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摘　要　水蒸馏精油是从黎巴嫩野生的Prangos asperula Boiss的不同的新鲜的气生部分(比如茎和叶,花和果实)，用气相色谱-质谱法分析法得到的。42、46和4化合物分别占总的新鲜的茎的75.5%, 86.9%和99.8%,叶子、花和果实精油分别确定。这些油的主要化合物是茎和叶中的nerolidol (15.2%), p-menth-3-ene (13.3%), β-myrcene (9.2%); 花里面的p-menth-3-ene (14.9%), nerolidol (14.7%), β-phellandrene (7.9%) ; sabinene (43.5%), β-phellandrene (36.1%), α-phellandrene (11.9%) 和α-terpinene (8.3%)。通过生长抑制和MIC值评价精油的抗菌活性，被测试的细菌和真菌中显示了可变的水平。金黄色葡萄球菌显示的最高灵敏度为(15.06 mm,MIC 5 µL)，其次是E.coli(11.80 mm, MIC 10 µL)、A. fumigatus(9.16 mm, MIC 10 µL)，T. mentagrophytes(7.3 mm, MIC 25 µL)、S. enteritidis(3.8 mm, MIC 25 µL)和C. albicans(1.96 mm,MIC 50 µL)。精油显示出显著的活性，金黄色葡萄球菌比抗生素诺氟沙星更有效(10 µg)，T.癣菌是完全抗制真菌制霉菌素(100 µG)。调查结果证实了这种植物油的抗菌性能的传统的使用和有前途的潜力。这对其他生物的活动和个人的抗菌和抗真菌成分的调查研究提供了可能。
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Abstract　The hydrodistilled essential oils from different fresh aerial parts (stems and leaves, flowers and fruits) of Prangos asperula Boiss. growing wild in Lebanon were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry. Forty two, 46 and 4 compounds representing 75.5%, 86.9% and 99.8% of the total fresh stems and leaves, flowers and fruits oils were, respectively, identified. The main compounds characterizing these oils were nerolidol (15.2%), p-menth-3-ene (13.3%), β-myrcene (9.2%) in stem and leaves; p-menth-3-ene (14.9%), nerolidol (14.7%), β-phellandrene (7.9%) in flowers; sabinene (43.5%), β-phellandrene (36.1%), α-phellandrene (11.9%) and α-terpinene (8.3%) in fruits. The antimicrobial activity of the total essential oil evaluated by growth inhibition and MIC values revealed variable levels of susceptibility in the tested bacteria and fungi. S. aureus displayed highest sensitivity (15.06 mm, MIC 5.0 µl), followed by E. coli (11.80 mm, MIC 10.0 µl), A. fumigatus (9.16 mm, MIC 10.0 µl), T. mentagrophytes (7.3 mm, MIC 25 µl), S. enteritidis (3.8 mm, MIC 25 µl) and C. albicans (1.96 mm, MIC 50 µl). The oil displayed a remarkable activity against both S. aureus being more effective than the antibiotic Norfloxacine (10 µg) and T. mentagrophytes which was completely resistant to the antifungal Nystatine (100 µg). The findings confirm the traditional use and promising potential of the antibacterial properties of this plant oil. This opens the possibility for further research on other biocidal activities and investigations of individual antimicrobial and antifungal component.
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Prangosis，多年生，属伞形科有翼的果实(Davis, 1972).。它由坐落在伊朗-都兰族分布的多样性地区中的约30种物种组成(Duran et al., 2005)。Prangos在东地中海和中东国家已是普遍使用的传统医学。许多研究都指出Prangos物种在驱风，伤口愈合、止血、抗气胀，抗痔疮，驱虫药等多种疾病方面有疗效。(Ulubelen et al., 1995; Shikishima et al., 2001; Tada et al., 2002; Uzel et al., 2006; Massumi et al., 2007; Razavi et al., 2010; Sadraei et al., 2012).。Prangos也在白斑和消化系统疾病的治疗有抗HIV和抗氧化活性的作用(Baytop et al., 1994; Kilic et al., 2007).。同样，Ferula和 Ferulago，根部有催情的特性(baytop et al., 1994; Kilic et al., 2007)。

