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液液微萃取GC-MS分析香茅草提取物给予大鼠后血浆中β-榄香烯

及药代动力学特征
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摘要: 建立简便、灵敏的气质联用 (GC-MS) 法测定大鼠血浆中 β-榄香烯浓度, 并研究香茅草提取物在大鼠体内

的药代动力学特征。血浆样品采用 0.5倍体积正己烷液液微萃取的前处理方法。DB-5ms色谱柱 (30 m×0.25 mm,

0.25 μm); 程序升温, 载气为氦气, 流速为0.15 mL·min-1; 进样量为2 μL。采用电子轰击离子源和单离子监测模式, 电

子轰击能量 70 eV, 选择监测的离子为m/z 128 (内标萘) 和m/z 93 (β-榄香烯)。大鼠分别灌胃和静脉给药香茅草提取

物 (合 β-榄香烯 55 mg·kg-1), 使用小动物自动采血技术收集和制备血浆。结果血浆中 β-榄香烯在 1.0～250 ng·mL-1

浓度内线性关系良好 (r = 0.997), 定量下限为 1.0 ng·mL-1, 准确度为-4.47% ～ -0.85%, 提取回收率在 56.02%～

66.89% 之间, 无明显基质效应 (94.28%～108.63%)。大鼠灌胃香茅草提取物, β-榄香烯主要药代学参数 AUC0-t为

(23.56 ± 4.40) ng·mL-1, tmax 为 (1.67 ± 0.58) h, Cmax 为 (7.36 ± 0.69) ng·mL-1, MRT0-t 为 (2.76 ± 0.27) h, t1/2z 为 (2.73 ±

1.36) h, Vz为 (7.39 ± 3.18) L·kg-1, CLz为 (1.95 ± 0.51) L·h-1·kg-1, 绝对生物利用度约为8.78%。该方法简便、准确, 灵敏

度高, 适用于香茅草提取物中 β-榄香烯在大鼠体内的药代动力学特征研究。所有动物实验过程和动物关怀均得到

中国中医科学院中药研究所伦理委员会的批准。
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Abstract: We established a simple and sensitive GC-MS method for the determination of β -elemene in rat

plasma and measured the pharmacokinetics of citronella grass extract in rats. Plasma samples were pretreated using

liquid-liquid microextraction: 100 μL of plasma sample (containing naphthalene as the internal standard) was extracted

with 50 μL of n-hexane. The determination was performed on DB-5ms column (30 m×0.25 mm, 0.25 μm). The

initial column temperature was 60 ℃ and raised to 160 ℃ at a rate of 50 ℃·min-1, maintained for 3 min, and

finally increased to 260 ℃ for 3 min. Helium was the carrier gas and the flow rate was 0.15 mL·min-1. The injection

volume was 2 μL. EI and selected monitored ions pattern were used for ion scanning with m/z 128 (naphthalene)
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and m/z 93 (β -elemene). Citronella grass extract was administered to rats by intragastric administration and

intravenous administration (containing β -elemene 55 mg·kg-1), and plasma was collected and prepared using an

automated blood collection system. The linear range of β-elemene in plasma was 1.0-250 ng·mL-1 (r = 0.997), the

limit of quantification was 1.0 ng·mL-1, the accuracy was -4.47% - -0.85%, the extraction recovery was between

56.02%-66.89%, and no obvious matrix effect (94.28%-108.63%) was found. The main pharmacokinetic

parameters of β -elemene were AUC0-t (23.56 ± 4.40) ng·mL-1, tmax (1.67 ± 0.58) h, Cmax (7.36 ± 0.69) ng·mL-1,

MRT0-t (2.76 ± 0.27) h, t1/2z (2.73 ± 1.36) h, Vz (7.39 ± 3.18) L·kg-1, CLz (1.95 ± 0.51) L·h-1·kg-1, and the absolute

bioavailability was about 8.78%. The method is simple, accurate, and sensitive, and is suitable for the pharmacoki‐

netic analysis of β -elemene in citronella grass extract in rats. All animal studies were implemented according to

protocols, which were reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at Institute of

