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摘要:目的 对5个产地砂仁的挥发油成分及重金属元素进行测定，结合灰色关联分析法从其主要有效成分和重金属残留两个检查测指标对不同产地砂仁的质量进行评价。方法 采用气相色谱和质谱联用技术（GC-MS）结合质谱库检索系统对砂仁挥发油成分进行结构鉴定，应用色谱峰面积归一化法确定各组分含量；采用微波消解-石墨炉原子吸收分光光度法分析不同产地砂仁中铅、铬、铜的含量，并结合灰色关联分析法对数据进行分析。结果 5个不同产地砂仁中的乙酸龙脑酯含量均高，樟脑次之，阳春地区砂仁中乙酸龙脑酯的含量最高；重金属检测铅的含量范围0.6400～0.8803 μg.g-1，铬的含量范围0.7463～4.3990 μg.g-1，铜的含量范围20.0506～20.7096 μg.g-1；通过灰色关联度分析法确定5个产地砂仁质量优良程度排序为：广东阳春＞广西＞广东吴川＞云南＞缅甸。结论 GC-MS和微波消解-石墨炉原子吸收分光光度法结合灰色关联度分析法可对砂仁药材进行较为全面的综合评价，为砂仁的进出口以及临床安全用药提供参考。
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Evaluate the volatile oil by GC-MS and heavy metals residue in Villosum from different areas
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Abstract: Objective：To determine the volatile oil and heavy metals in Amomum villosum from different parts, and combine the gray relational analysis to investigate the main effective components and heavy metal residues to evaluate the quality of different origin of Amomum villosum.Provide an evidence for evaluating Amomum villosum medicinal materials quality and the clinical medication safety. Methods：Combining the GS - MS technique with mass spectrometry library retrieval system to identfy the structure of Amomum villosum volatile oil components, and applicating the chromatographic peak area normalization method to determine the content of each component; Analysising the lead, chromium, copper contents of Amomum villosum in different regions by microwave digestion and graphite furnace atomic absorption spectrophotometry ，combined with the grey correlation analysis method to analyze the all datas. Results：Bornyl acetate content in five different origin of Amomum villosum is the highest in all, camphor next, Amomum villosum from YangChun area is the highest content of bornyl acetate; lead’s content ranges between 0.6400 μg.g-1 and 0.8803μg.g-1, chromium’s content ranges between 0.7463 μg.g-1 and 4.3990 μg.g-1 ,Copper’s content ranges between 20.0506 μg.g-1 and 20.7096 μg.g-1 ; The results of the grey correlation analysis method show that the five origin Amomum villosum’s quality is: Guangdong YangChun > GuangXi > Guangdong WuChuan >YunNan > Myanmar. Conclusion GC - MS technology and microwave digestion - graphite furnace atomic absorption spectrophotometry combined with grey correlation analysis method can comprehensively evaluate the Amomum villosum,and provide a reference for the import and export of Amomum villosum and for the clinical medication safety.
Keywords: Amomum villosum ;volatile oil;heavy metal; gray relational analysis method; GC-MS； comprehensive evaluation

砂仁为姜科植物阳春砂Amomum villosum Lour.、绿壳砂Amomum villosum  Lour. var. xanthioides T.L.Wu et Senjen或海南砂Amomum longiligularg T.L. wu的干燥成熟果实 [1]，是我国著名的“四大南药”之一[2]，其性辛、温，归脾胃经，具有化湿开胃、温脾止泻、理气安胎等功效[3]。现代研究表明挥发油是砂仁发挥药效的主要部位，气相色谱和质谱联用技术（GC-MS）可用于分析挥发油化学成分的组成及含量[4-5]；重金属是目前公认的对人体有害的微量元素，重金属含量超标造成的中药材安全隐患日益受到关注。近年来国际贸易中以环保标准为基础的绿色认证制度日益盛行，欧美及传统出口中药材的东南亚地区均对中药提出重金属及有害元素限量的指标，并有提高的趋势[6-7]。本实验通过对多个产地的砂仁药材进行GC-MS分析及重金属限量测定，结合灰色关联分析法[8]对砂仁挥发油中的主要成分以及重金属进行综合分析，为综合评价砂仁药材质量、比较不同产区的质量差别以及保证临床用药安全提供科学依据。

