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回族医学是回族丰富的文化遗产，其中香药是回医药的

特色。香药富含挥发油，通常散发出芳香性气味[1]。以芳香开

窍药治疗脑缺血的方剂早有研究，主要发挥其引药上行、快速

进入脑内的作用，从而达到芳香开窍、活血化瘀之功效[2]。本课

题组前期对101首治疗脑卒中的回药方剂进行整理和筛选，结

果表明治疗脑卒中所用的回族香药均为热、干性药物[3]，多是

具有开窍散风、化湿行气的传统中药材，如肉桂、乳香、没药

等。回回脑梗通是宁夏医科大学附属回医医院经多年临床应

用筛选出的经验方，是在研究传统回药方扎里努思方、哈黑里

里方、木香油方治疗脑卒中的基础上经过药效物质基础和机

制分析、药效学评价、对香药所组成的药物组合进行配伍分
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摘 要 目的：优化治疗脑卒中的回药方剂回回脑梗通挥发油的超临界CO2流体萃取工艺，并对挥发油的成分进行分析鉴定。方

法：以挥发油得率和肉桂醛含量为指标，以萃取压力、萃取温度和萃取时间为因素设计单因素试验和正交试验，并对优化后工艺进

行验证试验；测定挥发油的理化指标；采用气相色谱-质谱法（GC-MS）并结合保留指数分析挥发油成分，以面积归一化法计算各成

分的相对百分含量。结果：最优萃取工艺为萃取压力30 MPa、萃取温度50 ℃、萃取时间100 min；验证试验中挥发油得率为4.8％
（RSD＝0.02％，n＝3）、肉桂醛含量为2.0 mg/g（RSD＝1.8％，n＝3）；挥发油的相对密度为1.05、折光率为1.52、酸值为28.13 mg（KOH）/g、

碘值为74.47 g（I）/100 g、皂化值为54.20 mg（KOH）/g、过氧化值为19.42 meq/kg；GC-MS分析结果表明挥发油成分与文献保留指

数相似度在80％以上的化合物共31个，其中鉴定了21个，占总挥发油的44％，已鉴定的化合物中相对百分含量较高的有反式肉

桂醛（9.14％）、β-石竹烯（3.21％）、α-没药醇（3.11％）、β-没药烯（2.56％）等。结论：优化的萃取工艺稳定可行；本试验所得萃取工艺

和成分分析结果可为该方的开发利用提供试验基础和参考依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize supercritical CO2 fluid extraction（SFE-CO2）technology of volatile oil from Hui medi-
cine Huihui Naogengtong for stroke，and to analyze and identify its component. METHODS：With yield of volatile oil and the con-
tent of cinnamaldehydeas indexes，and extraction pressure，temperature and time as factors，single factor test and orthogonal test
were designed to optimize SFE-CO2 technology；optimized technology was also validated. Physical and chemical indexes of volatile
oil were determined，and the constituents of volatile oil were analyzed by GC-MS and retention index. Relative percentage contents
of each component were calculated by area normalization method. RESULTS：Optimal technology was as follows as extraction pres-
sure 30 MPa，extraction temperature 50 ℃ and extraction time 100 min. In verification test，the yield of volatile oil was 4.8％
（RSD＝0.02％，n＝3），and the content of cinnamylaldehyde was 2.0 mg/g（RSD＝1.8％，n＝3）. Physicochemical properties of
volatile oil were as follows as relative density 1.05，refractive index 1.52，acid value 28.128 mg（KOH）/g，iodine value 74.47
g（I）/100 g，saponification value 54.2 mg（KOH）/g，peroxide 19.42 meq/kg. GC-MS analysis showed the similarity with retention
index in literatures of 31 compounds were more than 80％，21 of them were identified and accounted for 44％ of total volatile oil，
among which E-cinnamaldehyde（9.14％），β-caryophyllene（3.21％），α-bisabolol（3.11％）and β-bisabolene（2.56％）had high
relative percentage content. CONCLUSIONS：Optimal extraction technology is stable and feasible. The results of extraction technol-
ogy and component analysis can provide important trail base and reference data for the exploration and utilization of Huihui Nao-
gengtong.
KEYWORDS Hui medicine；Huihui Naogengtong；Volatile oil；Orthogonal test；Supercritical CO2 fluid extraction technology；
Cinnamylaldehyde content；GC-MS；Component analysis
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析，而研究优化出的一个治疗脑卒中的香药方剂，由胡椒、荜

