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·论著·

达托霉素在大鼠左右心室中血药浓度的对比研究
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【摘要】 目的  利用高效液相色谱 - 质谱联用法（HPLC-MS）检测达托霉素在大鼠左心室及右心室的血
药浓度，进而评估达托霉素对左心感染性心内膜炎（LIE）的治疗效果。方法  将 35 只健康 SD 大鼠按随机数
字表法分为对照组（5 只）和达托霉素组（30 只），达托霉素组再按给药后 0.25、0.5、1、2、4、8 h 各抽血时间点
分为 6 个亚组，每组 5 只。对照组给予生理盐水；达托霉素组经尾静脉注射 50 mg/kg 达托霉素。于相应时间
点取左心室及右心室血液，利用 HPLC-MS 测定达托霉素血药浓度；比较不同时间点左心室及右心室中达托霉
素血药浓度水平的差异。对照组用于 HPLC-MS 方法学分析。结果  给药后 0.25、0.5、1、2、4、8 h 大鼠左心
室及右心室中达托霉素血药浓度（g/L）比较差异均无统计学意义（分别为 2.67±0.30 比 2.77±0.31、1.77±1.27
比 1.64±0.55、1.35±0.40 比 1.36±0.41、0.97±0.07 比 0.92±0.09、0.73±0.16 比 0.65±0.18、0.07±0.06 比
0.06±0.05，均 P＞0.05）。结论  达托霉素在左心室和右心室中的血药浓度比较差异无统计学意义，推测达托
霉素对于 LIE 可能有同样的治疗效果。
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【Abstract】 Objective  To  detect  the  plasma  concentrations  of  daptomycin  in  the  left  ventricle  and  right 
ventricle  of  rats  by  high-performance  liquid  chromatography-mass  spectrometry(LC-MS/MS),  and  evaluate  the 
therapeutic effect of daptomycin on left ventricular endocarditis.  Methods  Thirty-five healthy Sprague-Dawley (SD) 
rats were divided into a normal saline group (5 rats) and a daptomycin group (30 rats) according to the random number 
table method. The daptomycin group was subdivided into 6 subgroups according to the times of blood collection (0.25, 0.5, 
1, 2, 4, 8 hours), with 5 rats in each subgroup. The normal saline group was given 4 mL/kg normal saline; the daptomycin 
group was injected with 50 mg/kg daptomycin into the tail vein. The blood samples from left ventricle and right ventricle 
were  extracted  at  the  corresponding  time  points,  the  plasma  concentrations  of  daptomycin  group were  determined  by 
high  performance  liquid  chromatography-mass  spectrometry  (HPLC-MS)  and  the  differences  of  left  ventricular  and 
right  ventricular  plasma  concentrations  were  compared  at  different  time  points.  The  plasma  in  normal  saline  group 
was  the  blank  plasma  that  was  used  for  HPLC-MS  methodological  evaluation.  Results  There  were  no  statistical 
significant  differences  between  the  left  ventricle  and  right  ventricle  in  plasma  concentrations  of  daptomycin  at  0.25, 
0.5, 1, 2, 4, and 8 hours after administration (g/L: 2.67±0.30 vs. 2.77±0.31, 1.77±1.27 vs. 1.64±0.55, 1.35±0.40 
vs.  1.36±0.41,  0.97±0.07  vs.  0.92±0.09,  0.73±0.16  vs.  0.65±0.18,  0.07±0.06  vs.  0.06±0.05,  respectively  all  
P > 0.05).  Conclusion  There are no significant differences between the left ventricle and right ventricle  in plasma 
concentrations of daptomycin. It is speculated that daptomycin may have the same therapeutic effect on left endocarditis.
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  达托霉素是由玫瑰孢链霉菌产生的一种环脂肽

