗi phòng thí nghiệm chịu trách nhiệm xác minh hiệu năng bằng cách sử dụng các 

thông số thiết bị được thiết lập cho máy phân tích của MÌNH. Các đặc tính hiệu 

NĂNG sau đây thu được trên Hệ thống Beckman Coulter AU680.  
Giới hạn định lượng (LoQ)  
Các đặc điểm sau được xác định theo CLSI EP17-A2 cho Xét nghiệm ARK 

Methotrexate. Hiệu năng của các máy phân tích cụ thể có thể khác nhau. 

Hệ số pha loãng thủ công = 

≥ 50 

≥ 5 

HOẶC 

 



 

 

 
 

Tiêu chí Nồng độ MTX 

(μmol/L) 

Giới hạn trống (LoB); N = 60 

μB + 1,645 SD , trong đó SD = 0,002 
0,00 

Giới hạn phát hiện (LoD); N = 60 

LoB + 1,652 SD, trong đó SD = 0,012 
0,02 

Giới hạn định lượng (LoQ); N = 40 

LoQ – 2 SD > LoD 
0,04 

Mỗi phòng thí nghiệm chịu trách nhiệm xác định các tiêu chí báo cáo về nồng độ 
methotrexate. Gợi ý sau đây từ CLSI EP17-A2 có thể phù hợp: 
 
Kết quả ≤ LoB báo cáo “không phát hiện; nồng độ < LoD” 
 
LoB < Kết quả < LoQ báo cáo “chất phân tích được phát hiện; nồng độ < LoQ” 
 
Kết quả ≥ LoQ báo cáo kết quả như đã đo 
 
Phạm vi đo lường  
Phạm vi đo của Xét nghiệm ARK Methotrexate là 0,04 - 1,20 μmol/L. Mẫu thử có 

chứa methotrexate ở nồng độ cao hơn được phân tích bằng cách pha loãng mẫu. 

Báo cáo các giá trị đã được xét nghiệm vượt quá LoD theo thông tin được cung cấp 

cho LoQ. Nhân kết quả xét nghiệm với hệ số pha loãng đối với mẫu có chứa 

methotrexate trên phạm vi đo.  
Phục hồi  
Độ chính xác (phục hồi phân tích) đã được thực hiện bằng cách thêm thuốc 

methotrexate đậm đặc vào huyết thanh người âm tính với methotrexate. Một chất cô 

đặc được chứng nhận của methotrexate có độ tinh khiết cao đã được thêm vào thể 

tích huyết thanh người âm tính với methotrexate, đại diện cho nồng độ thuốc trong 

phạm vi hiệu chuẩn xét nghiệm. Sáu bản sao của mỗi mẫu được phân tích trên máy 

phân tích sinh hóa tự động. Các kết quả được tính trung bình và so sánh với nồng độ 

mục tiêu và phần trăm phục hồi được tính toán. Kết quả được hiển thị dưới đây. 

 

% Phục hồi = 100 ×  Nồng độ phục hồi trung bình 

 Nồng độ lý thuyết 

 

 
Nồng độ lý 

thuyết 

(μmol/L) 

Nồng độ phục hồi 

trung bình 

(μmol/L) 

Phần trăm phục hồi 

(%) 

 

 

0,06 0,06 102,8 

0,10 0,11 108,3 

0,30 0,30 101,1 

0,60 0,62 103,3 

1,00 1,06 105,7 
 

Phần trăm phục hồi trung bình:104.2 
 
Độ tuyến tính  
Các nghiên cứu tuyến tính được thực hiện theo đề xuất trong CLSI EP6-A. Một 

mẫu huyết thanh 1,40 μmol/L đã được chuẩn bị và pha loãng được thực hiện 

tương ứng với huyết thanh người âm tính với methotrexate. Xét nghiệm ARK 

Methotrexate là tuyến tính trong khoảng 0,03 đến 1,20 μmol/L. Kết quả được 

hiển thị dưới đây. 

 

Lý thuyết 
(μmol/L) 

Kết quả quan 
sát (μmol/L) 

Kết quả dự 
đoán thứ tự 

thứ nhất 

Kết quả dự 
đoán thứ tự 

thứ hai 

Chênh lệch 
(μmol/L hoặc 

%) 

0,00 0,01 -0,002 0,010 NA 
0,03 0,04 0,029 0,038 0,009 µmol/L 
0,05 0,06 0,050 0,057 0,007 µmol/L 
0,12 0,13 0,124 0,125 1,1 % 
0,24 0,24 0,250 0,243 -2,7 % 
0,36 0,36 0,375 0,363 -3,2 % 
0,48 0,49 0,501 0,486 -3,0 % 
0,72 0,72 0,753 0,740 -1,8 % 
0,96 1,02 1,005 1,003 -0,2 % 
1,20 1,27 1,257 1,277 1,6 % 

 
 
Các mẫu có chứa methotrexate trong khoảng từ 2 đến 1200 μmol/L được chuẩn bị 

theo tỷ lệ trong huyết thanh người và sau đó được pha loãng trong phạm vi hiệu 

chuẩn với Dung dịch đệm pha loãng ARK Methotrexate. Hồi quy nồng độ 

methotrexate đã phân tích là tuyến tính trong toàn phạm vi. 

