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基于超临界CO2低温流体萃取的鸡内金去腥存效方法研究
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摘要: 鸡内金是临床常用的消食类中药, 属于药食同源品种, 但腥臭气味强, 影响儿童服药的顺应性。传统炮制方

法采用清炒、醋制等加热炮制方法去腥除臭, 影响其消化酶活力, 亟需寻找新的去腥存效方法。本研究提出并验证超

临界CO2低温流体萃取法用于鸡内金去腥存效的技术可行性。首先, 采用顶空-固相微萃取-气相色谱-三重四极杆质

谱法 (HS-SPME/GC-QQQ-MS/MS) 结合气味活度值 (OVA) 法初步确定超临界CO2萃取分离前后鸡内金腥臭气成分

差异; 然后, 基于志愿者感官评价结合挥发性成分分析对比鸡内金生品、清炒品、醋炙品和超临界CO2萃取品腥臭气强

度和腥臭气物质种类及含量差异, 采用胃蛋白酶、淀粉酶活力效价测定法对比分析4种鸡内金消化酶活力差异, 采用傅

里叶变换红外光谱 (FT-IR) 对比研究4种鸡内金的物质结构差异, 氨基酸含量测定对比总氨基酸、促消化类氨基酸及

苦味氨基酸含量差异, 采用基于酚红指示剂的大豆油致小鼠胃排空延迟动物模型实验验证体内促胃排空药效差异。

研究结果表明, 鸡内金粉末腥臭气突出, 超临界萃取后腥臭气显著降低, 腥臭气成分含量仅为生品中的12.8%; FT-IR

分析结果表明鸡内金超临界萃取品较生品物质结构未发生改变, 消化酶活力效价测定结果显示生品中淀粉酶、胃蛋白

酶活力效价约是清炒品和醋炙品的3.9、1.4倍, 超临界CO2萃取品中淀粉酶、胃蛋白酶活力效价约为清炒品和醋炙品的

2.7、1.3倍; 氨基酸含量测定结果表明4种鸡内金中促消化类氨基酸含量没有明显差异。体内验证实验结果显示, 生品

组、超临界萃取品组、清炒品组和醋炙品组小鼠平均胃排空率分别为69%、59%、40%和51%, 超临界CO2流体萃取法相

较清炒法和醋炙法能够有效保留鸡内金促胃排空药效。总体而言, 超临界CO2流体低温萃取法较传统的清炒法和醋

炙法, 可有效去除鸡内金腥臭气, 保留鸡内金中生物活性成分与消食化积药效, 能有效实现鸡内金的去腥存效。
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digestion. Its odor is unpleasant, which decreases children's compliance with taking this traditional medicine. Tradi‐

tional processing methods utilize heat processing methods such as stir-frying and vinegar processing to deodorize

the medicine, but this affects the activity of digestive enzymes, so there is a need to find a new method for removing

the fishy odor while retaining the beneficial effect of GGEC. Here we have developed the use of supercritical CO2

low-temperature fluid extraction to eliminate the odor while retaining the medicinal benefits. Headspace-solid-

phase microextraction-gas chromatography-triple quadrupole mass spectrometry (HS-SPME/GC-QQQ-MS/MS)

combined with the gas activity value method was used to determine compositional differences in the product before

and after supercritical CO2 extraction and separation. Then, based on the sensory evaluation of volunteers, combined

with the analysis of volatile components, the fishy odor intensity and the types of fishy odorants were compared

between the raw product, stir-fried product, vinegar product and the supercritical CO2 extract. Pepsin and amylase

activity were used to compare the differences in the digestive enzyme activities with the four forms of GGEC, and

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) was used to compare the differences in the structure. We compared

the content of total amino acids, digestive amino acids and bitter amino acids, and an animal model of delayed gastric

emptying in mice with soybean oil, based on a phenol red indicator, was used to determine differences in the efficacy

of gastric emptying in vivo. The results show that the fishy odor of GGEC powder is significantly reduced after

supercritical extraction, and the substances that contribute the fishy odor are only 12.8% of the raw material. The

results of FT-IR analysis show that the supercritical extract of GGEC is not changed in its material structure compared

with the raw product. The digestive enzyme activity titers showed that amylase and pepsin activity in the raw products

are about 3.9 and 1.4 times higher than those of stir-fried products and vinegar products. The activity titers of amylase

and pepsin in the supercritical CO2 extracts are about 2.7 and 1.3 times higher than those of stir-fried products and

vinegar products, and there was no significant difference in the content of digestive-promoting amino acids in the

four types of GGEC. The in vivo validation experiment showed that the average gastric emptying rates of the mice

in the raw product group, the supercritical extract group, the stir-fried product group, and the vinegar product group

were 69%, 59%, 40% and 51%, respectively. Compared with the stir-frying method and the vinegar-simmering

method, the supercritical CO2 fluid extraction method retained the gastric emptying effect of GGEC. In general, the

supercritical CO2 fluid low-temperature extraction method removes the fishy odor of GGEC as compared with the

traditional stir-frying method and vinegar method, and retains the biologically active components and the effect on

digestion of GGEC.