类抗菌药物，对于绝大多数革兰阳性（G+）菌有快速

高效的杀灭作用。达托霉素分子式为 C72H101N17O26，

相对分子质量为 1 620，分子结构中既含有亲水性

氨基酸，又含有脂链及疏水性氨基酸，具有很好的

水溶性及一定的脂溶性，因此抗菌作用良好［1］。达

托霉素新颖的化学结构使其具有独特的抗菌机制，

在游离 Ca2+ 存在下，达托霉素与 G+ 菌细胞膜结合，

通过寡聚化作用引起细胞膜的迅速除极，K+ 大量外

流，进而抑制了 DNA、RNA 及蛋白质的合成，导致

细菌死亡。达托霉素亲脂部分无法穿过革兰阴性

（G-）菌的外膜，因此对 G- 菌无作用［2］。尽管临床

上有耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA，基因型为 

ST5-SCCmecⅡ）对达托霉素耐药的报道［3］，但大多
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数耐甲氧西林表皮葡萄球菌（MRSE）、耐青霉素肺

炎链球菌（PRSP）和 MRSA、耐万古霉素屎肠球菌

（VRE）对达托霉素仍保持很好的敏感性［4-5］。

  感染性心内膜炎（IE）是指细菌、真菌、病毒等

微生物通过血液流动直接侵犯心内膜而导致的心内

膜炎症，近年来因深静脉置管、介入治疗、起搏器植

入、免疫力低下等原因导致 IE 的发生率越来越高，

在临床上，传统抗菌药物的耐药和治疗失败病例也

逐年增加，IE 的治疗形势严峻。

  2003 年达托霉素经美国食品和药品管理局

（FDA）批准用于治疗 G+ 菌所致复杂皮肤和皮肤结

构感染，之后又相继批准用于治疗金黄色葡萄球菌

感染引起的菌血症和右心 IE（RIE）［6］。相关研究表

明，由于肺泡表面活性物质（PS）造成达托霉素的失

活进而抑制了其抗菌作用，因此对于治疗支气管 -

肺泡肺炎无效［7］。PS 对于达托霉素的抑制作用与

其钙依赖下插入细菌细胞膜的抗菌机制直接相关；

PS 的组成与 G+ 菌细胞膜相似，且达托霉素无法区

分 PS 分子层与目标细菌细胞膜，在钙依赖下插入肺

泡表面活性分子层，抗菌作用受到抑制［8-9］。

  达托霉素对于左心 IE（LIE）的研究数据有限

且未显示出有良好的临床疗效，因此并未批准用

于 LIE 的治疗。Carugati 等［10］进行了一项多中

心前瞻性观察性研究，结果表明，大剂量达托霉

素用于治疗 G+ 菌引起的 LIE 是安全和有效的方

法；近年来，又有许多关于达托霉素治疗 IE 的临

床研究，结果表明 , 达托霉素除对 RIE 有治疗作用

外，在 LIE 的治疗中作为替代药物是安全和有效 

的［11-13］，但介于达托霉素会在肺部遭到灭活的特

性，目前仍然缺乏严谨的研究数据来证实这一点，且

国内外尚无对于动物左右心室达托霉素血药浓度的

对比研究。

  关于达托霉素血药浓度的检测方法，国内外已

有相关报道［14-15］。本实验在文献研究的基础上，采

用高效液相色谱 - 质谱联用法（HPLC-MS）检测达

托霉素在大鼠左心室及右心室的血药浓度并进行对

比，进而评估达托霉素对 LIE 的治疗效果，该方法快

速高效且灵敏度高，特异性强。

1 材料和方法

1.1  动物实验：选择雄性 SD 大鼠 35 只，体质量