Chinese Materia Medica, China Academy of Chinese Medical Sciences.
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香茅为禾本科香茅属植物柠檬草 Cymbopogon

citrates [DC.] Stapf.的全草, 以“茅香”之名始载于《本

草拾遗》, 又名香茅草。香茅草有疏风通络, 温中止痛、

止泻的功效, 临床多用于治疗感冒头身疼痛、风寒湿

痹、脘腹冷痛、泄泻、跌打损伤等病症[1]。现代药理研

究显示, 香茅草具有抗菌、抗炎、镇痛、抗氧化、抗肿瘤、

抗焦虑、降压、降血糖等作用[2]。近来, 作者等从香茅

草中制备获得一种香茅草提取物, 其中含 β-榄香烯约

60%～75%[3]。含 β-榄香烯制剂已用于临床多种癌症

的治疗, 和现有化疗药合用, 具有逆转肿瘤耐药和协同

增敏的特点[4]; 另报道 β-榄香烯有抗氧化、抗凝血和抗

血栓等作用, 开发前景广阔[5,6]。有研究显示 β-榄香烯

的口服生物利用度较低[7], 但香茅草提取物中 β-榄香

烯的药代动力学特征尚不清楚。本文采用液液微萃取

结合气相色谱-质谱联用 (gas chromatography-mass

spectrometry, GC-MS) 方法检测血浆中 β-榄香烯的药

物浓度, 并用于香茅草提取物在大鼠体内药代动力学

特征的研究, 以期为香茅草的新药研发及临床应用提

供方法及数据参考。

材料与方法

仪器设备 GC-MS 仪 (美国 Aglient 公司), 配有

7980A气相系统、7963自动进样器、5975C单四极杆检

测器和 OpenLab CDS2 数据处理工作站 ; Easyflow 独

立通气笼具 (意大利 Tecniplast 公司); 桌面式麻醉机

(美国 Harvard Apparatus 公司); 小动物自动采血系统

(美国 Instech公司), 包括ABS2TM小动物采血仪、ABS2

采血软件、C19PU 股动脉采血管、C19PU 股静脉给药

管和VAH95AB大鼠血管通道马甲等; Targin VX-Ⅲ多

管涡旋振荡器 (北京踏锦科技有限公司); Rotanta 460R

高速冷冻离心机 (德国Hettich公司)。

药品与试剂 香茅草提取物 (批号: 200320, 含 β-

榄香烯约 69.1%) 和 β-榄香烯对照品 (批号: 171102, 纯

度大于 99.9%), 由石药集团远大 (大连) 制药有限公司

制备[3]和提供。萘 (100 μg·mL-1, 批号: 19003), 中国计

量科学研究院。异氟烷 (批号: 217180801), 深圳市瑞

沃德生命科技有限公司。甘油 (批号: 151201), 河北省

保定市金钟制药有限公司。肝素钠 (批号: 20120612),

国药集团化学试剂有限公司。硫酸庆大霉素注射液

(批号: 91Y01071), 宜昌人福药业有限责任公司。

实验动物 雄性SD大鼠, SPF级, 6～7周龄, 实验

动物质量合格证号 1112512011001913, 购自中国食品

药品检定研究院 (许可证号: SCXK (京) 2017-0005)。

饲养于独立通气笼具 (461 mm×274 mm×229 mm), 保

持实验室环境温度为 22 ℃, 湿度为 50%左右。所有动

物喂养 3周适应饲养环境, 自由饮水和食用商业饲料。

实验给药前, 禁食 12～16 h, 自由饮水。所有动物实验

过程和动物关怀均得到中国中医科学院中药研究所伦

理委员会的批准。实验后, 所有动物施行安乐死。

大鼠股动脉和股静脉置管 大鼠称重后 , 麻醉

(异氟烷 , 5% 诱导和 2.5% 维持), 将 PU 管植入大鼠左

侧股动脉和股静脉中, 然后将管路从大鼠背部引出, 连

上大鼠血管通道马甲, 肌内注射硫酸庆大霉素注射液

0.1 mL, 恢复性饲养备用。股动脉置管用于自动采血,

股静脉置管用于静脉给药。

小动物自动采血仪参数设置 采血体积为200 μL,

采血及补液速度为 375 μL·min-1, 保持血管畅通模式及

速度为 200 μL·h-1, 低损失模式, 预抽体积为 5 μL, 空气

推进量为 150% 样品量 , 样品收集室温度为 4～6 ℃。

含 100 U·mL-1肝素钠的生理盐水用于大鼠采血管的封

管, 含 10 U·mL-1肝素钠的生理盐水用于大鼠采血过程

中的补液。

GC-MS 检测方法 色谱柱为 Aglient DB-5ms 色

谱柱 (30 m×0.25 mm, 0.25 μm); 载气为高纯度氦气
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(>99.5%), 进样口温度为 260 ℃; 程序升温梯度洗脱程

序 (初始 60 ℃; 以 50 ℃·min-1 的速度升温至 160 ℃,

保持 3 min; 之后 260 ℃, 保持 3 min; 最后降至 60 ℃,

总运行时间为 13 min), 流速为 0.15 mL·min-1; 脉冲不

分流模式, 脉冲压力 25 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa), 加压时间

0.75 min, 吹扫流量 60 mL·min-1, 时间 1 min, 进样量为

2 μL。采用电子轰击离子源 (EI) 电离, 单离子监测 (SIM)