Key words: Galli Gigerii Endothelium Corneum; deodorization and retention effect; biological potency;

supercritical CO2 low temperature extraction technology

鸡内金为雉科动物家鸡 Gallus gallus domesticus

Brisson 的干燥沙囊内壁 , 是临床常用的消食类中药 ,

常单味研末服, 或入丸散剂, 或煎汤服用; 也是儿科消

食类中成药的基础药味与高频药味, 广泛用于复方鸡

内金片、小儿复方鸡内金散、小儿消食散、健儿散等。

鸡内金生品研末服用时, 普遍存在较强的腥臭气, 易致

儿童患者出现恶心、呕吐, 服药顺应性不佳[1]。传统鸡

内金炮制方法有清炒、砂烫和醋炙等, 具有一定的矫臭

作用, 但炒制或烫制温度往往超过 100 ℃, 鸡内金中淀

粉酶、胃蛋白酶等消化酶活力因高温而降低, 导致临床

疗效降低[2,3]。如何在去除腥臭气同时保存药效是鸡

内金品质提升亟待解决的关键问题之一。

从生物来源看, 鸡内金是鸡肌胃内最靠近内腔的

一层生物膜, 与内腔中的食物和消化液直接接触, 其含

有的蛋白质、脂肪酸等易分解产生具有不良气味的小

分子醛、酮、醇、胺、氨、硫等物质, 混合后散发出较强的

腥臭气[4,5]。针对这些腥臭气物质可能存在的挥发性,

以及鸡内金中主要药效物质酶、氨基酸等的不挥发性

与大极性[1], 本课题组提出采用超临界CO2低温萃取技

术, 萃取分离除去小极性部位, 分析萃取后“药渣”部位

的腥臭气味与酶活力, 评价超临界CO2低温流体萃取

技术用于鸡内金去腥存效的可行性。

本研究首先采用顶空-固相微萃取-气相色谱-三

重四极杆质谱法 (HS-SPME/GC-QQQ-MS/MS) 结合气

味活度值 (odor activity value, OAV) 确定鸡内金腥臭气

物质, 对比分析鸡内金生品、超临界CO2萃取品 (萃取

后的“药渣”部位) 和超临界CO2萃取物中对整体腥臭气

有显著影响的腥臭气成分种类及含量差异, 初步评估超

临界CO2低温流体萃取法的去腥除臭效果。其次, 基于

主观嗅觉评价结合挥发性成分分析, 系统对比鸡内金生

品、清炒品、醋炙品和超临界CO2萃取品的腥臭气强度

差异, HS-SPME/GC-QQQ-MS/MS分析4种鸡内金的挥

·· 3420



许润春等: 基于超临界CO2低温流体萃取的鸡内金去腥存效方法研究

发性成分组成及含量[6]。最后, 综合化学指标、生物活性

指标及体内药效验证实验结果, 综合评价超临界CO2低

温流体萃取法用于鸡内金去腥存效的技术优势。

材料与方法

动物和仪器 KM 小鼠 , 雌雄各半 , SPF 级 , 体重

20 ± 2 g, 购于成都达硕实验动物有限公司, 动物许可证

号: SYXK (川) 2020-030。饲养条件: 温度为20 ± 0.5 ℃,

湿度 55% ± 5%。动物实验规程经成都中医药大学附

属医院医学伦理委员会批准 (批准号: 2019BL-016)。

SpectraMax iD3多功能酶标仪, 美谷分子仪器上海有限

公司; 96孔酶标板, 美国COSTAR公司; LVDV-1T型数

字旋转黏度计, 上海方瑞仪器有限公司; Shimadzu LC-

20AT液相色谱仪, 日本岛津公司; TQ8050型三重四极

杆气质联用仪, 日本岛津公司; SPME Arrow型固相微

萃取进样器, 瑞士思特斯分析仪器有限公司; SFE-4超

临界二氧化碳萃取仪, 德国Applied Separations公司。

药物与试剂 阳性对照药为多酶片 ( 批号 :

181206, 四川依科制药有限公司)。先用0.1 mol·L-1 HCl

溶液浸泡 5 min去掉糖衣, 再置于另一 0.1 mol·L-1 HCl

溶液浸泡 5 min, 最后置于超纯水中漂洗, 用滤纸吸干

表面水分, 40 ℃烘干, 粉碎过 3号筛备用。福林酚 (批

号: LA15B3), 飞净生物科技有限公司; 酪蛋白 (批号:

LC7288), 合肥博美生物科技有限责任公司; 奶粉 (批

号: 20200602), 双城雀巢有限公司; 3,5-二硝基水杨酸

(批号: AFBOC-ML), 梯希爱 (上海) 化成工业发展有限

公司; 苯酚 (批号: CHB180323), 成都克洛玛生物科技

有限公司; 三氯乙酸 (批号: 2019121001)、酒石酸钾钠四

水合物 (批号: 2019010401) 均来自成都市科隆化学有

限公司; 羧甲基纤维素钠 (批号: 2016032201)、葡萄糖

(批号: 20190301)、可溶性淀粉 (批号: 20100531)、无水

硫酸钠 (批号: 20110214)、氢氧化钠 (批号: 2011075) 均

来自成都市科龙化工试剂厂。醋 (批号: CC092815C),

佛山市海天调味食品股份有限公司; 鸡内金药材购自成

都市荷花池药材专业市场, 经成都中医药大学药学院

许润春副教授鉴定均为稚科动物家鸡 (Gallus gallus

domesticus Brisson) 的干燥沙囊内壁。

超临界CO2萃取工艺 鸡内金生品, 粉碎, 称取过

一号筛、不过二号筛的粉末 2.0 kg, 置于超临界CO2釜

中萃取。萃取条件为萃取压力27 MPa, 萃取温度55 ℃,

CO2流量计 30 L·h-1, 分离压力 7 MPa, 分离温度 50 ℃,

萃取时间 300 min, 得到鸡内金超临界CO2流体萃取品

及萃取物。

HS-SPME/GC-QQQ-MS/MS条件[7]

色谱条件 进样口温度 250 ℃, 分流比 5∶1, 进样

口压力 83.5 kPa, 载气为高纯氦气, 程序升温(初始温度

50 ℃, 保持 5 min, 以 10 ℃·min-1升温至 250 ℃, 保持

10 min, 柱平衡时间2.0 min)。

质谱条件 离子化能量70 eV, 离子源温度200 ℃,

质谱传输接口温度 250 ℃, 碰撞气为氩气; 多反应监测

(MRM), 检测器电压+0.3 kV, 溶剂延迟时间1.3 min。

HS-SPME条件 将样品粉碎后过三号筛, 准确称

取0.5 g, 50 ℃平衡40 min。固相萃取头在50 ℃恒温下

萃取吸附 10 min, 于 250 ℃解吸 2 min后进行GC-MS/

MS分析。

鸡内金不同炮制品的制备[8]

清炒品 据 2020版《中国药典》四部炮制通则 (通

则0213) 项下进行制备。

醋炙品 据 2020版《中国药典》四部炮制通则 (通

则0213) 项下进行制备。每100 kg净鸡内金, 用醋15 kg。

腥臭气感官评价[9] 招募了 25名具有嗅觉实验和

定量描述分析经验的小组成员, 年龄 22～28岁, 预先

使其接受了2周 (30 min·d-1) 的训练, 以便表征和区分鸡

内金的腥臭气味。最后, 根据他们对气味的敏感度和

准确描述气的能力, 选出了 12名小组成员。随机选取

5个批次 2.0 g鸡内金粗粉, 受试者按表 1中评分标准

对腥臭气强度进行评分。

傅里叶变换红外光谱分析 分别称取鸡内金生

品、超临界CO2萃取品、清炒品和醋炙品样品粉末 (过

五号筛) 适量, 与溴化钾在玛瑙研钵中研磨, 压片制成

样品片, 先将溴化钾空白片置于红外光谱仪中, 扫描,

得空白背景片的一维红外光谱。再将样品片置于红外

光谱仪中, 扫描得到样品片的一维红外光谱[10]。

消化酶活力效价测定

胃蛋白酶活力效价测定 鸡内金粉碎过3号筛, 取

粗粉 1.0 g, 加 50倍量水, 60 ℃, 300 W, 40 kHz超声提

取 0.5 h制得酶液。照文献方法[11]进行测定, 参照《药

品生物检定》简化概率单位法的原理计算相对效价[12]。

本实验过程中, 约定胃蛋白酶活力效价测定所用阳性

药多酶片的效价为300 U·mg-1。

淀粉酶活力效价测定 在10 mL EP管中加入1 mL

1%淀粉溶液和 4 mL酶液, 在 40 ℃作用 30 min后立即

加入 1 mL 3,5-二硝基水杨酸溶液, 振荡混匀后沸水浴

10 min 显色 , 室温冷却后取 200 μL 上清液于 96 孔板

Table 1 Fishy odor intensity scoring standard

Score
Odor

level

0
No

smell

(0, 2]
Slightly

fishy

Smell

(3, 4]
Weak

odor

(5, 6]
The smell

is obvious

(7, 8]
Extremely

fishy

(9, 10]
Unbearable

smell
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中, 540 nm处测定吸收度值, 空白组即将酶液替换为

等量的超纯水。实验过程中, 约定淀粉酶活力效价测

定所用阳性药多酶片的效价为6 000 U·mg-1。

氨基酸含量测定[1]