拔、没药、肉桂、红花组成，主要药效成分都具有活血化瘀、抗

动脉粥样硬化方面的药理作用[4-9]。为优化该回药方中挥发油

的提取工艺并分析其成分，促进实现其药用价值的最大化，笔

者在本试验中对上述内容进行了相关研究，以为回回脑梗通

的进一步开发提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

超临界 CO2萃取装置（美国 Applied Separations 公司）；

6890N 气相色谱（GC）仪（美国 Agilent 公司）；电子分析天平

（瑞士 Mettler Toledo 公司）；GC-质谱（MS）分析仪（日本 Shi-

madzu公司）；电热恒温干燥箱（上海一恒科技仪器有限公司）；

阿贝折光仪（上海精科仪器有限公司）。

1.2 药材、药品与试剂

肉桂醛对照品（中国食品药品检定研究院，批号：110710-

201418，纯度：99.4％）；胡椒（产地：海南，批号：121215）、荜拔

（产地：云南，批号：121215）、没药（产地：云南，批号：121215）、

肉桂（产地：四川，批号：121215）、红花（产地：新疆，批号：

141016）均由安徽泰源中药饮片有限公司提供，经宁夏医科大

学药学院董琳老师鉴定为真品；正构烷烃混标 C8-C24标准品

（上海安谱科学仪器有限公司，批号：CDGG- 115320-05，分析

纯）；CO2（食品级，纯度：≥99％）；甲醇为分析纯。

2 方法
2.1 挥发油的提取工艺流程

药材经适度粉碎后，按处方比例准确称取胡椒、荜拔、肉

桂、没药和红花共计 45 g，充分混匀后装入料筒，放入萃取釜

内。打开冷循环制冷气阀，待制冷设备降至4 ℃，打开相应阀

门保持通路状态，CO2由气罐进入冷凝器变为液态，由高压泵

注入萃取釜中。设置萃取温度 40～55 ℃、萃取压力 20～35

MPa、萃取时间20～120 min。通过流量计调节CO2的流量，保

持恒温恒压循环并维持一定的时间，萃取完毕后，打开分离釜

排料阀，收集提取物，称质量后低温保存。

挥发油得率（％）＝挥发油的质量（g）/药材总质量（g）×

100％。

2.2 GC法测定肉桂醛含量

2.2.1 肉桂醛含量的测定 色谱条件：6890N 气相色谱仪；

HP-5MS型石英毛细管柱（30.0 m×320 μm，0.25 μm）；载气为高

纯氮气，柱流量为1.2 ml/min；升温程序为柱温50℃保持1 min，

以8 ℃/min的速率升到150 ℃，保持3 min，再以3 ℃/min的速

率升到 210 ℃，保持 5 min，再以 5 ℃/min的速率升到 240 ℃，

保持15 min；进样口温度为250 ℃；检测器温度为280 ℃；进样

量为0.2 μl；分流比为20 ∶1。
2.2.2 对照品溶液的制备 取肉桂醛对照品适量，加甲醇溶

解制成2.98 mg/ml的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 精密称取挥发油 0.1 g，加甲醇溶

