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摘要：目的：比较白益母草挥发性成分不同提取方法的差异。方法：采用水蒸气蒸馏提取、超声辅助石油醚提取和超临界CO2萃取三种提取方法制得白益母草挥发性成分。应用气相色谱-质谱联用技术对白益母草挥发性成分进行分析检测。并通过HPMSD化学工作站检索NIST107标准质谱图库，并结合有关文献进行谱图解析，确认白益母草挥发性化学成分，采用峰面积归一化法计算各化学成分的相对含量。结果：三种挥发性成分提取工艺中，水蒸气蒸馏法(-)-4-萜品醇的相对含量最高为19.53%，超声辅助石油醚提取中二乙基苯-1,2-二羧酸酯的相对含量最高为12.28%，超临界CO2萃取法石竹烯氧化物的相对含量最高为35.33%。结论：三种提取工艺中，水蒸气蒸馏法提取的挥发性成分的种类及活性成分的相对含量较好。
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Abstract: Objective: To compare the similarities and differences of the components of the volatile components of Panzeria alaschanica. Methods: Volatile components were extracted by steam distillation, ultrasonic assisted extraction and supercritical CO2 extraction. Gas chromatography-mass spectrometry was used to analyze the components of volatile oil of Panzeria alaschanica. The NMS107 standard mass spectrometer library was searched by HPMSD ChemStation, and the chemical analysis of the volatile oil of Panzeria alaschanica was confirmed by spectral analysis. The relative content of each chemical component was calculated by peak area normalization method. Result: In the extraction process of three volatile components, the relative content of (-)-4-terpineol in steam distillation is 19.53%, and the relative content of diethylbenzene-1,2-dicarboxylate in ultrasonic assisted extraction. The highest is 12.28%, and the relative content of caryophyllene oxide in supercritical CO2 extraction is up to 35.33%. Conclusion: Among the three extraction processes, the type of volatile components extracted by steam distillation and the relative content of active ingredients are good.
Key words: Panzeria alaschanica; extraction process; volatile components; Gas chromatography-mass spectrometry