供试品溶液的制备 鸡内金样品粉碎过3号筛, 称

取0.4 g, 置水解管中, 加入含0.5%苯酚的6.0 mol·L-1盐

酸溶液 10 mL, 通入氮气, 密封, 置于 110 ℃烘箱内水

解 24 h, 取出放冷至室温后开封, 吸取水解液 1.0 mL,

0.22 μm微孔滤膜过滤, 精密吸取滤液100 μL, 准确加入

50 μL内标正缬氨酸溶液, 混匀, 75 ℃挥干, 加入1 100 μL

0.1 mol·L-1盐酸溶液溶解作供试品溶液。

混合对照品溶液的制备 准确量取氨基酸标准溶

液 100 μL (氨基酸标准溶液中门冬氨酸 332.8 μg·μL-1、

谷氨酸 367.8 μg·μL-1、丝氨酸 262.7 μg·μL-1、甘氨酸

187.7 μg·μL-1、组氨酸387.9 μg·μL-1、精氨酸435.5 μg·μL-1、

苏氨酸 297.8 μg·μL-1、丙氨酸 222.7 μg·μL-1、脯氨酸

287.8 μg·μL-1、酪氨酸453.0 μg·μL-1、缬氨酸292.9 μg·μL-1、

甲硫氨酸 373.0 μg·μL-1、胱氨酸 300.4 μg·μL-1、异亮

氨酸 327.9 μg·μL-1、亮氨酸 327.9 μg·μL-1、苯丙氨酸

413.0 μg·μL-1、赖氨酸 365.5 μg·μL-1), 准确加入 50 μL

内标正缬氨酸溶液、500 μL 0.1 mol·L-1盐酸溶液溶解

作混合对照品溶液。

衍生化样品的制备 取九芴甲氧羰基衍生试剂及

邻苯二甲醛衍生试剂A、B液10∶1混匀, 另配制0.5%磷

酸溶液和 50%乙腈溶液, 配备岛津 SIL-20A系列自动

进样器自动衍生。

大豆油致小鼠胃排空延迟模型的建立 本实验采

用含酚红的液体试餐测定小鼠的胃排空率。将小鼠分

为 4组 (每组 6只), 分别禁食 (18 h) 和禁水 (2 h)。各组

小鼠分别灌胃 0.4 mL 0%、20%、40%和 80%体积分数

的大豆油与水的混合物, 10 min后灌胃 0.125%酚红溶

液 0.4 mL [悬液于 1.5% 羧甲基纤维素钠 (CMC) 溶液

中], 30 min后在乙醚麻醉下剖腹取胃。取胃组织匀浆

于 0.1 mol·L-1 NaOH溶液 50 mL中, 室温 1 800 ×g离心

10 min。取上清液 5 mL与 20% 三氯乙酸溶液 0.5 mL

混合, 室温 1 800 ×g离心 20 min, 上清液 200 μL转移至

96孔板, 与0.5 mol·L-1 NaOH溶液100 μL混合, 在560 nm

处测量测试样品的吸收度[13]。按胃排空率 (%) = (1 −
测试样品吸收度) / 对照品吸收度 × 100%计算胃排空

率 (%)。

鸡内金生品、超临界CO2萃取品、清炒品、醋炙品

对大豆油致小鼠胃排空延迟动物模型的影响

鸡内金混悬液的配制 鸡内金样品均粉碎 (过 4

号筛), 以 0.5% CMC配制成鸡内金生品、超临界CO2萃

取品、清炒品、醋炙品混悬液, 300 W、40 kHz超声处理

30 min, 放冷, 4 ℃ 静置过夜。

将小鼠分为 5组 (每组 8只), 分别禁食 (18 h) 和禁

水 (2 h)。各组给药按 30 mL·kg-1灌胃 0.1 g·mL-1鸡内

金生品、超临界CO2萃取品、清炒品、醋炙品混悬液, 空

白组给予相应剂量的 0.5% CMC, 90 min 后灌胃给小

鼠 40%体积分数的大豆油与水的混合物, 10 min后灌

胃 0.125% 酚红溶液 0.4 mL (悬液于 1.5% CMC 溶液

中), 30 min后在乙醚麻醉下剖腹取胃。取胃组织匀浆

于 50 mL 0.1 mol·L-1 NaOH溶液中, 室温 1 800 ×g离心

10 min。取5 mL上清液与0.5 mL 20%三氯乙酸溶液混

合, 1 800 ×g室温离心20 min, 200 μL上清液转移至96孔

板, 与 100 μL 0.5 mol·L-1 NaOH溶液混合, 在 560 nm处

测量测试样品的吸收度。

结果

1 鸡内金腥臭气物质系统辨识