解定容至 10 ml量瓶中，超声 10 min使挥发油充分溶解，取出

并补足损失的甲醇。

2.2.4 肉桂醛标准曲线的绘制 按相关方法进行操作，建立

肉桂醛标准曲线方程为 y＝233.76x－4.133 7（r＝0.999 9，y为

峰面积，x为肉桂醛质量浓度），得肉桂醛检测质量浓度线性范

围为0.074 5～2.98 mg/ml。

2.2.5 精密度、重复性、准确度试验 按相关方法操作，结果

精密度试验中峰面积的RSD＝1.27％（n＝5）；重复性试验中肉

桂醛含量的RSD＝1.80％（n＝5）；准确度试验中加样回收率平

均值为 99.3％（RSD＝2.7％，n＝6）。

2.3 单因素试验

前期预试验发现，挥发油得率与萃取温度、萃取压力、萃

取时间有关。在固定药材粉碎粒度为 40目的试验条件下，分

别对这3个因素进行单因素考察，考察各因素水平对挥发油得

率的影响。

2.3.1 萃取温度对挥发油得率的影响 准确称取药材粉末45

g，以不同萃取温度（40、45、50、55 ℃）、萃取压力为25 MPa、萃

取时间为 100 min进行提取，计算挥发油得率。结果，温度为

40～50 ℃时，随着温度的升高挥发油得率增加；但当温度超过

50 ℃时，挥发油得率下降，甚至明显低于 40 ℃时的萃取率。

这是由于温度过高导致CO2流体密度降低使溶质的溶解度下

降所致；另外温度过高也不利于设备的耐用性，投资及操作费

用也会增加。综合考虑，萃取温度宜选择为50 ℃。

2.3.2 萃取压力对挥发油得率的影响 准确称取药材粉末45

g，以不同萃取压力（20、25、30、35 MPa）、萃取温度50 ℃、萃取

时间 100 min进行提取，计算挥发油得率。结果，当萃取压力

在20～25 MPa时，随着压力的增加，挥发油得率也增加；当超

过25 MPa时，曲线的变化近似直线，甚至有下降的趋势。这是

因为随着压力的增加，流体扩散系数会减少，对挥发油的溶解

能力也会减少；而且在实际操作过程中，压力过高对设备的要

求及安全因素也会增加，萃取的挥发油纯度也受到影响。综

合考虑，萃取压力宜选择为25 MPa。

2.3.3 萃取时间对挥发油得率的影响 准确称取药材粉末45

g，以不同的萃取时间（20、40、60、80、100、120 min）、萃取压力

为 25 MPa、萃取温度为 50 ℃进行提取，计算挥发油得率。结

果，随着萃取时间的增加，挥发油得率逐渐增加；但当萃取100

min后，得率增加趋于平缓；且在试验过程中发现，100 min之

后几乎再无挥发油萃取出。若时间过长会增加能耗，导致成本

增加。综合实际情况和成本因素，提取时间宜选择为100 min。

2.4 正交试验

依据单因素试验结果，以挥发油得率和肉桂醛含量[肉桂

醛萃取量（mg）/药材总质量（g）]为指标，各指标权重分别定为

0.3、0.7，综合评分＝挥发油得率/挥发油得率最大值×0.3+肉桂

醛含量/肉桂醛含量最大值×0.7。选取萃取温度（A）、萃取压力

（B）、萃取时间（C）3个因素，每个因素设定3个水平，采用L9（34）

设计正交试验考察超临界CO2提取方法对挥发油得率和肉桂

醛含量的影响。因素与水平见表1；正交试验设计与结果见表

2；方差分析结果见表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

A，℃
45

50

55

因素
B，MPa

20

25

30

C，min

80

100

120

由直观分析可知，各因素对提取工艺的影响顺序为 B＞

A＞C，即萃取压力＞萃取温度＞萃取时间。由表3可知，因素

B 的 P＜0.05，即因素 B 对试验结果有显著影响，即压力选择

30 MPa（B3）；其余因素的选择则结合实际情况考虑。在选择

萃取温度时，虽然 45 ℃更有利于节能，但是笔者在试验中发

现，萃取温度为50 ℃（A2）时挥发油得率更高一些，故选择萃取

温度为50 ℃，萃取时间为100 min（C2）。
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表2 正交试验设计与结果