Prangos asperula Boiss，俗称Frash Al Dabe’e，是唯一的生长在黎巴嫩上游山区野外的本土Prangos物种(Tannourine, Dahr el Baydar, Ehden, Shouf, Kefraya, Rachaiya).。P. asperula历来用于皮肤病治疗，伤口感染和驱风，对结肠积气和治疗糖尿病有疗效(Loizzo et al., 2008a).。对野生植物的研究得出黎巴嫩野外地区生长的植物的气生部分对一些革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的活性有抑制作用。叶片中提取的精油有抗菌活性，对肾腺癌细胞的增殖有抑制作用(Bouaoun et al., 2007; Loizzo et al., 2008b)。

P. asperula精油中鉴定出42种松烯萜类，占总精油的92.1%。Sabinene(20.6%)，β-phellandrene (19%)，γ-terpinene(9%)，α-pinene (8.4%)，和α-phellandrene (6.1%)是最具代表性的成分。其他精油成分是δ-3-carene, p-cymene and α-bisabolol. Sabinene, α-pinene, α-phellandrene and δ-3-carene被用来测试体外培养的肿瘤细胞的细胞毒活性模型。

所有化合物都没有活性显示。所以得出的结论是，化合物的主要和次要成分都可协同精油的其他细胞毒性成分(Loizzo et al., 2008)。从伊朗植物果油的其他调查表明，δ-3-carene, β-phellandrene, α-pinene, α-humulene, germacrene D and δ-cadinene的果实精油的主要成分(Sajjadi and Mehregan, 2003)，而δ蒈烯、α异松油烯，α-蒎烯α，柠檬烯，2，3，6-三甲基苯甲醛、乙酸龙脑酯、蛇床子素和CIS乙酸菊烯酯是植物气生部分的提取出的精油中最具代表性的成分(Mirzaei and Ramezani, 2008; Sajjadi et al., 2009)。在后者的研究中，研究人员还能够隔离在水果的异戊烯基香豆素蛇床子素，正己烷提取物被认为在预防动脉粥样硬化中，对肝脂肪抑制，抗肿瘤和抗炎活性中有有效作用。

这项研究涉及精油成分的对比分析，从黎巴嫩地区野生的P. asperula中的气生部分提取，对其其抗菌活性进行评价。

1材料与方法
1.1植物材料
野生的P. asperula的气生部分收集自2014年7月，黎巴嫩北部的1750米的tannourine地区。物种鉴定是利用黎巴嫩和叙利亚的新菌群的测定方法(Mouterde, 1970)。凭证标本(RCED 2015-295)存放在黎巴嫩阿拉伯大学研究中心的标本馆。 
1.2精油的分离 
精油提取时间为三小时，用Clevenger-type装置从P. asperula的鲜叶、茎、花和果实中提取 (European, 2008)。挥发油是使用无水硫酸钠来干燥，然后储存在无菌密封瓶在黑暗中在4ºC的环境中直到分析干。根据植物部位鲜重来计算油的产量百分比。

1.3细菌和真菌菌株

试验在认证了的细菌和真菌的菌株(Medi Mark, Europe)中进行。他们是两个致病性革兰氏阳性菌：粪肠球菌(ATCC 29212)，金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)；两革兰氏阴性菌：大肠杆菌(ATCC 8739)、肠炎沙门氏菌(ATCC 13076)；两株真菌：丝状烟曲霉(ATCC 1022)、dermatophyte Trichophyton mentagrophytes(ATCC 9533)和白色念珠菌；(ATCC 10231)。
1.4精油的提取

精油提取时间为三小时，用Clevenger-type装置从P. asperula的鲜叶、茎、花和果实中提取 (European, 2008)。挥发油是使用无水硫酸钠来干燥，然后储存在无菌密封瓶在黑暗中在4ºC的环境中直到分析干。根据植物部位鲜重来计算油的产量百分比。