1材料

1.1 药品及试剂 5个砂仁药材的来源经成都中医药大学李敏教授鉴定为阳春砂Amomum villosum Lour.的干燥成熟果实,见表1；65%优级纯硝酸、30%优级纯过氧化氢，成都市科龙化工厂；1000 μg·mL-1的铅（207Pb）、铜（63Cu）、铬（52Cr）标准液，批号分别为：GSB04-1742-2004，GSB04-1725-2004，GSB04-1723a-2004，国家有色金属及电子材料分析测试中心；高纯氩，东风气体。
表1 砂仁药材来源及产地
Table1 The detail information of Amomum villosum Lour.

	药材来源
	编号
	产地

	阳春砂Amomum villosum Lour.
	YCS1
	广东阳春市蟠龙村

	阳春砂Amomum villosum Lour.
	YCS2
	广东湛江吴川市

	阳春砂Amomum villosum Lour.
	YCS3
	广西隆安县

	阳春砂Amomum villosum Lour.
	YCS4
	云南西双版纳勐腊县

	阳春砂Amomum villosum Lour.
	YCS5
	缅甸


1.2仪器  Agilent 7890A-5975C气相色谱-质谱联用仪；Agilent HP-5毛细管柱( 0.25μm ×250μm，30m)； Agilent GC-MSD工作站，安捷伦（中国）公司；轻油提取器，四川蜀牛玻璃仪器有限公司；Satorius 电子天平，德国Satorius公司；Milestone Ethos Tos 微波消解萃取仪，意大利Milestone公司；AA-6800 原子分光光度计、ASC-6100 自动进样器、GFA-EX7 石墨炉电源，日本岛津公司；UPT-II-10T超纯水器，中国优普特公司。

2 方法与结果

2.1 GC-MS分析
2.1.1 供试品溶液制备 分别将砂仁药材粉碎，过20目筛，精密称取粗粉10.0 g，置于1000 mL圆底烧瓶中，加入药材30倍量水，按2010版《中国药典》(一部)[3]挥发油测定法(附录XD甲法)提取挥发油，水蒸汽蒸馏5 h后，收集挥发油，加正己烷溶解并定容至2 mL，用无水硫酸钠除去水分，0.45μm微孔滤膜过滤后，得到具有特殊香味的油状物，备用。

2.1.2 GC-MS分析条件[9]   HP-5毛细管柱( 0.25 μm ×250 μm，30 mm) ；进样口温度250 ℃；载气为氦气，体积流量 1.0 mL·min-1；采用程序升温，初始温度60 ℃，以4 ℃·min-1升至124 ℃，8 ℃·min-1上升至196 ℃保持5 min；分流进样，分流比1∶60；进样量1 μL。电离方式为 EI；电子能量 70 eV；离子源温度220 ℃；四级杆温度150 ℃；全扫描方式。
2.2 重金属分析
2.2.1 供试品溶液的制备 将砂仁药材干燥，粉碎，过4号筛。称取样品约0.5 g，精密称定，置聚四氟乙烯消解罐中，分别移取5 mL硝酸， 1 mL双氧水和2 mL去离子水，加盖。置微波消解仪中消解，消解功率为1000 W，0～10 min升至150 ℃，保持3 min，13～15 min升至180 ℃，保持8 min，冷却30 min后取出。水浴100 ℃排酸，浓缩至1～2 mL时，转移到50 mL容量瓶，用去离子水定容，同法同时做试剂空白溶液，得待测溶液。                