鸡内金腥臭气的呈现并不完全受其挥发性成分含

量高低所支配, 而是由挥发性成分的含量和嗅觉阈值

共同决定的[14]。采用 OAV 量化分析挥发性成分对整

体气味的贡献度, OAV = C/T (C和 T分别为各挥发性

成分的相对百分含量和嗅觉阈值)。通常情况下, 成分

OAV值越大, 对整体腥臭气的贡献愈大, OAV ≥ 1的成

分为样品的关键气物质, 0.1 ≤ OAV < 1的成分对样品

腥臭气具有重要的修饰作用[15]。

鸡内金生品腥臭气物质气味活度值分析结果见表

2。结果显示, 对鸡内金腥臭气味有重要影响的挥发性

成分共 11种, 按化学结构包含醛类、醇类、酚类、硫类

和杂环类; 其中, (E)-2-庚烯醛、2-甲氧基-3-异丁基吡嗪

和二甲基三硫是构成鸡内金腥臭气物质的关键性成

分, 正辛醛、癸醛、反式-2-壬醛、反式-2-癸烯醛、芳樟

醇、2-甲基异冰片、2-茨醇和间甲基苯酚等对腥臭气有

重要的修饰作用。

鸡内金超临界 CO2萃取物 OAV 值分析结果见表

2。结果显示, 鸡内金生品中 11种腥臭气成分均可在

超临界CO2流体萃取物中被检出, 且是其腥臭气物质

的主要组成成分 , 占萃取物腥臭气物质总含量的

84.01%。对比分析鸡内金生品与超临界CO2萃取品的

腥臭气物质含量差异 (表2), 关键性腥臭气物质总含量

从 34.75 ng·g-1下降至 0.82 ng·g-1, 修饰性腥臭气物质总

含量从 81.10 ng·g-1下降至 14.10 ng·g-1, 鸡内金超临界

CO2萃取品腥臭气成分总含量仅为生品中的 12.8%。

提示超临界CO2萃取物是鸡内金的主要腥臭气物质。

2 感官评价结果分析

对鸡内金生品、清炒品、醋炙品和超临界CO2萃取

品的腥臭气感官评价结果进行热图分析, 结果见图 1。
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4种鸡内金的腥臭气得分在热图中呈现出两类聚类结

果, 显示鸡内金超临界CO2萃取品与生品、清炒品、醋

炙品等在腥臭气强度方面具有显著差异。结合腥臭气

感官评价平均得分: 超临界CO2萃取品腥臭气得分分

布在 1～2分, 腥臭气极弱; 而生品和醋炙品腥臭气得

分主要分布在 4～5分, 清炒品腥臭气得分分布在 6～7

分, 均具有明显的腥臭气。志愿者感官评价结果表明,

超临界CO2萃取鸡内金腥臭气强度显著弱于鸡内金生

品、醋炙品和清炒品, 相对于传统的清炒法和醋炙法,

超临界 CO2流体萃取法能够显著降低鸡内金腥臭气

强度。

3 挥发性成分种类及总含量

采用 HS-SPME/GC-QQQ-MS/MS 对鸡内金超临

界CO2萃取品、生品、清炒品和醋炙品的挥发性成分种

类及含量进行差异性分析, 从 4种不同鸡内金样品中

共检测出 102种挥发性成分, 4种不同鸡内金样品中挥

发性成分种类几无差异; 鸡内金超临界CO2萃取品、生

品、清炒品和醋炙品中挥发性成分总含量分别为192.08、

266.02、269.26 和 523.12 ng·g-1, 表明鸡内金经单一受

热炮制后挥发性成分含量较生品几乎没有改变, 但经

醋炙后挥发性成分含量显著增加, 鸡内金超临界CO2

萃取品中挥发性成分总含量较生品明显降低, 可能是

超临界CO2流体萃取过程中去除了鸡内金中大量脂溶

性成分, 从而导致挥发性成分含量明显降低[16,17]。

4 挥发性成分的正交偏最小二乘判别分析 (OPLS-

DA)

采用 Simca-p 14.0软件对鸡内金超临界 CO2萃取

品、生品、清炒品和醋炙品中鉴定出的挥发性成分含量

Table 2 Results of fishy odor product content and odor activity in Galli Gigerii Endothelium Corneum (GGEC) extracted by supercritical

extract product, raw product, stir-fried product and vinegar product (n = 3)