Tab 2 Design and results of orthogonal test

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

0.527

0.347

0.543

0.197

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

0.253

0.473

0.690

0.437

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

0.390

0.577

0.450

0.187

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

0.487

0.430

0.500

0.070

挥发油得率，％
1.11

3.99

4.72

1.40

1.56

1.96

1.41

1.43

2.79

肉桂醛含量，mg/g

0.53

1.05

1.37

0.52

0.73

0.97

0.51

1.23

2.14

综合评分
0.24

0.59

0.75

0.26

0.34

0.44

0.26

0.49

0.88

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

误差来源
A

B

C

误差（D）

离均差平方和
0.071

0.286

0.544

0.008

自由度
2

2

2

2

均方差
0.036

0.143

0.272

0.004

F

8.61

34.51

6.57

1.00

P

＞0.05

＜0.05

＞0.05

＞0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00

2.5 验证试验

精密称取药材粉末 45 g，平行操作 3份，按照上述确定的

最优萃取工艺进行试验，结果挥发油得率为 4.8％（RSD＝

0.02％，n＝3），肉桂醛含量为2.0 mg/g（RSD＝1.8％，n＝3），表

明优选的工艺稳定可行、重现性好。

2.6 挥发油理化性质考察

按照2015年版《中国药典》（四部）相关内容及方法[10]对最

优萃取工艺所得挥发油进行相对密度、折光率、酸值、碘值、皂化

值、过氧化值的测定。结果各指标测定3次的平均值分别为1.05、

1.52、28.13 mg（KOH）/g、74.47 g（I）/100 g、54.20 mg（KOH）/g、

19.42 meq/kg。以蒸馏水在4 ℃时的相对密度（1.0 g/cm3）作为

参照，回回脑梗通挥发油的相对密度大于1，为重油；常温下为

黄色液体；碘值小于100，为不干性油；皂化值的高低则与油脂

中所含的脂肪酸的分子量有关，而其皂化值结果表明此挥发

油中脂肪酸的分子质量较大。另，挥发油的酸值和过氧化值

过大，这可能由于其本身就含有较多的游离脂肪酸，还有可能

是以下两个方面引起的：第一，萃取过程中挥发油溶解了一部

分的CO2，使得挥发油本身呈酸性；第二，由于超临界CO2流体

萃取后的挥发油成分复杂，可能存在着一些影响酸值和过氧

化值测定的化学物质。

2.7 GC-MS分析挥发油成分

2.7.1 GC/MS条件 GC条件：Rxi-5sil MS毛细管色谱柱（30

m×0.25 mm，0.25 μm）；进样口温度为250 ℃，升温程序为初始

50℃保持1 min，以10℃/min升至120℃保持3 min，以3℃/min

升至 200 ℃保持 3 min，以 5 ℃/min升至 290 ℃保持 10 min；载

气为 99.999％氦气，体积流量为 1.0 ml/min；进样量为 1 μl；分

流比为25 ∶1。
MS 条件：EI 电离源；离子源温度为 230 ℃；接口温度为

320 ℃；扫描质量范围m/z为33～500。

2.7.2 供试品溶液的制备 取挥发油按“2.2.3”项下方法制备

供试品溶液。

2.7.3 GC-MS结果与分析 精密量取供试品溶液，按“2.7.1”

项下 GC/MS条件分析得到总离子流图，见图1；取正构烷烃混

标C8-C24标准品 10 μl，定容至 1.5 ml，进样 1 μl，按“2.7.1”项下

的条件分析。记录每个标准品出峰的保留时间，以Kovats[11]保

留指数的计算方法求出挥发油各组分的校正保留指数，对比

文献中保留指数[12-20]进行挥发油成分的鉴定，采用面积归一化

法确定各组分的相对百分含量，结果见表4。

通过校正保留指数与文献保留指数值比较，能辅助MS检

索分析提高其定性的准确性。按各色谱峰的MS裂片图与文

献核对，对各色谱峰加以确认，GC-MS 分析表明，相似度在

80％以上的共 31个，其中鉴定了 21个，占挥发油总成分百分

图1 挥发油的总离子流图
1.反式肉桂醛；2.β-石竹烯；3.α-没药醇；4.β-没药烯

Fig 1 Total ion chromatogram of volatile oil
1. E-cinnamaldehyde；2. β-caryophyllene；3. α-bisabolol；4. β-bisabolene
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表4 挥发油成分和相对百分含量