So sánh phương pháp  
Các nghiên cứu tương quan đã được thực hiện bằng cách sử dụng CLSI EP9-A3. 

Kết quả từ xét nghiệm ARK Methotrexate trên máy phân tích Beckman Coulter 

AU680 được so sánh với kết quả trên máy phân tích Roche/Hitachi 917. 

Nồng độ methotrexate của Roche/Hitachi 917 dao động từ 0,04 đến 1050 μmol/L 

(μM). Giá trị ARK Methotrexate trên Beckman Coulter AU680 dao động từ 0,04 đến 

1070 μmol/L. Kết quả phân tích hồi quy Passing-Bablok30 cho nghiên cứu được 

trình bày dưới đây (với giới hạn tin cậy 95%) cho 112 mẫu trong phạm vi đo cũng 

như cho tất cả 142 mẫu bao gồm cả các mẫu trên phạm vi đo cần pha loãng.  
 

Thông số 

Phạm vi 0,04 đến  
1,11 μM 

Phạm vi 0,04 đến  
1050 μM 

     

Hệ số góc 0,99 (0,96 đến 1,00) 1,00 (1,00 đến 1,02) 

Hệ số chặn y 0,00 (0,00 đến 0,01) 0,00 (0,00 đến 0,00) 

Hệ số tương quan (r2) 0,98 (0,97 đến 0,98) 1,00 (1,00 đến 1,00) 

Số mẫu 112 NA 142 NA 
     

Độ chụm  
Độ chụm được xác định như được mô tả trong CLSI EP5-A3. Chất kiểm chuẩn 

ARK Methotrexate sáu mức và huyết thanh người tổng hợp có chứa methotrexate 

đã được sử dụng trong nghiên cứu. Mỗi mức đã được xét nghiệm trong bốn lần hai 

lần một ngày trong 20 ngày. Mỗi lần chạy mỗi ngày được cách nhau ít nhất hai giờ. 

SD trong lần chạy, giữa các ngày, tổng SD và phần trăm CV đã được tính toán. Kết 

quả được hiển thị dưới đây. Tiêu chí chấp nhận: ≤ 10% tổng CV ở mức > 0,1 

μmol/L, SD ≤ 0,01 ở mức ≤ 0,1 μmol/L. 
 

Mẫu N 
Trung vị 
(μmol/L) 

Trong lần chạy Giữa các ngày Tổng 

SD 
CV 
(%) SD CV (%) SD CV (%) 

Chất kiểm chuẩn ARK Methotrexate      

LOW 160 0,08 0,006 7,8 0,004 5,5 0,008 9,6 

MID 160 0,39 0,009 2,2 0,007 1,7 0,012 3,1 

HIGH 160 0,78 0,026 3,3 0,027 3,5 0,038 4,9 

5 160 5,2 0,186 3,6 0,247 4,8 0,309 6,0 

50 160 48,7 3,674 7,6 2,264 4,6 4,439 9,2 

500 160 516,8 13,284 2,6 35,641 6,9 38,813 7,5 

Huyết thanh người       

LOW 160 0,08 0,007 8,9 0,006 7,2 0,009 11,2 

MID 160 0,41 0,011 2,6 0,008 2,1 0,015 3,7 

HIGH 160 0,82 0,038 4,6 0,031 3,8 0,050 6,1 

5 160 5,2 0,278 5,3 0,381 7,3 0,464 8,9 

50 160 53,0 1,624 3,1 3,319 6,3 3,705 7,0 

500 160 507,9 12,222 2,4 22,957 4,5 26,177 5,2 
 

Các chất can thiệp  
Các nghiên cứu can thiệp được thực hiện bằng cách sử dụng CLSI EP7-A2 làm 

hướng dẫn. Nồng độ cao trên lâm sàng của các chất nội sinh có khả năng can 

thiệp như dưới đây trong huyết thanh với nồng độ methotrexate đã biết (khoảng 

0,05 và 0,50 μmol/L) đã được đánh giá. Mỗi mẫu được phân tích bằng Xét nghiệm 

ARK Methotrexate, cùng với chất kiểm chuẩn huyết thanh của methotrexate. Đo 

methotrexate không bị ảnh hưởng đáng kể ở mức độ các chất nội sinh được xét 

nghiệm. 
 