1.4 GC和GC-MS分析

采气相色谱-质谱(GC-MS)法被用来区分精油化合物。这项分析是由安捷伦7890气相色谱仪配备氢火焰离子化检测器(FID)和配备HP-5 MS 5%毛细管柱(30米×0.25毫米×0.25μM膜厚度)来进行。质谱在70 eV的电子能量和工作的50-550 m/z的质量范围。载气是氦流速为0.8毫升/分钟。在4ºC/min的速率下，初始柱温由60ºC增加到280ºC，百分比为1:40。喷油器的温度设置在300ºC。氦气纯度为99.99%。在分割模式下，手动注入1毫升的样品。

1.5通过纸片扩散法测试抗菌活性

总精油的抗菌和抗真菌的活性是用纸片扩散法使用100μl悬挂在含有106 CFU/ml的细菌传播Mueller-Hinton琼脂培养基上(Merck)。无菌直径6毫米滤纸光盘(绘画纸3号)浸满10μL精油,并放置在琼脂培养基上。抗生素诺氟沙星(10µg)和制霉菌素(10µg)被用作标准抗菌剂或抗真菌剂、并作为正面参照。每个测试运行一式三份，并求出平均值。一个空白光盘作为阴性对照。细菌培养在37 ºC的环境中24小时。而白色念珠菌、毛癣菌分别在在27ºC 中培养48小时和5天,分别。光盘周围生长抑制区的直径(毫米)使用卡尺测量。

1.6最低抑制浓度(MIC)琼脂稀释法

最低抑制浓度采用琼脂稀释法测定是由NCCLS(1997)提出的。同一系列的4个浓度的油(5，10，25和50 µL)和0·5%(v/v)的吐温-20被添加到1毫升菌液约含106 CFU / ml培养基的每个生物上。吐温-20(Sigma)是用来提高发酵液中精油的溶解度。每个100μL的混合都放在培养基上。细菌培养盘在37°C的温度下孵育24小时。MIC测定的最低浓度由抑制培养基上的每个微生物生长测定决定。所有的测试一式三份。。
2结果与讨论
对茎、叶、花和果实的产油量分别为0.09%、0.22%和0.21%。从叶和茎精油中分离出42种化合物，占总数的75.5%；从花的精油中分离出46种化合物，占总数的99.8%；果实精油中的4种化合物占总量的86.9%。主要成分为茎和叶中分离出的橙花叔醇的 (15.2%)、(13.3%)、p-menth-3-eneβ-月桂烯(9.2%)，β-法尼烯(4.8%)，顺β-罗勒烯(3.5%)，α-法尼烯(3.4%)，α-水芹烯(3.2%)，α-红没药醇(3.1%)，α-石竹烯(3%)、罗勒烯(1.9%)，新分配α-香柠檬烯(1.8%)，顺α-红没药醇(1.3%)、(1.2%)、o-ocymol 2-thujene(1.1%)和醛(1.1)。氢化萜烯类为主的化学成分(34.1%)，其次是含氧倍半萜类(19.4%)和氢化萜(19.1)，而含氧萜(2.9)是这种油的一小部分。
表1黎巴嫩Prangos asperula Boiss不同的气生部分的化学成分和产量的百分比

Table 1 Yield percentages and chemical composition of essential oils from different aerial parts of Prangos asperula Boiss. from Lebanon

	RT
	Compound
	Content %

	
	