2.2.2 标准溶液制备 分别精密量取铅、铬、铜3种元素标准溶液0.5 mL置500 mL容量瓶，用2％的硝酸水溶液定容，制成浓度为l μg·mL-1的各元素的溶液，即标准储备液（0～5 ℃贮存）。经预实验考察，分别精密量取铅、铬、铜标准贮备液2.5 ，12.5，10 mL，置50 mL容量瓶，制成质量浓度为0.05 μg·mL-1的铅标准溶液、0.25 μg·mL-1的铬标准溶液、0.2 μg·mL-1的铜标准溶液（标准溶液均现配现用）；铅、铬、铜进样量均为20 μL。
2.2.3 线性范围试验  精密量取铅、铬、铜的工作标准溶液，通过石墨炉-原子吸收分光光度法进行测定，以标准溶液浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，制备标准曲线，如图1（从上到下依次为Pb、Cr、 Cu标准曲线）。Pb的标准曲线方程为： Y=-444.383X2+43.889X+0.108（r=0.9998），Cr的标准曲线方程为：Y=5.648X+0.029（r=0.9990），Cu的标准曲线方程为：Y=59.372X+0.219（r=0.9991），结果表明3种重金属元素各自在相应的范围内线性关系良好。

2.2.4 方法学考擦  经实验考察，该方法精密度的RSD均小于5%，重复性RSD结果均小于6%，回收率在90.6%～109.5%之间，均符合原子吸收分光光度法的测定要求，表明方法精密准确，重复性良好，结果有效可靠。
2.3 测定结果 按“2.1.1” 项下方法对砂仁进行挥发油提取，按“2.1.2” 项下分别进行GC-MS分析，通过NIST08质谱数据系统检索，并与标准图谱比较分析，进行纯度分析，并采用峰面积归一化法测定各个阳春砂仁的相对百分含量，对其中共有的5种主要成分（莰烯、柠檬烯、樟脑、龙脑、乙酸龙脑酯）进行结构鉴定。按“2.2.1”项下处理砂仁样品，通过石墨炉-原子吸收分光光度法测定砂仁样品中铅、铬、铜的含量。GC-MS以及重金属测定结果见表2和图1。
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图1 砂仁挥发油GC-MS总离子流图
Figure 1 TIC of the volatile oil in Amomum villosum Lour.from different area

表2  砂仁药材GC-MS及重金属测定结果
Table 2 The determination results of GC-MS and heavy metals of Amomum villosum Lour.

	品种及产地
	检测指标
	化学成分
	重金属元素/μg.g-1

	
	
	莰烯
	柠檬烯
	樟脑
	龙脑
	乙酸龙脑酯
	Pb
	Cr
	Cug-1)

	Amomum villosum Lour. 广东阳春
	峰面积
	133276716
	158300665
	262254410
	74820378
	926849500
	0.7535
	0.7105
	20.4102

	
	相对百分含量
	7.26
	8.62
	14.28
	4.07
	50.64
	
	
	

	Amomum villosum Lour. 广东吴川
	峰面积
	2640585
	12435384
	187009879
	77473588
	393322842
	0.6400
	3.8781
	20.0506

	
	相对百分含量
	0.29
	1.36
	20.42
	8.46
	42.94
	
	
	

	Amomum villosum Lour. 广西
	峰面积
	22465595
	44502470
	232586122
	57893272
	652020456
	0.8803
	0.7463
	20.3463

	
	相对百分含量
	1.84
	3.64
	19.03
	4.74
	53.35
	
	
	

	Amomum villosum Lour. 云南
	峰面积
	36357695
	39590102
	178834666
	43147440
	387053351
	0.6537
	1.7629
	20.7096

	
	相对百分含量
	4.78
	5.21
	23.52
	5.68
	50.92
	
	
	

	Amomum villosum Lour. 缅甸
	峰面积
	25001345
	53995459
	91482082
	16338829
	130871524
	0.7297
	4.3990
	20.2901

	
	相对百分含量
	6.47
	13.98
	23.69
	4.23
	33.88
	
	
	

	平均值
	——
	43948387
	61764816
	190433432
	53934701
	498023535
	0.7314
	2.2994
	20.3614