250～300 g，购自北京维通利华实验动物技术公司，

饲养及实验场所为北京大学人民医院动物实验室。

实验设计得到北京大学人民医院伦理委员会的批准

（审批号：2018PHC003），符合中国动物实验福利伦

理准则，并对实验动物给予人道关怀。

1.2  动物分组：将大鼠适应性饲养 3 d 后，按随机

数字表法分为对照组（5 只）和达托霉素组（30 只），

达托霉素组再按给药后 0.25、0.5、1、2、4、8 h 的几

个采血时间点分为6组，每组5只。实验前禁食12 h，

自由饮水。对照组经尾静脉注射生理盐水 4 mL/kg； 

达托霉素组将达托霉素 50 mg/kg 用 10 g/L 生理盐

水溶解后经尾静脉注射。

1.3  动物的处理：对照组大鼠经尾静脉注射生理盐

水 4 mL/kg 后用异氟烷吸入麻醉取血；不同采血时

间点达托霉素组大鼠经尾静脉缓慢推注达托霉素 

50 mg/kg 后，分别于给药后 0.25、0.5、1、2、4、8 h 

吸入异氟烷麻醉，将大鼠仰卧位固定于无菌单上，用

75% 的医用乙醇消毒大鼠胸腹部，提起腹部皮肤，

于剑突下 2～3 cm 处，以“V”形剪开，两侧切口上缘

止于肋弓处，提起大鼠剑突，用干净剪刀于右膈底部

近胸壁处挑开膈肌，紧贴肋骨将膈肌与胸壁内侧分

离，暴露心脏，提起大鼠胸壁，用肝素溶液润洗过的 

5 mL 注射器由右心室进针采集右心室血 3～4 mL，

同样方法由左心室进针采集左心室血 3～4 mL。采

血后拔出针头，从左心室及右心室血液各留取1 mL， 

去除针头后分别将血液注入 10 mL 一次性离心管

中（离心管用 1% 肝素溶液润洗后放入 65 ℃烤箱烘

干），动脉血及静脉血进行血气分析。

1.4  样品的制备：将采集的血液以 4 200 r/min 

（离心半径 75 mm）离心 10 min，取上清液，置于 

-80 ℃冰箱保存待测。

1.5  对照品溶液及内标溶液配置：精密称取达托

霉素 41.113 mg，置于 10 mL 容量瓶中，甲醇定容，

配置成 4.113 g/L 的储备液，将储备液倍比稀释得

到一系列不同浓度对照品溶液 0.04、0.10、0.21、

0.51、1.03、2.06、4.11 g/L。另精密称取卡马西平

内标 5.11 mg，置于 10 mL 容量瓶中，甲醇定容，配

置成 0.511 g/L 的内标储备液，再精密吸取内标储

备液 4.00 μL 于 1 mL 容量瓶中，甲醇定容，即得 

2.04 mg/L 的内标溶液。

1.6  标准曲线与质控样品的配置：分别取达托霉素

系列对照品溶液 10 μL 置于 1.5 mL 离心管中，常温

氮气挥干后，加入 SD 大鼠空白血浆 100 μL，配置成

相当于血浆浓度 0.004、0.010、0.021、0.051、0.103、

0.206、0.411 g/L 的达托霉素溶液，按样品前处理项

下操作，记录达托霉素与内标峰的峰面积。

1.7  大鼠血浆样品处理方法及指标检测：取 SD 大

鼠血浆样品 100 μL，加入 5 μL 内标 （2.04 mg/L 卡
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马西平甲醇溶液），再加入 0.3 mL 乙腈，涡旋混匀 