Classification

Aldehyde

Alcohol

Phenol

Heterocycle

Sulfur

Ketone

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

Name

N-Octanal

(E)-2-Heptene Aldehyde

Decanal

trans-2-Nonanal

trans-2-Decenylaldehyde

Glutaraldehyde

Linalool

2-Methyl isoborneol

2-Mercaptan

Verbenenol

m-Methylphenol

2-Methoxy-3-isobutylpyrazine

Dimethyl trisulfide

Zhongoctanone

2-Heptanone

2,3-Butanedione

Mass fraction/ng·g-1

Raw product

62.29 ± 0.76

31.06 ± 1.00

1.66 ± 1.21

2.05 ± 0.01

1.60 ± 0.12

14.14 ± 0.01

12.61 ± 0.49

0.07 ± 0.01

0.65 ± 0.01

1.63 ± 0.01

0.17 ± 0.01

0.08 ± 0.01

3.61 ± 0.09

1.08 ± 0.01

1.34 ± 0.01

0.00 ± 0.00

Supercritical

extract product

0.00 ± 0.00

0.00 ± 0.00

0.22 ± 0.01

0.00 ± 0.00

0.00 ± 0.00

14.01 ± 0.32

13.17 ± 0.78

0.31 ± 0.02

0.36 ± 0.02

4.07 ± 0.27

0.04 ± 0.01

0.03 ± 0.01

0.79 ± 0.02

1.04 ± 0.01

2.37 ± 0.10

1.80 ± 0.20

Stir-fried

product

59.72 ± 1.00

24.60 ± 0.02

0.21 ± 0.01

0.63 ± 0.02

0.00 ± 0.00

28.81 ± 0.01

19.52 ± 0.22

0.06 ± 0.01

0.16 ± 0.09

2.54 ± 0.04

0.14 ± 0.01

0.02 ± 0.01

2.84 ± 0.07

2.77 ± 0.30

5.25 ± 0.01

2.14 ± 0.01

Vinegar

product

52.00 ± 1.79

23.43 ± 1.28

1.88 ± 0.05

0.61 ± 0.01

0.00 ± 0.00

16.07 ± 1.79

18.00 ± 0.17

0.00 ± 0.00

0.18 ± 0.12

1.31 ± 0.05

0.27 ± 0.01

0.01 ± 0.01

5.68 ± 0.18

2.88 ± 0.20

5.40 ± 0.04

3.14 ± 2.47

Odor activity value (OAV)

Raw

product

0.24

1.14

0.63

0.78

0.60

0.05

0.48

0.23

0.25

0.06

0.62

4.05

13.58

0.04

0.05

0

Supercritical

extract product

0.00

0.00

0.11

0.00

0.00

0.07

0.69

1.61

0.19

0.21

0.18

0.97

4.13

0.06

0.13

0.09

Stir-fried

product

0.22

0.92

0.08

0.24

0.00

0.10

0.73

0.21

0.06

0.10

0.54

0.71

10.60

0.10

0.21

0.08

Vinegar

product

0.10

0.45

0.36

0.12

0.00

0.03

0.35

0.00

0.04

0.03

0.50

0.24

10.85

0.06

0.11

3.30

Figure 1 The results of heat map of raw, stir-fried, vinegar and supercritical extract product in GGEC were evaluated. The bluer the heat

map color is, the lower the odor is, and the redder the color is, the heavier the fishy smell is (n = 12)
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进行OPLS-DA分析, 结果见图 2。OPLS-DA模型R2 =

0.996, Q2 = 0.992, 表明模型建立良好, 以变量投影重要

性 (VIP) 值 > 1为标准, 筛选差异性挥发性成分。结合

图 2的 S-polt图, 确定差异化合物。图 2A、B分析得出

鸡内金生品与超临界CO2萃取品中存在 9种差异性挥

发性成分为 (E)-2-庚烯醛、戊醛、2-庚酮、丙酸、己酸、乙

酸、异戊酸、芳樟醇和双戊烯。图 2C、D分析得出鸡内

金生品与醋炙品中存在 1 种差异性挥发性成分为乙

酸。从OPLS-DA得分图可看出, 鸡内金生品、清炒品

处于同一区域, 显示二者挥发性成分种类及含量无明

显差异, 但与超临界CO2萃取品、醋炙品分别分属于不

同的 3个区域 (图 2E), 表明鸡内金生品或清炒品与超

临界CO2萃取品、醋炙品三者两两之间挥发性成分种

类或含量具有明显差异。

5 腥臭气成分多元统计分析

鸡内金超临界CO2萃取品、生品、清炒品和醋炙品

中腥臭气成分含量及气味活度值结果见表 2, 对鸡内

金超临界CO2萃取品、生品、清炒品和醋炙品中腥臭气

物质进行系统分析, 首先, 鸡内金生品、超临界CO2萃

取品、清炒品和醋炙品中腥臭气物质总含量分别为

133.39、38.26、149.20、130.86 ng·g-1, 超临界CO2萃取鸡

内金腥臭气物质相较于鸡内金生品、清炒品和醋炙品,

其腥臭气物质总含量显著下降, 主要包含醛类、酮类、

酚类和硫类。进一步对其进行正交偏最小二乘判别分

析, 结果见图3, OPLS-DA模型R2 = 0.991, Q2 = 0.982, 表

明模型建立良好。从鸡内金超临界CO2萃取品、生品、

清炒品和醋炙品中腥臭气成分的OPLS-DA得分图可

看出, 鸡内金超临界CO2萃取品与生品、清炒品、醋炙

品等分别处于左右不同的区域 , 表明鸡内金超临界

CO2萃取品与生品、清炒品、醋炙品等腥臭气挥发性成

分具有显著性差异。这与感官评价结果中志愿者能够

将鸡内金超临界CO2萃取品与生品、清炒品、醋炙品等

的腥臭气明显区分不同的两类, 且鸡内金超临界CO2

流体萃取品腥臭气强度显著弱于鸡内金生品、醋炙品

Figure 2 Orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) score diagrams (A, C, E) and S-plot diagrams (B, D) of

volatile components in GGEC extracted by supercritical extract product, raw products, fried products and vinegar product of GGEC (n = 3)
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和清炒品的结果相一致。综上结果表明, 鸡内金中腥