模式扫描, 正离子方式检测。电子轰击能量 70 eV, 离

子源温度 230 ℃, 四极杆温度 150 ℃。选择监测的离

子为 m/z 128 (内标萘 , 监测时间段 2.5～3.5 min) 和

m/z 93 (β-榄香烯, 监测时间段3.5～5.0 min)。

内标溶液、对照品溶液和质量控制 (QC) 样品的

配制 取萘标准溶液适量 , 加适量正己烷逐级稀释 ,

得到 200 ng·mL-1的内标溶液。精密称取 β-榄香烯约

20 mg, 精密称定, 加适量正己烷溶解后定容, 进行逐级

稀释, 得到对照品系列溶液, 然后取部分对照品溶液

加入一定量的空白血浆混匀制备最低定量限 (limit of

quantification, LOQ, 1.0 ng·mL-1)、低浓度质控 (LQC,

2.0 ng·mL-1)、中浓度质控 (MQC, 40 ng·mL-1) 和高浓度

质控 (HQC, 240 ng·mL-1) 样品, 以上-80 ℃冰箱中保存

备用。

生物样品前处理 血浆样品在室温下融化后, 涡旋

混匀 , 精密吸取 90 μL, 置于 250 μL 圆底玻璃小管中 ,

加入内标溶液 10 μL, 加入正己烷 50 μL, 3 000 r·min-1

涡旋振荡 3 min, 4 ℃、2 000 ×g离心 5 min, 然后取有机

层于尖底玻璃小管中, 4 ℃、20 000 ×g离心 10 min, 取

上清待测。

不同体积萃取溶剂对MS响应及萃取回收率的影

响 取含 β-榄香烯和萘均为 100 ng·mL-1的血浆样品

100 μL, 分别加入 25、50、100、200和 300 μL 的正己烷

(溶剂-样品体积比分别为 0.25、0.5、1、2和 3), 按“生物

样品前处理”项下方法操作, 另用正己烷配置同等浓度

的对照品溶液, 按上述方法测定, 每份样品平行制备 3

份, 考察不同体积萃取溶剂对内标和 β-榄香烯 MS响

应和萃取回收率的影响。

方法学考察

选择性 取大鼠空白血浆 90 μL, 按“生物样品前

处理”项下方法操作, 获得大鼠空白血浆的色谱图; 将

内标及LOQ浓度的对照品溶液加入大鼠空白血浆中,

依同法操作, 得色谱图; 取受试大鼠给药的血浆样品,

同法操作, 得色谱图, 考察分析方法的选择性。

线性范围及定量限 取大鼠空白血浆90 μL, 加入

对照品溶液适量, 配制成相当 β-榄香烯质量浓度约为

1、2.5、5、10、25、50、100 和 250 ng·mL-1的模拟生物样

品, 按“生物样品前处理”项下方法操作, 按上述方法测

定, 以生物样品中待测药物的浓度X, 待测物与内标的

峰面积比值为纵坐标Y, 用加权最小二乘法 (权重系数

为 1/X) 作直线回归 , 求得的回归方程即为标准曲线 ,