白益母草为唇形科脓疮草属植物Panzeria alaschanica Kupr.脓疮草及其变种的干燥地上部分，主要分布于我国鄂尔多斯西北部、内蒙古乌兰察布、东阿拉善、陕西、宁夏等地，生长于荒漠草原的沙地、砂砾质平原或丘陵坡地，也见于荒漠区的山麓、沟谷或干河床地带[1-3]。《中药词海》记载了它的性味：辛、苦。具有活血通经、解毒消肿的作用。治疗月经不调、产后腹痛、急性肾炎、乳痈、丹毒、疖、疥疮等[4]。近年对药材白益母草的研究逐渐增多，主要集中在黄酮类化学成分提取分离方面，白益母草中挥发性成分的研究尚未见报导。
[bookmark: _GoBack]目前，挥发性成分的提取方法有很多，如传统的冷压榨法、水蒸气蒸馏法、吸收法、有机溶剂浸提法、索式提取法等，目前涌现出了一些新的技术，如微波辅助、超临界CO2萃取、超声波辅助、同时蒸馏萃取、酶辅助、固相微萃取、亚临界水萃取、分子蒸馏技术、微胶囊-双水相萃取等[5-7]。考虑未来工业生产工艺可行性，本研究采用了传统的水蒸气蒸馏法和新的提取技术超临界CO2萃取、超声波辅助石油醚提取三种不同的提取方法制备白益母草挥发性成分，并利用气x相-质谱联用技术比较和分析三种提取方法挥发性成分的差异。
1 材料
1.1	材料：白益母草，滤纸。
1.2 试剂：石油醚、无水乙醇有机溶剂均为分析纯；无水硫酸钠；超纯水。
1.3 玻璃仪器：烧杯，锥形瓶（250 mL），抽滤装置，水蒸气蒸馏装置。
1.4 仪器：KQ5200DV型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），SY-5000旋转蒸发仪（济南赛畅科学仪器公司），MZX-D循环水式真空泵（北京精锐泽祥实验仪器有限公司），金坛荣华HH-2数显恒温水浴锅（江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司），BSA 224S型分析天平（德国Sartorius公司），Spe-ed SFE-2（美国应用分离公司）。
2 实验方法
2.1 水蒸气蒸馏法提取白益母草挥发性成分
白益母草粉碎，取50 g 置于1000 mL 圆底烧瓶中，加入10倍量蒸馏水（没过药材），浸泡2 h，连接挥发油测定器，加热圆底烧瓶至溶液沸腾，提取4 h，溶液放凉，收集测定器中液体，加正己烷萃取，即得。
2.2超声辅助石油醚提取白益母草挥发性成分
称取20 g白益母草粉末，置于1000 mL锥形瓶中以石油醚为溶剂，按照最佳超声提取条件（超声频率40 kHz，超声时间60 min，物料比1:30）提取蒙药白益母草挥发油，加入无水硫酸钠混匀，抽滤，减压浓缩，即得。
2.3 超临界CO2萃取白益母草挥发性成分
白益母草粉碎，取1 g 放入50 mL 萃取釜中，通入CO2，设定温度45 ℃，对萃取釜进行加热，当温度达到设定值时，设定萃取压力30 MPa，打开气动泵进行加压，在温度和压力全部达到定值后，静态萃取0. 5 h，慢慢打开收集阀，以CO2流量4 L•min-1动态萃取1 h至不再有成分排出，即得。
2.4 白益母草挥发性成分GC-MS 分析
取水蒸气蒸馏法、超声辅助石油醚提取法和超临界CO2萃取产物适量，溶于乙醚溶液中，加入适量无水硫酸钠进行脱水处理，过0.45 μm 滤膜。色谱条件：色谱柱：DB-17 高效毛细管色谱柱（60 m×250 μm×0.25 μm）；色谱柱程序升温条件：初始温度35℃，保持5 min，以5℃·min-1 升至120℃，以20℃·min-1 升至200℃，保持2 min，总分析时间为28 min；载气：高纯氦气。质谱条件：进样口温度：200 ℃；辅助线温度：280 ℃；离子源温度230 ℃，四级杆150 ℃；电离方式EI，电子能量70 eV，质量扫描范围m/z：50～500，全扫描方式。采用NIST107标准谱库对采集到的各个成分质谱图进行检索。
3 结果
对所得3种提取工艺白益母草挥发性成分进行GC - MS 分析，通过 HPMSD 化学工作站检索 NIST107 标准质谱图库，并结合有关文献进行谱图解析，确认白益母草挥发性化学成分，采用峰面积归一化法计算各化学成分的相对含量，其结果见表1、表2和表3。