臭气成分是产生鸡内金腥臭气的主要物质基础, 相较

于鸡内金中所有挥发性成分, 更能提升不同方式鸡内

金处理品腥臭气的辨识度; 整合分析主客观数据, 均表

明超临界CO2流体萃取技术能够有效去除鸡内金中腥

臭气挥发性成分, 降低鸡内金腥臭气强度, 达到鸡内金

去腥除臭的目的。

结合 S-plot图确定超临界CO2流体萃取技术去腥

除臭的特异性标志化合物, 图 3分析得出鸡内金超临

界CO2萃取品与生品、清炒品、醋炙品的差异性挥发性

成分均为正辛醛和 (E)-2-庚烯醛, (E)-2-庚烯醛是鸡内

金中关键性腥臭气物质, 正辛醛为修饰性腥臭气物质,

可见 (E)-2-庚烯醛和正辛醛为超临界CO2流体萃取技

术使鸡内金去腥除臭的特异标志性成分。

6 傅里叶变换红外光谱分析

鸡内金各样品FT-IR光谱图见图 4, 可见鸡内金生

品、超临界CO2萃取品、清炒品和醋炙品均在3 440.06～

3 446.01、1 635.15～1 536.13、1 540.58～1 543.00处检

查到主要吸收峰, 其中 3 440.06～3 446.01可能是-OH

拉伸振动吸收峰, 1 635.15～1 536.13为C=C振动吸收

峰 , 1 540.58～1 543.00 为 NO2振动吸收峰 , 结果表明

各样品FT-IR光谱图基本相似, 鸡内金超临界CO2萃取

品、清炒品和醋炙品较生品物质结构均未发生改变。

7 消化酶活力效价测定

消化酶是鸡内金发挥消食药效的重要物质基础,

主要包括胃蛋白酶和淀粉酶 [18,19]。鸡内金生品及不同

炮制品中胃蛋白酶活力测定结果见表 3, 淀粉酶活力

测定结果见表 4。由结果可知, 经超临界CO2萃取、清

炒和醋炙后, 鸡内金中淀粉酶和胃蛋白酶活力均出现

不同程度的下降, 尤其经过热处理后的鸡内金清炒品

和醋炙品相较生品和超临界CO2萃取品淀粉酶和胃蛋

白酶活力效价显著降低, 生品中淀粉酶、胃蛋白酶活力

Figure 3 OPLS-DA score maps (A, C, E, G) and S-plot maps (B, D, F) of fishy odor products from supercritical extract products, raw

products, fried products and vinegar products of GGEC (n = 3)
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效价约是清炒品和醋炙品的 3.9、1.4 倍。超临界 CO2

萃取品中淀粉酶、胃蛋白酶活力效价相较生品略有下

降, 仍显著高于鸡内金热炮制品, 约为清炒品和醋炙品

的2.7、1.3倍。

8 氨基酸含量测定

鸡内金生品、超临界 CO2萃取品、清炒品和醋炙

品中氨基酸总含量分别为 562.55、503.88、621.04、

662.96 mg·g-1; 鸡内金经超临界CO2流体萃取后, 氨基

酸总含量略有降低, 可能是少量具有一定脂溶性的氨

基酸被CO2流体萃取。由于超临界CO2流体萃取技术

主要萃取有机成分等极性较小的物质, 导致部分疏水

性氨基酸含量出现下降, 但由于氨基酸分子中同时含

有酸性基团和碱性基团, 属于非脂溶性物质[20], 因而鸡

内金超临界CO2萃取品较生品中氨基酸总含量没有明

显差异。另外, 由于鸡内金在受热过程中, 部分肽类物

质水解断裂为肽链和氨基酸, 致鸡内金清炒品和醋炙

品中氨基酸总含量明显高于生品和超临界 CO2萃取

品, 且醋炙过程中添加的辅料醋中氨基酸含量较高[21],

因而醋炙品中氨基酸总含量略高于清炒品。

进一步对比分析鸡内金中促消化类氨基酸及苦味

氨基酸含量见图 5, 结果表明鸡内金生品、超临界CO2

流体萃取品、清炒品和醋炙品中促消化类氨基酸含量

分别为 237.66、208.94、265.72、265.49 mg·g-1, 可见鸡内

金超临界CO2萃取品中促消化类氨基酸含量较生品略

有下降, 清炒品和醋炙品中促消化类氨基酸含量略高

于生品, 但四种不同方式处理后的鸡内金样品中促消

化氨基酸含量并未有明显差异; 此外, 鸡内金生品、超

临界CO2萃取品、清炒品和醋炙品中苦味类氨基酸含

Figure 4 FT-IR spectra of raw product, supercritical extract product, stir-fried and vinegar product of GGEC (n = 3)