根据信噪比为 10及连续进样 6次的 RSD判定各成分

的LOQ。

基质效应、准确度与精密度、稳定性 取空白血浆

制备的LOQ、LQC、MQC及HQC样品, 按“生物样品前

处理”项下方法操作, 得到内标和 β-榄香烯的色谱峰面

积 A; 取空白血浆 , 按“生物样品前处理”项下方法操

作, 正己烷萃取后的上清液加入与上述相应等浓度的

对照品和内标溶液, 得到内标和 β-榄香烯的色谱峰面

积 B; 取用纯水制备的 LOQ、LQC、MQC及HQC样品,

按“生物样品前处理”项下方法操作, 得到内标和 β-榄

香烯的色谱峰面积C; A与B的比值即为提取率, B与C

的比值即为基质效应。LOQ样品和QC样品 1日之内

测定6次, 以及连续3天测定, 计算日内、日间精密度和

准确度。LOQ 样品和 QC 样品处理后在样品室放置

12 h 再次测定, 计算回收率, 分析处理后样品的稳定

性。以上所有样品平行制备6份。

药代动力学及生物利用度研究 大鼠随机分为香

茅草提取物灌胃给药组和静脉注射给药组, 每组 6只。

香茅草提取物组用甘油-生理盐水溶剂 (含甘油 10%

和生理盐水90%) 制备, 按提取物80 μL·kg-1大鼠 (合 β-

榄香烯 55 mg·kg-1) 灌胃 (每只大鼠 2.5 mL) 和股静

脉注射 (每只大鼠 1.0 mL) 给药。大鼠给药后 5、10、

15、30 min及 1、2、3、4、6、8、10、12、16、20和 24 h, 用小

动物自动采血仪收集全血 (约 200 μL) 于 0.5 mL 的

ETDA·K2抗凝管中, 4 ℃、2 000 ×g离心 15 min, 取上清

血浆, 于 -80 ℃冻存。另取 6只空白大鼠, 按上述方法

制备大鼠空白血浆样品。

数据分析 药代参数采用DAS软件 (版本 3.0, 上

海博佳医药科技有限公司) 的非房室模型计算。最大

血药浓度 (Cmax) 和达峰时间 (tmax) 均为实测值, 时间浓

度曲线下面积 (AUC) 采用梯形法计算。数据以均值±

标准差形式表示。统计学分析用方差分析及非参数检

验, P < 0.05有统计学意义, P < 0.01有显著统计学意

义。数据处理和绘图软件为 Origin Pro 2019 (版本

9.6.5.169, 美国OriginLab公司)。

结果

1 液液微萃取方法提高样品检测的灵敏度

不同体积萃取溶剂对血浆中内标萘和 β-榄香烯

MS响应及萃取回收率的影响, 结果见图 1。可知, 随

着正己烷体积的减少, 内标萘和 β-榄香烯的 MS响应

快速升高, 而萃取回收率内标稳定在 75%左右, β-榄香
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烯在 60%～69%之间, 这说明微小体积的萃取溶剂也