比较三种提取方法的质谱检测结果，可见三种方法中超声辅助石油醚提取法制备检测得到的成分种类最多，超临界CO2制备检测得到的成分种类最少。水蒸气蒸馏法制备得到的成分多为烯烃和烯醇类成分，超声辅助石油醚提取法制备得到的成分多为饱和烷烃类成分和酯类成分，超临界CO2制备得到的成分多为烯烃和烷烃类的成分。
在白益母草水蒸气蒸馏提取的挥发性成分检测中（见表1），一共鉴定出40个化学成分，占总成分的94.95%。其中(-)-4-萜品醇的相对含量达到19.53%，其次为十二甲基-环己硅氧烷（6.22%）、环五聚二甲基硅氧烷（5.23%）、四氯乙烯（4.91%）、(-)-反式-松香芹醇（4.69%）、龙脑烯醛（4.38%）、桉油烯醇（3.93%）、1-辛烯-3-醇（3.88%）等。
超声辅助石油醚提取的白益母草挥发性成分进行分析鉴定（见表2），共鉴定出54个化学成分，占总成分的91.30%。其中二乙基苯-1,2-二羧酸酯的相对含量最高为12.28%，主要成分还包括苯硫醚（9.78%）、壬烷（6.20%）、5-propyltridecane（4.89%）、十二甲基环六硅氧烷（4.02%）、十五烷（3.37%）、对二甲苯（3.26%）等。
用超临界CO2萃取法提取的白益母草挥发性成分检测出到的成分较少（见表3），鉴定成分16种，占总成分的86.67%。在已检测到的成分中石竹烯氧化物的含量最高为35.33%，其他成分为环戊烷（10.67%）、β-石竹烯（10.67%）、Longifolenaldehyde（5.33%）、β-波旁烯（4.67%）、庚烷（3.33%）、环己烷（3.33%）等。
4 讨论
水蒸气蒸馏法是大生产中提取挥发油最常使用的方法，该法可使挥发油的提取和药材煎煮同时进行，节约时间和能源[8-10]。超声辅助石油醚提取法作为常用的中药提取手段，具有操作简便，提取时间短等优点，并且能够避免水煎法对热不稳定等成分破坏的不足。超临界CO2流体萃取技术近年来在中草药有效成分萃取领域发展迅速，具有萃取温度低、传质速度快、效率高、不残留有机溶剂等诸多优点[11-13]，在中药挥发性成分萃取领域中应用广泛。本文利用以上三种提取工艺提取制备了白益母草中挥发性成分，并且利用气相-质谱和完善的质谱数据库和相关文献，分析了三种提取工艺间得到成分的差异和相对含量。
在以上鉴别得到含量较高的成分中，多种烯烃和烯醇类成分具有较好的抑菌活性。其中现有文献报导较多的挥发性成分β-石竹烯是双环倍半萜的植物化合物，是罗勒、黑胡椒、薰衣草、迷迭香、牛至、啤酒花、大麻、肉桂叶油、丁香叶油、牡荆油、陈皮油等的挥发油中主要活性成分之一。既往药理研究显示，β-石竹烯具有局部麻醉、抗炎、驱蚊虫、抗焦虑、抗抑郁作用。β-石竹烯水溶性低，对细胞膜具有高亲和力，是已知的大麻素受体2型（cannabinoid receptor 2, CBR2）的选择性激动剂，其作用包括调节中枢神经系统内外的细胞因子释放、免疫细胞迁移和对热刺激伤害感受的保护作用[14,15]。石竹烯氧化物为香茅草的主要活性成分，香茅草其味甘、辛，性温，功用祛风通络，温中止痛、止泻。主治感冒头身疼痛，风寒湿痹，脘腹冷痛，泄泻，跌打损伤，还有和胃通气、醒脑催情的功效。文献研究报道石竹烯氧化物具有镇痛和抗炎作用[16]。(-)-4-萜品醇为药材鱼腥草中的主要成分。鱼腥草具有清热解毒、消痈排脓、利湿通淋的功效，主治肺脓疡、痈疖等疾病[17]。
综上所示，超声辅助石油醚提取法，虽然提取的挥发性成分种类较多，但多以烷烃为主，非白益母草主要的活性成分。相较而言，传统提取方法水蒸气蒸馏法提取的挥发性成分种类次之，但具有抑菌、抗炎活性的有效成分最多。建议白益母草挥发性成分提取工艺采用水蒸气蒸馏法为宜。
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	编号
	保留时间/min
	相对含量%
	化合物名称