	RSD/%
	
	116.93
	90.88
	34.11
	46.68
	60.71
	13.16
	75.72
	1.17


注：（1）参照《药用植物及制剂进出口行业绿色标准》中的重金属元素的限量标准：Pb≤5 μg.g-1，Cr≤2 μg.g-1 ，Cu≤20 μg.g-1。（2）GC-MS结果的平均值和RSD值根据峰面积值计算。
由表2可知，莰烯、柠檬烯、樟脑、龙脑、乙酸龙脑酯5种主要成分在不同产地中差异较大，RSD值为34.11%～116.93%，其中乙酸龙脑酯含量最高，各个产地砂仁中乙酸龙脑酯含量比较为：阳春＞广西＞吴川＞云南＞缅甸。有害元素铅的含量范围0.6400～0.8803 μg.g-1，各个产地均未超标；铜的含量范围20.0506～20.7096 μg.g-1，各个产地间铜的差异性最小，变异系数为1.17%，铜含量规定不超过20 μg.g-1，均超过标准，但超标情况不严重；铬的含量范围0.7463～4.3990 μg.g-1，吴川和缅甸两个产地有不同程度的超标，各个产地砂仁中的含量由低到高为：阳春<广西<云南<吴川<缅甸，阳春地区的砂仁含量最低。
2.4 不同产地砂仁挥发油和重金属的灰关联分析[10]
2.4. 原始数据无量纲化处理  根据灰色系统理论要求，将5个不同产地砂仁中的有效成分莰烯、柠檬烯、樟脑、龙脑、乙酸龙脑酯和有害成分铅、铬、铜这8个指标视为一个系统整体，将每个指标视为一个系统因子进行综合评估。有效成分以该成分的最大峰面积作为参考序列，有害元素以限量标准为参考序列（表3第1行，x0），以阳春、吴川、广西、云南、缅甸作为比较序列，记为x1～x5，为了便于比较，对原始数据进行均值化处理，按照xi(k)=xi′（k）/xi计算结果。（xi′（k）为原始数据，xi为同一指标的平均值，xi(k) 为无量纲化处理后的结果）对表2数据进行处理，得到新的序列，见表3。
表3 无量纲化处理结果
Table 3  The result of nil-dimension

	Xi
	莰烯
	柠檬烯
	樟脑
	龙脑
	乙酸龙脑酯
	Pb
	Cr
	Cu

	X0
	3.03
	2.56
	1.38
	1.44
	1.86
	1.20
	1.91
	1.02

	X1
	3.03
	2.56
	1.38
	1.39
	1.86
	1.03
	0.31
	1.00

	X2
	0.06
	0.20
	0.98
	1.44
	0.79
	0.87
	1.69
	0.98

	X3
	0.51
	0.72
	1.22
	1.07
	1.31
	1.20
	0.32
	1.00

	X4
	0.83
	0.64
	0.94
	0.80
	0.78
	0.89
	0.77
	1.02

	X5
	0.57
	0.87
	0.48
	0.30
	0.26
	1.00
	1.91
	1.00


2.4.2 绝对差值和两极差值的计算  绝对差值的计算公式：Δ0i（k）= x0（k）-xi（k），求出各比较序列与参考序列的绝对差值，见表4。
表4 参考序列和比较序列的绝对差值
Tab.4 The absolute value(Δ0i（k）) between the reference and the individual peanut cultivars

	Δ0i（k）
	莰烯
	柠檬烯
	樟脑
	龙脑
	乙酸龙脑酯
	Pb
	Cr
	Cu

	Δ01（k）
	0.00
	0.00
	0.00
	0.05
	0.00
	0.17
	1.60
	0.01

	Δ02（k）
	2.97
	2.36
	0.40
	0.00
	1.07
	0.33
	0.23
	0.03

	Δ03（k）
	2.52
	1.84
	0.16
	0.36
	0.55
	0.00
	1.59
	0.02

	Δ04（k）
	2.21
	1.92
	0.44
	0.64
	1.08
	0.31
	1.15
	0.00

	Δ05（k）
	2.46
	1.69
	0.90
	1.13
	1.60
	0.21
	0.00
	0.02


注:两极差值：Δ0i（min）=0，Δ0i（min）=2.97。
2.4.3灰关联系数与灰关联度  
灰关联系数：[image: image3.png]20it) = (Aoitmaz) + i tmim) )/ {Boit) + {oi (min) )