5 min，12 000 r/min（离心半径 90 mm）离心 15 min，

取上清液置于试管中，取 2 μL 进行 HPLC-MS 分 

析［16］，检测大鼠静脉给药 8 h 内各时间点左右心室

达托霉素血浆浓度的变化。

1.8  超高效液相色谱 - 质谱 UPLC-MS 条件

1.8.1  UPLC条件：色谱柱ACQUITY UPLC BEH C18 

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），以乙腈 -10 mmol/L 醋酸

铵溶液（均含 0.1% 甲酸）80：20 为流动相，流速为 

0.2 mL/min；进样量 2 μL；柱温 35 ℃ ；自动进样器

温度 20 ℃ ；二极管阵列（PDA）检测器扫描范围

200～400 nm。

1.8.2  质谱条件：电喷雾（ESI）离子源，正负离子

模式扫描，毛细管电压为 2 kV，锥孔电压为 40 V，

离子源温度 120 ℃，脱溶剂气体流量 600 L/h，脱溶

剂气温度 400 ℃，锥孔气体流量 50 L/h，母离子碰撞

能量 6 eV，碎片离子碰撞能量 20～50 eV，扫描范围

100～2 000 m/z，扫描时间 0.2 s。

1.9  统计学方法：使用 SPSS 19.0 统计软件分析

数据，符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准差

（x±s）表示，采用 t 检验；P＜0.05 为差异有统计学

意义。

2  方法学分析及检测结果

2.1  专属性试验：取对照组大鼠血浆 100 μL，按 1.7

所述大鼠血浆样品处理方法操作后，获得对照组大

鼠血浆样品的谱图。将一定浓度的对照品溶液加入

到对照组血浆中（加内标），得到谱图。取给药后大

鼠血浆样品（加内标），依法操作，得到谱图，分析方

法的专属性。结果显示，达托霉素及内标保留时间

为 1.12 和 1.13 min，保留时间附近无杂峰，显示血浆

样品中内源性物质不干扰达托霉素的测定。

2.2  线性关系分析：分别加入达托霉素系列对照

溶液 10 μL 于 1.5 mL 离心管中，常温氮气挥干后，

加入对照血浆，配置成系列浓度的模拟血浆样品，

按 1.7 所述血浆处理方法操作后进样。以血浆样

品中待测药物浓度 X 与峰面积 Y 作直线回归，求得

的回归方程（Y＝11 634X+2 717.2）即为标准曲线 

（r2＝0.999 3），根据 S/N＝10 得到该成分的最低定量

限，范围 0.10～10.16 g/L，定量限 0.01 g/L。

2.3  精密度、准确率、回收率分析（表 1）：取低、中、

高 3 个浓度对照品加入质控样品中，每个浓度配制

5 份，按样品的处理项下方法操作，分析得到各成分

色谱峰面积 A；另取对照组血浆样品，按大鼠血浆

样品处理方法项下方法操作，蛋白沉淀后的上清液

表 1 不同浓度对照品 SD 精密度、准确率及回收率

对照品
（g/L）

日内精密度
（%，x±s）

RSD
（%）

准确率
（%）

提取回收
率（%）

基质效应
（%，x±s）

  0.51   0.59±0.02 3.82 111.0～122.1 82.68 82.61±5.31
  5.08   5.73±0.14 2.49 109.8～116.7 90.30 84.90±4.40
10.16 10.59±0.31 2.94 100.2～108.0 92.59 92.11±2.27