  
Methotrexate 

(~ 0,05 μmol/L) 
Methotrexate 

(~ 0,50 μmol/L) 

Chất 
Can thiệp 

Nồng độ 
chất 

can thiệp 

Chất kiểm 
chuẩn 
huyết 
thanh 

Xét 
nghiệm 

Chất 
kiểm 

chuẩn 
huyết 
thanh 

Xét nghiệm 
(% Chất kiểm 

chuẩn) 
      

Albumin 12 g/dL 0,05 0,05 0,48 0,50 (103,5) 

Bilirubin – trực tiếp 70 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (101,4) 

Bilirubin - gián tiếp 70 mg/dL 0,05 0,05 0,48 0,48 (101,4) 

Cholesterol 620 mg/dL 0,05 0,04 0,47 0,48 (103,2) 

Gamma-Globulin 12 g/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (100,7) 

Hemoglobin 1000 mg/dL 0,06 0,06 0,48 0,49 (101,4) 

Yếu tố dạng thấp 1080 IU/mL 0,06 0,07 0,46 0,45 (96,7) 

Triglycerides 835 mg/dL 0,05 0,04 0,48 0,48 (98,6) 

Axit uric 30 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (100,7) 
      



 

 

 
Độ đặc hiệu  
Các chất chuyển hóa methotrexate, chất tương tự folate và các hợp chất khác có cấu 

trúc tương tự đã được xét nghiệm để xác định xem các hợp chất này có ảnh hưởng 

đến việc định lượng nồng độ methotrexate bằng cách sử dụng Xét nghiệm ARK 

Methotrexate hay không. Nồng độ cao của các hợp chất này được đưa vào bể huyết 

thanh không chứa methotrexate, chứa 0,05 μmol/L hoặc 0,50 μmol/L methotrexate. 

Các mẫu được phân tích và nồng độ methotrexate của các mẫu có chứa chất can 

thiệp được so sánh với chất kiểm chuẩn huyết thanh.  
Phản ứng chéo với 7-Hydroxymethotrexate, chất chuyển hóa chính  
Sau khi dùng methotrexate liều cao (HDMTX), nồng độ 7-hydroxymethotrexate trong 

huyết thanh/huyết tương thường vượt quá nồng độ methotrexate ở các thời điểm sau 

đó. Các mức 7-hydroxymethotrexate được báo cáo là vượt quá các mức của 

methotrexate lên đến 100 lần trong 12 đến 48 giờ sau khi dùng HDMTX.
15, 27, 29, 31, 33-34  

Khả năng phản ứng chéo của 7-hydroxymethotrexate trong phép đo methotrexate đã 

được xác định đối với Xét nghiệm ARK Methotrexate bằng cách xét nghiệm các mẫu 

được ghép chứa (1) cả 0,05 μmol/L methotrexate và 5 μmol/L 7-hydroxymethotrexate 

và (2) 50 μmol/L 7-hydroxymethotrexate trong huyết thanh người.  
Xét nghiệm ARK Methotrexate không phản ứng chéo (≤ 0,1%) với chất chuyển hóa 

chính 7-hydroxymethotrexate.  
Phản ứng chéo với axit 2,4-Diamino-N10-methylpteroic (DAMPA)  
Là một chất chuyển hóa nhỏ của methotrexate, DAMPA dự kiến sẽ không lưu hành ở 

nồng độ gây cản trở trong việc đo methotrexate.32 Tuy nhiên, sau khi điều trị bằng 

glucarpidase, nồng độ DAMPA trong huyết thanh có thể đáng kể.13, 14 Xét nghiệm 

ARK Methotrexate phản ứng chéo đáng kể với chất chuyển hóa nhỏ DAMPA. Các xét 

nghiệm đã được thực hiện trong trường hợp không có thuốc methotrexate mẹ. Khả 

năng phản ứng chéo với DAMPA dao động từ 76,3% đến 100% dựa trên dữ liệu 

được quan sát. Không nên sử dụng xét nghiệm trong khi điều trị cứu trợ khẩn cấp với 

glucarpidase (carboxypeptidase G2) chuyển đổi nhanh methotrexate lưu hành thành 

DAMPA.  
Các thuốc phản ứng chéo  
Xét nghiệm ARK Methotrexate phản ứng nhẹ với triamterene và trimethoprim, tuy 

nhiên những thuốc này có thể chống chỉ định trong điều trị ung thư MTX do tác dụng 

phụ bổ sung nếu dùng chung. Các cấu trúc của các hợp chất này phù hợp chặt chẽ 

với nửa vòng pteridine của methotrexate. Trong trường hợp không có methotrexate, 

quan sát thấy có phản ứng chéo với triamterene (1,15%) và trimethoprim (0,01%). Khi 

có methotrexate, có phản ứng chéo với triamterene (≤ 3,3%) và trimethoprim (≤ 0,5%) 

dựa trên dữ liệu quan sát được.  
Phản ứng chéo với các chất tương tự folate và các hợp chất khác  
Xét nghiệm ARK Methotrexate không phản ứng chéo (≤ 0,01%) với các chất tương tự 

folate hoặc các hợp chất khác ở mức ≥ 1000 μmol/L như đã được xét nghiệm. 
 

Hợp chất 
Xét nghiệm 

(μmol/L) 

Adriamycin 1000 

Cyclophosphamide 1500 

Cytosine 1000 

Dihydrofolic Acid 1000 

DL-6-Methyl-5,6,7,8-Tetrahydropterine 1000 

Folic Acid 1000 

Folinic Acid (leucovorin) 1000 

5-Fluorouracil 3000 

6-Mercaptopurine 1000 

5-Methyltetrahydrofolic acid 1000 

Prednisolone 1000 

Pyrimethamine 1000 

Sulfamethoxazole 1600 

Tetrahydrofolic Acid 1000 

Vinblastine 1000 

Vincristine 1000 
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