Table 3 Amylase activity titers of raw product, supercritical extract product, stir-fried and vinegar product of GGEC. n = 3, x̄ ± s. **P <

0.01 vs the raw product

Sample

Raw product

Supercritical extract product

Stir-fried product

Vinegar product

Reaction rate/%

20 mg·mL-1

0.88 ± 0.02

0.77 ± 0.01

0.23 ± 0.00

0.16 ± 0.01

12 mg·mL-1

0.55 ± 0.00

0.34 ± 0.01

0.13 ± 0.00

0.15 ± 0.01

7.2 mg·mL-1

0.41 ± 0.01

0.22 ± 0.01

0.12 ± 0.00

0.08 ± 0.00

4.32 mg·mL-1

0.16 ± 0.01

0.05 ± 0.00

0.06 ± 0.00

0.06 ± 0.06

Potency/U·mg-1

44.80 ± 0.70

29.76 ± 0.38**

11.36 ± 0.15**

9.45 ± 0.06**

Fiducial limit/%

28.82 ± 0.36

17.02 ± 0.18

12.47 ± 0.13

11.47 ± 0.13

Table 4 Pepsin activity titers of raw product, supercritical extract product, stir-fried and vinegar product of GGEC. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05,
**P < 0.01 vs the raw product

Sample

Raw product

Supercritical extract product

Stir-fried product

Vinegar product

Reaction rate/%

20 mg·mL-1

0.83 ± 0.03

0.97 ± 0.01

0.71 ± 0.02

0.94 ± 0.04

12 mg·mL-1

0.69 ± 0.01

0.63 ± 0.03

0.55 ± 0.02

0.6 ± 0.03

7.2 mg·mL-1

0.52 ± 0.01

0.43 ± 0.00

0.40 ± 0.00

0.29 ± 0.02

4.32 mg·mL-1

0.38 ± 0.00

0.27 ± 0.00

0.25 ± 0.02

0.22 ± 0.00

Potency/U·mg-1

36.00 ± 0.66

31.95 ± 0.38*

25.60 ± 0.81**

27.56 ± 0.56**

Fiducial limit/%

7.37 ± 0.28

4.38 ± 0.06

4.60 ± 0.21

3.50 ± 0.09
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量分别为 285.87、250.96、318.21、325.60 mg·g-1, 表明鸡

内金经超临界 CO2萃取后苦味氨基酸含量呈下降趋

势, 依据氨基酸的呈味特性设计相应工艺将成为鸡内

金抑苦矫味的重要思路[22]。

9 鸡内金生品、超临界CO2萃取品、清炒品、醋炙品对

大豆油致小鼠胃排空延迟动物模型的影响

大豆油致小鼠胃排空延迟模型结果见图 6A, 可见

灌胃大豆油可剂量依赖性地诱导小鼠胃排空延迟, 小鼠

灌胃0.4 mL 0%、20%、40%和80%体积分数大豆油与水

的混合物, 小鼠平均胃排空率分别为 65%、59%、26%

和16%, 其中灌胃40%和80%大豆油小鼠胃排空率较空

白组显著降低, 表明基于酚红指示剂的大豆油致小鼠

胃排空延迟动物模型建立成功。鸡内金生品、超临界

CO2萃取品、清炒品和醋炙品对大豆油致小鼠胃排空

延迟动物模型的影响结果见图 6B。空白组 (CMC组)、

生品组、超临界CO2萃取品组、清炒品组和醋炙品组小

鼠平均胃排空率分别为 23%、69%、59%、40% 和 51%,

可见与空白组相比, 鸡内金生品、超临界CO2萃取品、清

炒品、醋炙品均能不同程度地抑制大豆油诱导的小鼠

胃排空延迟, 提高小鼠胃排空率; 其中, 鸡内金超临界

CO2萃取品组的胃排空率仅次于生品组, 高于清炒品

组和醋炙品组, 表明超临界CO2流体萃取法相较清炒

法和醋炙法能够有效保留鸡内金促胃排空药效。

小结

本研究首次提出采用超临界CO2低温流体萃取技

术用于鸡内金粉末的去腥除臭, 在除去鸡内金粉末腥

臭气的同时, 对其热敏活性成分无破坏, 保留了鸡内金

中消化酶生物活性, 保障了鸡内金消食化积临床疗效,

切实实现了鸡内金去腥提质存效, 为鸡内金药食同源

开发与大品种培育提供了技术支撑, 同时为开发适宜

具有热敏活性成分动物药的高效去腥技术提供参考。
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