，灰关联度：[image: image5.png]Y(xo + X;) = 1/nF €05



，其中[image: image7.png]


为分辨系数，一般[image: image9.png]


=0.5，n为样品个数，结果见表5。
表5 参考序列与比较序列的灰关联系数、灰关联度
Table 5 Gray relational coefficient and relational grade between the reference and the individual peanut varieties
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	莰烯
	1.00
	0.33
	0.37
	0.40
	0.38

	柠檬烯
	1.00
	0.39
	0.45
	0.44
	0.47

	樟脑
	1.00
	0.79
	0.91
	0.77
	0.62

	龙脑
	0.97
	1.00
	0.80
	0.70
	0.57

	乙酸龙脑酯
	1.00
	0.58
	0.73
	0.58
	0.48

	关联度1
	0.99
	0.62
	0.65
	0.58
	0.50

	Pb
	0.82
	0.71
	1.00
	0.72
	0.80

	Cr
	0.33
	0.78
	0.34
	0.41
	1.00

	Cu
	0.98
	0.96
	0.98
	1.00
	0.97

	关联度2
	0.43
	0.49
	0.46
	0.43
	0.55


    由表5可以看出，从有效成分比较序列与参考序列的关联度大小为：广东阳春＞广西＞广东吴川＞云南＞缅甸，其中广东阳春的关联度最大（0.99）；从有害元素比较序列与参考序列的关联度大小为：广东阳春≤云南<广西<吴川<缅甸。
3讨论

本实验仅对砂仁中5种含量较高的的成分进行了结构鉴定，分别是莰烯、柠檬烯、樟脑、龙脑、乙酸龙脑酯。这5种成分在阳春、吴川、广西、云南、缅甸砂仁中分别占总挥发油的84.69%、73.47%、82.6%、90.11%、82.25%，各个产地的砂仁挥发油中均发现以乙酸龙脑酯含量最高，现代药理研究表明乙酸龙脑酯是砂仁发挥药效的主要物质基础，具有镇痛、抗炎、止泻[11]等作用，故通常以乙酸龙脑酯的含量作为砂仁的质量控制指标，用于评价砂仁的品质优劣。各个产地中乙酸龙脑酯的含量比较，阳春＞广西＞吴川＞云南＞缅甸，广东阳春地区的砂仁乙酸龙脑酯的含量比广西、云南、缅甸、吴川砂仁含量高，质量优，与文献[12]结果相似，验证了广东阳春作为砂仁药材道地产区的合理性，说明传统中医用药讲究“道地性”是科学的。从表2还可以看出，不同产地砂仁中挥发油的种类大致一样，但含量却有明显的差异，变异系数均较高，这可能各个产地的水质，土壤等生态环境有关[13]，其相关性还有待进一步研究。
从有害元素来评价砂仁药材的安全性来看，5个产地中铅(Pb)的含量均不大于标准限量；铜含量均超过规定限量，但超标情况均不严重；中药材中对铬（Cr）的限量没有明确的限定标准，而砂仁作为药食两用的中药，绿色食品标准中铬的含量应不超过2 μg.g-1，以此作为参考，吴川、缅甸存在铬超标的现象，5个产地铬含量由低到度高为：阳春＜广西＜云南＜吴川＜缅甸，阳春地区砂仁Cr的含量最低，安全性较高。
基于灰色系统对砂仁中有效成分和有害元素进行关联性分析，有效成分的关联度越大，表明与参考序列越接近，对应的砂仁产地质量越优，各个产地的关联度大小为：广东阳春＞广西＞广东吴川＞云南＞缅甸，阳春地区的砂仁关联度最高（0.99），质量最优；有害元素的关联度越小，与该元素的限量标准相差越大，安全性越高，有害元素的关联度大小为：广东阳春≤云南<广西<吴川<缅甸，阳春地区砂仁关联度最低（0.43），安全性最高。综合来看，阳春地区作为为砂仁的道地产区，有效成分与安全性都比其他产地的砂仁高，做到了从有效与有害两方面综合控制砂仁的质量，既保证砂仁的有效性，同时保障用药的安全性。
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