	1
	4.424
	0.39
	己醛

	2
	4.647
	4.91
	四氯乙烯

	3
	6.37
	1.11
	乙苯

	4
	6.65
	1.21
	邻二甲苯

	5
	7.485
	0.43
	1,3-二甲基-苯

	6
	8.938
	0.81
	1R-α-蒎烯

	7
	10.801
	3.88
	1-辛烯-3-醇

	8
	11.548
	0.84
	八甲基-环四硅氧烷

	9
	12.238
	1.06
	1-甲基-2-(1-甲基乙基)-苯

	10
	15.331
	2.17
	侧柏酮

	11
	15.632
	4.38
	龙脑烯醛

	12
	16.036
	4.69
	(-)-反式-松香芹醇

	13
	16.15
	2.75
	(S)-顺式-马鞭草烯醇

	14
	16.643
	5.23
	环五聚二甲基硅氧烷

	15
	16.783
	1.91
	6,6-二甲基-2-亚甲基 -双环[2.2.1]庚-3-酮 

	16
	17.162
	0.86
	繖柳酮

	17
	17.25
	19.53
	(-)-4-萜品醇

	18
	17.531
	2.65
	2-(4-甲基苯基)丙-2-醇

	19
	17.671
	1.09
	α-松油醇

	20
	17.8
	2.89
	3,4-二甲基茴香醚

	21
	17.852
	1.45
	(-)-桃金娘烯醇

	22
	18.247
	2.27
	(-)-马鞭草烯酮

	23
	18.527
	2.29
	2-甲基-5-(1-甲基乙烯基)-2-环己烯-1-醇

	24
	19.092
	0.46
	4-(1-甲基乙基)-苯甲醛

	25
	19.222
	1.41
	D-香芹酮

	26
	20.364
	0.40
	乙酸龙脑酯

	27
	20.597
	0.69
	麝香草酚

	28
	20.789
	0.61
	香芹酚

	29
	21.183
	6.22
	十二甲基-环己硅氧烷

	30
	21.868
	0.28
	Ylangene

	31
	22.06
	0.45
	β-波旁烯

	32
	22.18
	0.50
	十四烷

	33
	22.231
	0.53
	环己烯

	34
	22.496
	0.83
	β-石竹烯

	35
	22.875
	0.50
	1,5,9,9-四甲基-1,4,7,-Cycloundecatriene

	36
	23.819
	2.73
	石竹烯氧化物

	37
	24.032
	3.93
	桉油烯醇

	38
	24.239
	1.66
	二十烷

	39
	24.291
	3.36
	内-2-甲基双环[3.3.1]壬烷

	40
	25.687
	1.56
	1,3,3-三甲基-2-羟甲基-3,3-二甲基-4-(3-甲基丁-2-烯基)-环己烯



表1 白益母草水蒸气蒸馏法提取挥发性化学成分及相对含量
表2 白益母超声辅助提取挥发性化学成分及相对含量
	编号
	保留时间/min
	相对含量%
	化合物名称

	1
	6.094
	0.87
	辛烷

	2
	7.235
	1.30
	乙基环己烷

	3
	7.36
	2.50
	1,1,3-三甲基环己烷

	4
	7.848
	0.54
	1-壬烯

	5
	7.915
	0.98
	1(R),2(R),4(R) -1,2,4-三甲基环己烷

	6
	8.206
	0.76
	2,3-二甲基庚烷

	7
	8.553
	2.28
	2,6-二甲基癸烷

	8
	8.683
	3.26
	对二甲苯

	9
	9.036
	0.65
	1,1,2-三甲基环己烷

	10
	9.197
	0.22
	3(S),5(R)-1,1,3,5四甲基环己烷

	11
	9.316
	2.28
	4-甲基-1-乙基环己烷

	12
	9.383
	0.87
	3-甲基-1-乙基环己烷

	13
	9.482
	0.22
	反式-1,3-二乙基环戊烷

	14
	9.565
	1.85
	邻二甲苯

	15
	9.928
	6.20
	壬烷

	16
	10.037
	0.98
	2-甲基-1-乙基环己烷

	17
	10.473
	2.39
	茚

	18
	10.924
	1.30
	丙基环己烷

	19
	11.101
	0.43
	丁基-环戊烷

	20
	11.173
	2.17
	3,6-二甲基辛烷

	21
	11.423
	1.85
	2-甲基-3-乙基庚烷

	22
	11.531
	0.22
	1-甲基-3-(2-甲基)环戊烷

	23
	11.869
	1.20
	丙苯

	24
	12.17
	1.96
	3-甲基-1-乙基苯

	25
	12.408
	1.20
	1,3,5-三甲基苯

	26
	12.543
	1.30
	3-甲基壬烷

	27
	12.808
	0.98
	2-甲基-1-乙基苯

	28
	12.875
	0.33
	1-甲基-3-丙基环己烷

	29
	13.285
	2.39
	1,2,3-三甲基苯

	30
	13.581
	2.39
	癸烷

	31
	14.276
	1.09
	1,2,4-三甲基苯

	32
	14.359
	0.65
	4-甲基癸烷

	33
	14.743
	0.43
	戊基环戊烷

	34
	15.298
	0.54
	1-甲基-3-丙基苯

	35
	15.547
	0.33
	1-甲基-2-丙-2基苯

	36
	15.807
	0.22
	邻-异丙基苯

	37
	16.201
	0.22
	2,4-二甲基-1-乙基苯

	38
	16.414
	0.33
	1,2,3,5-四甲基苯

	39
	16.917
	0.22
	十一烷

	40
	17.083
	0.22
	1,2,4,5-四甲基苯

	41
	17.384
	0.22
	1,4-二甲基-2-乙基苯

	42
	17.519
	0.33
	1,2-二甲基-3-乙基苯

	43
	18.432
	0.11
	4-methyl-2,3-dihydro-1H-indene

	44
	18.51
	0.22
	2,3-二甲基-1-乙基苯

	45
	19.449
	0.33
	萘

	46
	22.62
	0.98
	2-甲基萘

	47
	23.419
	4.02
	十二甲基环六硅氧烷

	48
	24.29
	1.85
	十四烷

	49
	24.773
	1.74
	β-石竹烯

	50
	24.897
	1.09
	1，6-二甲基萘

	51
	25.37
	4.89
		5-propyltridecane

	52
	25.837
	3.37
	十五烷

	53
	26.843
	9.78
	苯硫醚

	54
	27.533
	12.28
	二乙基苯-1,2-二羧酸酯










表3 白益母草超临界CO2萃取法提取挥发性化学成分及相对含量
	编号
	保留时间/min
	相对含量%
	化合物名称

	1
	4.133
	10.67
	环戊烷

	2
	4.875
	3.33
	庚烷

	3
	5.248
	3.33
	环己烷

	4
	8.782
	1.33
	苯

	5
	14.572
	0.67
	环己烯

	6
	23.424
	2.00
	十二甲基环六硅氧烷

	7
	24.161
	1.33
	(-)-Alpha-蒎烯

	8
	24.296
	4.67
	β-波旁烯

	9
	24.41
	1.33
	环己

	10
	24.778
	10.67
	β-石竹烯

	11
	24.903
	2.00
	(+)epi-Bicyclosesquiphellandrene

	12
	25.105
	0.67
	萘

	13
	25.219
	2.00
	α-石竹烯

	14
	25.562
	2.00
	1,6-环癸二烯

	15
	27.009
	35.33
	石竹烯氧化物

	16
	27.388
	5.33
	Longifolenaldehyde