能实现对血浆中内标和 β-榄香烯的充分和稳定萃取。

因此, 在减少检测系统污染的前提下, 为尽可能增加

β-榄香烯MS响应, 提高样品检测的灵敏度, 本文选择

萃取溶剂和血浆比为 0.5, 即液液微萃取的前处理方

法, 以萘为内标进行血浆中β-榄香烯的提取。

2 方法学验证

2.1 方法的选择性 MS扫描结果显示 β-榄香烯的分

子离子峰为 204, 基峰为 93, 内标萘的分子离子峰和基

峰均为 128, 因此选择 93和 128离子监测 β-榄香烯和

内标萘。经过GC的分离, β-榄香烯在大鼠血浆中的色

谱图如图 2所示, 可知本方法 β-榄香烯和内标的峰形

及分离效果良好, β-榄香烯的出峰时间约为 4.50 min,

内标的出峰时间约为 3 min, 大鼠血浆中的内源性物

质、代谢产物等不干扰以上物质的检出。

2.2 线性范围与定量限 血浆中 β-榄香烯的线性范

围为 1.0～250 ng·mL-1。典型的标准曲线回归方程为

Y = 2.765 8 X + 0.235 4 (r = 0.997 0), 按信噪比 10和连

续进样6次RSD小于15%的LOQ为1.0 ng·mL-1。

2.3 提取率与基质效应 血浆中 β-榄香烯的提取率

和基质效应结果见表 1, 提取率在 56.02%～66.89%之

间, 基质效应为94.28%～108.63%。

2.4 精密度、准确度与稳定性 血浆中 β-榄香烯检测

的准确度, 仪器的日内、日间精密度及稳定性结果见表

1, 可知准确度在-4.47% ～ -0.85%以内, 日内和日间精

密度均在 12% 以内, 表明样品前处理方法准确、稳定

可行。处理后的样品放置 12 h的回收率在 91.86%～

105.46%以内, 表明样品处理后稳定性良好。

3 药代动力学及生物利用度

大鼠灌胃静脉注射香茅草提取物 (β -榄香烯

55 mg·kg-1), β-榄香烯的平均药时曲线见图3, 主要药代

动力学参数见表2。灌胃香茅草提取物大鼠血浆中β-榄

香烯达峰速度较快, 约在1.67 h达峰, 浓度为7.36 ng·mL-1,

而静脉注射的峰浓度是其30多倍 (P < 0.01); 半衰期约

为2.73 h, 清除速度较快约1.95 L·h-1·kg-1, 表观分布容积

较大约7.4 L·kg-1, 体内滞留时间短约2.76 h, 绝对生物利

用度约为8%。大鼠口服香茅草提取物后β-榄香烯的药

代动力学性质不佳, 生物利用度较低。

讨论

关于生物样品中 β-榄香烯的分析方法有气相色

Figure 1 Effect of organic solvent-to-plasma volume ratio on the

MS intensity and extraction recovery for β -elemene and internal

standard (naphthalene) in rat plasma samples
Figure 2 GC-MS chromatograms of β -elemene in blank plasma

samples (A), blank plasma samples spiked with internal standard

(IS, naphthalene) and standard (LOQ, 1 ng·mL-1) (B), and plasma

samples obtained 4 h after intragastric administration of citronella

grass extract in rats (C)

Table 1 Extraction efficacy, matrix effect, accuracy, precision and stability results of β-elemene in rat plasma (n = 6). LOQ: Limit of quan‐

tification; LQC: Low concentration quality control; MQC: Medium concentration quality control; HQC: High concentration quality control