Tab 4 Components and relative percentage content of vola-

tile oil

保留时
间，min

5.645

10.010

12.456

15.830

17.375

17.795

19.420

19.520

19.640

19.810

20.145

20.430

20.840

24.785

26.625

26.935

27.430

32.885

33.650

35.050

40.615

46.955

51.690

52.175

54.520

57.565

64.600

64.835

65.790

65.915

66.455

校正保
留指数

940

1 185

1 276

1 380

1 424

1 436

1 481

1 483

1 487

1 491

1 501

1 508

1 520

1 628

1 679

1 687

1 701

1 859

1 882

1 952

2 246

2 454

2 669

2 682

2 853

3 055

3 456

3 462

3 483

3 485

3 497

文献保
留指数

928

1 188

1 271

1 382

1 426

1 438

1 482

1 460

1 489

1 492

1 500

1 508

1 519

1 630

1 678

1 685

1 700

1 857

1 889

1 953

2 225

2 499

未知物
未知物
未知物
未知物
未知物
3 462

未知物
未知物
未知物

化合物名称

α-蒎烯（α-pinene）

α-萜品醇（α-terpinenol）

反式肉桂醛（rans-cinnamaldehyde）

α-荜澄茄油烯（α-cubebene）

β-石竹烯（β-caryophyllene）

α-愈创木烯（α-guaiene）

大牛儿烯D（germacrene D）

香树烯（alloaromadendrene）

β-桉叶烯（β-selinene）

瓦伦烯（valencene isomer）

β-没药烯（β-bisabolene）

α-法尼烯（α-farnesene）

肉豆蔻醚（myristicin）

洋芹子油脑（apiol）

α-檀香烯醇（α-santalol）

α-没药醇（α-bisabolol）

正十七烷（n-heptadecane）

橄榄醇（elemol）

nerolidol isobutyrate

3-ethyl-3-hydroxyandrostan-17-one

香紫苏醇（sclareol）

二十五烷（pentacosane）

β-古巴烯（β-copaene）

分子式

C10H16

C10H18O

C9H8O

C15H24

C15H24

C15H24

C15H24

C15H24

C15H24

C15H24

C15H24

C15H24

C11H12O3

C12H14O4

C15H24O

C15H26O

C17H36

C11H16O2

C15H26O

C20H36O2

C25H52

C15H24

相对百分
含量，％

1.07

1.24

9.14

1.71

3.21

1.30

0.74

1.82

0.67

0.72

2.56

0.91

1.17

0.90

1.58

3.11

2.40

2.04

1.70

0.62

1.60

2.36

9.07

6.83

1.75

6.00

3.51

1.31

13.28

3.95

2.02

··2652
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含量的44％，见表4。已鉴定的化合物中相对百分含量较高的

有反式肉桂醛（化合物1，9.14％）、β-石竹烯（化合物2，3.21％）、

α-没药醇（化合物3，3.11％）、β-没药烯（化合物4，2.56％）。肉

桂醛的含量相对来说较高，其具有扩张血管和降压的作用[21]，

所以本试验选中肉桂醛为指标性成分进行工艺优化是合理

的。但图中其他相对百分含量较高的物质目前未被鉴定出

来，此部分还有待课题组的进一步研究。

3 讨论
回族医学是中国传统医药的重要组成部分，是阿拉伯医

学吸收兼容中医学的结合。但目前来看，回族医药的研究开

发尚处于起步阶段，关于回族医药的论著和文献较少，特别是

未见系统研究的文献报道，使得其临床应用缺乏科学的理论

支持。因此，本文对回回脑梗通进行提取工艺及成分分析研

究，以为该方的开发利用提供科学的依据。

超临界CO2萃取方法是近几年应用比较广泛的提取挥发

油的方法，具有技术工艺简单、操作方便、提取的挥发油纯度

高、又可充分保持挥发油活性等特点[22]，所以本研究选择超临

界CO2萃取方法对回回脑梗通挥发油部位进行提取。在前期

考察粉碎粒度对挥发油得率的影响时，原则上讲粉碎粒度越

小得率越高，但是本研究发现当粒度为60目时，挥发油得率反

而下降，而且在试验过程中发现萃取后的粉末极不容易从料

筒中倾倒出来。这可能是由于粒度太小造成CO2流通不畅，致

挥发油不能完全被萃取，粉末粘连，使料筒淤塞所致。相比之

下粉碎成 40目更容易从萃取釜里倾倒出来，且萃取后的药渣

未见粘连，所以选择粉碎粒度为40目进行后续试验。

为了选择一个合理的正交试验水平范围，在正交试验之

前以挥发油得率为指标进行了单因素试验；考虑到肉桂醛为

挥发油的主要药效成分，故在正交试验中增加肉桂醛含量为

指标，并用综合评分法对2个指标进行综合评分。在最优萃取

工艺条件的选择上，课题组综合了实际试验情况进行确认，验

证试验结果表明优选的萃取工艺稳定、可行、产率高。

目前国际上通过GC-MS定性研究油脂类化学成分时，统

一执行国际食用香料工业组织（IOFI）标准，需采用谱库检索联

合保留指数以更准确地对化合物进行定性鉴定。本试验采用

GC-MS 分析结果与Kovats 保留指数相结合的方法对挥发油

成分进行鉴别，笔者认为比单纯使用谱库检索鉴定更准确、可

信。GC-MS结果为课题组后期对有效成分及药理作用的研究

提供了重要参考依据。
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