	Stems & Leaves
	Flowers
	Fruits

	7.37
	2-Thujene
	-
	0.4
	-

	7.38
	3-Thujene
	0.1
	-
	-

	7.51
	1R-α-Pinene
	-
	1.2
	-

	7.51
	1S-α-Pinene
	0.5
	-
	-

	7.90
	4-Carene
	-
	0.1
	-

	7.91
	Camphene
	0.1
	-
	-

	8.62
	Sabinene
	0.8
	-
	-

	8.62
	β-Phellandrene
	-
	7.9
	-

	8.85
	Sabinene
	-
	-
	43.5

	9.16
	β-Myrcene
	9.2
	-
	-

	9.51
	α-Phellandrene
	3.2
	4.3
	-

	9.66
	2-Thujene
	1.1
	-
	-

	9.74
	α-Phellandrène
	-
	-
	11.9

	9.88
	α-Terpinolene
	-
	1.4
	-

	9.88
	2-Carene
	0.4
	-
	-

	10.10
	α-Terpinene
	-
	-
	8.3

	10.11
	O-Ocymol
	1.2
	-
	-

	10.25
	p-Menth-3-ene
	13.3
	14.9
	0

	10.48
	β-Phellandrene
	-
	-
	36.1

	10.54
	β-Trans-ocimene
	-
	3.9
	-

	10.87
	Cis-β-ocimene
	3.5
	-
	-

	10.88
	β-Cis-ocimene
	-
	1.2
	-

	11.21
	α-Terpinene
	
	2.7
	-

	12.31
	(+)-4-Carene
	-
	1.1
	-

	14.32
	Neo-allo-ocimene
	1.9
	5.1
	-

	14.91
	Cis-allo-ocimene
	-
	0.5
	-

	     17.02
	Terpinen-4-ol
	0.1
	0.6
	-

	18.97
	Trans-Pinocarveol
	-
	0.1
	-

	34.38
	Copaene
	-
	0.1
	-

	34.55
	Calarene
	0.1
	-
	-

	35.01
	β-Elemene
	0.1
	0.1
	-

	35.47
	α-Cedrene
	0.1
	-
	-

	35.71
	Caryophyllene
	0.4
	-
	-

	35.72
	β -Caryophyllene
	-
	0.4
	-

	36.18
	Gamma-Elemene
	0.1
	-
	-

	36.19
	Aromadendrene
	-
	0.1
	-

	36.45
	δ-Cadinene
	0.1
	-
	-

	36.46
	D-Cadinene
	-
	0.1
	-

	36.59
	α-Caryophyllene
	3
	5.1
	-

	36.83
	β-Farnesene
	4.8
	5.1
	-

	36.97
	Trans-β-Farnesene
	0.1
	-
	-

	37.05
	2-Dehydro-1,8 cineole
	0.5
	-
	-

	37.06
	Santanol (CAS)
	-
	0.4
	-

	37.15
	Gamma-Muurolene
	0.5
	0.4
	-

	37.24
	α-Cedrene
	-
	1.1
	-

	37.24
	β-Himachalene
	0.6
	-
	-

	37.32
	Curcumene
	0.3
	0.4
	-

	37.44
	Germacrene D
	0.1
	0.1
	-

	37.59
	α-Bergamotene
	1.8
	1.6
	-

	37.71
	Cis-α-Bisabolene
	0.3
	0.3
	-

	37.83
	α -Farnesene
	3.4
	4.2
	-

	38.08
	βSesquiphellandrene
	0.6
	-
	-

	38.23
	Trans-.Gamma.-Bisabolene
	0.6
	0.5
	-

	38.42
	Cis-α-Bisabolene
	1.3
	0.9
	-

	38.63
	α-Bulnesene
	-
	0.1
	-

	38.64
	α-Patchoulene
	0.1
	-
	-

	38.83
	Nerolidol
	15.2
	14.7
	-

	39.06
	β-Farnesene
	0.1
	-
	-

	39.07
	α-Himachalene
	-
	0.1
	-

	39.13
	Isocaryophyllene
	0.1
	-
	-

	39.14
	Longifolene
	-
	0.1
	-

	39.30
	Safranal
	1.1
	-
	-

	39.63
	Safranal
	-
	0.5
	-

	39.83
	α-Bulnesene
	-
	0.3
	-

	40.02
	Gamma-Himachalene
	-
	0.1
	-

	40.12