注：RSD 为相对标准差

表 2 不同浓度质控样品血浆中达托霉素的稳定性分析

达托霉素
（g/L）

稳定性（%）

常温 12 h 1 次冻融 冷冻保存 30 d

  0.51 -1.92   11.91 13.15
  5.08   1.60     8.17 11.74
10.16 -8.83 -11.06   5.76

表 3 不同部位血气分析指标比较（x±s）
血液来源 动物数（例） PaO2（mmHg） PaCO2（mmHg）

左心室 35 19.2±2.39 50.4±1.66
右心室 35 14.2±1.47 a 55.4±1.67 a

注：与左心室比较，aP＜0.05；1 mmHg＝0.133 kPa

加入与上述相应等浓度的对照品溶液，然后同法操

作，得到色谱峰 B；取上述相应等浓度的对照品溶

液，直接氮气挥干后用甲醇复溶，离心后取上清液分

析得到各成分色谱峰面积 C；A 与 B 的比值即为提

取回收率，B 与 C 的比值即为基质效应。质控样品

1 d 内测定 5 次，计算日内精密度和准确率。结果显

示，本试验所建立测定方法的精密度和准确度符合

生物样品要求。

2.4  稳定性分析（表 2）：取高、中、低 3 个浓度的

质控样品，每个浓度配制3份，并按1.7项所述操作。

观察处理后样品室温放置 12 h 后室温稳定性；冻

融 1 次考察冻融稳定性；-80 ℃条件下存放 30 d 后

测定长期稳定性。结果显示，样品在上述条件下均 

稳定。

2.5  依据大鼠血气分析结果确定血样留取的位置：

取左右心室血液各 1 mL。比较左右心室血液动脉

血氧分压（PaO2）和动脉血二氧化碳分压（PaCO2）的

差异，进而证实是否为动静脉血。结果显示，左心室

PaO2 显著高于右心室，左心室 PaCO2 显著低于右心

室（均 P＜0.05；表 3）。证实所取左心室血液为动

脉血，右心室血液为静脉血。

2.6  大鼠血药浓度检测结果（表 4）：左右心内各

时间点血药浓度比较差异均无统计学意义（均 P＞
0.05），且 8 h 内左右心室血药浓度均呈逐渐降低 

趋势。
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表 4 SD 大鼠静脉给予达托霉素 8 h 内
各时间点左右心室血药浓度比较

血液
来源

动物数
（只）

血药浓度（g/L）

给药后 0.25 h 给药后 0.5 h 给药后 1 h

右心室 35 2.77±0.31 1.64±0.55 1.36±0.41
左心室 35 2.67±0.30 1.77±1.27 1.35±0.40

血液
来源

动物数
（只）

血药浓度（g/L）

给药后 2 h 给药后 4 h 给药后 8 h

右心室 35 0.92±0.09 0.65±0.18 0.06±0.05
左心室 35 0.97±0.07 0.73±0.16 0.07±0.06

3 讨 论

  在 IE 患者中，G+ 菌感染占 80% 以上，而金黄

色葡萄球菌是 IE 的首要致病菌，达托霉素对 MRSA

有较高活性［17］。Fowler 等［18］发表了一项随机对照

非劣效性研究，比较了达托霉素与万古霉素或青霉

素联合庆大霉素疗效的差异，结果显示，达托霉素的

疗效与治疗金黄色葡萄球菌菌血症和甲氧西林敏感

金黄色葡萄球菌（MSSA）、MRSA 引起的 RIE 标准疗

法相当，采用达托霉素治疗的 120 例和采用标准方

法治疗 115 例患者成功率分别为 44.2% 和 41.7%，

该研究具有里程碑意义，根据该研究结果，达托霉素

获得 FDA 批准用于菌血症以及 RIE 的治疗，并将其

纳入 2015 年美国心脏协会（AHA）和美国感染病学

会（IDSA）指南。但由于 Fowler 等［18］的研究中 LIE

感染金黄色葡萄球菌的患者数较少，且临床疗效较

差，故未被批准用于 LIE 的治疗，由于达托霉素与

PS 分子层相互作用后抗菌程度受到抑制，从而会降

低达托霉素对于 LIE 的疗效。

  本研究首先通过血气分析指标PaO2及PaCO2证

实血液的性质，确定了血液来源分别是右心室的静

脉血和左心室的动脉血。采用 HPLC-MS 检测大鼠

左右心室血药浓度，结果显示，左右心室血药浓度差

异无统计学意义，因此推测达托霉素在流经大鼠肺

部时被 PS 灭活的机制并未影响其在左心室的浓度。 

  达托霉素在不同动物肺炎模型中表现出不同的

疗效，对于简单的支气管 - 肺泡肺炎疗效较差，但对

于金黄色葡萄球菌血源性肺炎有疗效。本研究显示，

大鼠左心室及右心室血液达托霉素血药浓度比较差

异无统计学意义，故推测达托霉素被 PS 灭活的机制

没有影响药物血药浓度，因此达托霉素对于 LIE 可

能具有同样的疗效，为达托霉素对 LIE 的治疗提供

了一定理论依据。

  由于本研究尚存在局限性，仅能为达托霉素对

LIE 的治疗提供一定理论依据，今后还需从 LIE 大

鼠模型及左心 IE 患者角度研究达托霉素的疗效。