Sample

LOQ
LQC
MQC
HQC

Extraction

efficacy/%

56.02
66.89
56.10
62.55

Matrix effect/%

94.28
108.63

95.23
94.30

Accuracy/%

-4.47
-0.85
-1.33
-3.21

Inter-day

precision/%

2.66
8.92
3.92
7.47

Intra-day

precision/%

11.95
6.87
6.69
6.58

Post-preparation

stability/%

91.86
103.40
104.84
105.46
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谱法[8]、高效液相色谱法[9]等。最近 , 也有用 GC-MS

方法检测血浆中 β-榄香烯的报道[10,11]。这些分析方法

的样品前处理操作大都是液液萃取技术, 特点是需大

量的萃取溶剂、加入饱和盐、多次提取以及溶剂吹干

等复杂的前处理操作, 分析方法的定量限最低的仅为

31.25 ng·mL-1 [10]。因此, 为深入了解香茅草提取物的

药代动力学特征, 亟需建立简单、灵敏和准确的 β-榄香

烯血药浓度分析方法。

液液微萃取技术是基于两相溶剂不相容的原理,

使待测物质转移到较少的萃取溶剂中, 和传统使用3～

10倍体积萃取溶剂的方法相比, 液液微萃取不仅能节

省大量有机溶剂, 减少繁琐的前处理操作, 还能使样品得

到富集, 提高样品检测的灵敏度[12]。应用液液微萃取技

术进行生物样品的前处理已有相关报道, 如用于中药

冰片中龙脑、异龙脑、樟脑等挥发性化合物的提取, 槲

皮素、银杏内酯A等非挥发性化合物的提取等等[13,14]。

而液液微萃取用于生物样品中 β-榄香烯提取的研究尚

未见报道。本文基于液液微萃取技术, 使用 0.5倍血浆

体积的正己烷对血浆中 β-榄香烯进行提取和富集; 并

且优化了GC的进样体积 (脉冲进样 2 μL峰型较好, 而

3 μL时峰型较差), 提高了样品检测的灵敏度, 最终使

β-榄香烯检测的LOQ低至 1 ng·mL-1, 和文献相比提高

了 30倍[10]。但使用液液微萃取技术制备的样品, 需注

意 MS基质效应以及系统耐用性分析等, 本研究未见

明显的基质效应影响, 进样分析约 300个样品, 未见明

显的柱效降低现象。

本文建立的 β-榄香烯的GC-MS分析方法, 经验证

符合生物样品分析方法指导原则的要求[15], 可满足大鼠

灌胃香茅草提取物后血浆中较低浓度 β-榄香烯的样品

检测 (Cmax低于10 ng·mL-1), 完整绘制了血浆中β-榄香烯

的药时曲线, 成功用于香茅草提取物中 β-榄香烯的药

代动力学特征研究。口服香茅草提取物大鼠血浆中 β-

榄香烯的主要药代学参数, 如表观分布容积为 (3.8～

9.8) L·kg-1, 远大于大鼠的体液体积 (0.67 L·kg-1)[16], 说

明β-榄香烯在大鼠体内分布广泛, 这已有组织分布的实

验结果证实[17]。血浆中消除快 (半衰期为2.73 h), 生物

利用度低 (小于 10%)。文献表明 β-榄香烯的溶解度不

好, 测定的油水分配系数 (LogP) 较大 (LogP = 2.29～

2.69)[18], 不易透过 Caco-2 单层细胞膜[19], 在体内可发

生生物转化[17], 以上可能是其生物利用度低的主要原

因。同样, 结果也提示香茅草提取物的进一步开发需

注意 β-榄香烯的生物利用度。目前, 为提高 β-榄香烯

口服生物利用度的香茅草提取物的滴丸、肠溶滴丸及

纳米脂质体等制剂正在研究开发阶段[20]。

总之, 基于液液微萃取结合GC-MS的方法简便、

准确, 灵敏度高, 适用于香茅草提取物中 β-榄香烯在大

鼠体内的药代动力学特征和生物利用度研究, 也可为

后期香茅草提取物制剂和其他含 β-榄香烯制剂的研究

提供方法参考。
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