	Gamma-Cadinene
	-
	0.2
	-

	40.19
	Epi-cis-.β.-Santalol
	-
	0.2
	-

	40.30
	β-Selinene
	0.3
	-
	-

	40.31
	(E,Z)-α-Farnesene
	-
	0.2
	-

	40.53
	α-Bisabolol
	3.1
	2.7
	-

	40.70
	Cis-Gamma-Bisabolene
	0.1
	-
	-

	40.80
	Longifolene
	0.1
	0.1
	-

	40.96
	Farnesol
	-
	0.2
	-

	
	Hydrogenated Monoterpenes
	34.1
	44.7
	99.8

	
	Oxygenated Monoterpenes
	2.9
	1.2
	-

	
	Hydrogenated Sesquiterpenes
	19.1
	22.3
	-

	
	Oxygenated Sesquiterpenes
	19.4
	18.7
	-

	
	Total
	75.5
	86.9
	99.8


花中提取的精油的主要成分是p-menth-3-ene醇(14.9%)、(14.7%)、β-水芹烯(7.9%)，α-石竹烯(5.1%)，β-法尼烯(5.1%)、新(5.1%)，α异体罗勒烯水芹烯(4.3%)，α-法尼烯(4.2%)，β反式罗勒烯(3.9%)，α-红没药醇(2.7%)，α-松油烯(2.7%)，α-香柠檬烯(1.6%)，α异松油烯(1.4%)、红外α-蒎烯(1.2%)，顺β-罗勒烯(1.2%)，α雪松烯(1.1%)和(4-carene)-(1.1%)。类似于茎和叶，形成氢化萜成分的主要份额(44.7%)其次是氢化萜(22.3%)、含氧倍半萜类(18.7)和含氧化合物(1.2%)。最后，水果的主要成分是烯(43.5%)，β-水芹烯(36.1%)，α-水芹烯(11.9%)和α-松油烯(8.3%)。

这些研究结果强烈表明，从P. asperula不同的气生部分的精油成分之间存在主要差异。新鲜果实的精油主要来源为桧萜(43.5%)，和β-水芹烯(36.1%)，而气生部分(茎、叶、花)可以一起被认为由橙花叔醇(分别为15.2%和14.7%，)和p-menth-3-ene(分别为13.3%和14.9%，)。有趣的是，β-月桂烯(9.2%)似乎只在茎、叶精油中。

虽然，在这项研究中的茎和叶油的组成之间的直接比较中，被报告叶子的成分不合理(Loizzo et al., 2008b),在之后的研究中叶的精油的最具代表性的成分是烯(20.6%)，和β-水芹烯(19%)和无醇或p-menth-3-ene。(15.2%，13.3%，分别)。此外，β-水芹烯在新鲜果实中作为第二主导成分(36.1%)，伊朗的干燥果实的精油成分中也有β-水芹烯(14.7%)的研究也证实了这一点(Sajjadi et al., 2009)。

总的来说，不仅仅是黎巴嫩的精油存在2,3,6-trimethyl benzaldehyde 和 δ-3-carene，伊朗的植物的气生部精油也有这两个成分(分别为18.4%和18%，)(Sajjadi et al.，2009)。与其他Prangos物种的精油的研究比较，产量和成分的变表现出相当的定量和定性。在鲜花和其他一些物种的伞形花序的精油中，主要成分有：β-pinene (35.58%); α-pinene (22.13%) and β-phellandrene (12.54%) in P. peucedanifolia (Brusotti et al., 2013), α-pinene (33.87%) in P. pabularia (Razavi, 2012), epi-globulol (21.1%) and β-elemene (19.7%) in P. scabra (Nazemiyeh et al., 2007a), α-pinene (31.78%) and β-bourbonene (15.9%) in P. uloptera (Nazmiyeh et al., 2007b)。

伊朗P.ferulacea花、伞状花序的3种不同的试验在成分发现上有实质性的差异：β-pinene (20.6 %) (Taherkhani et al., 2012), linalool (19.0%); lavandulyl acetate (16.0%); 1,8-cineole (14.5%); α-pinene (12.4%) and geranyl isobutyrate (12.2%) (Akbari et al., 2010), α-pinene (42.2%) and cis-ocimene (36.3%) (Razavi et al., 2010).

因此，目前研究中P.asperula的花、伞状花序中的精油的主要组成部分为p-menth-3-ene (14.9%) and nerolidol (14.7%)，这是以前先前文中提到的任何物种中都没有报道的，这似乎可以与我们的植物相区分。

果实中的精油，在P.denticulata的主要成分为sabinene (26.1%)，与我们的结果类似(Kilic et al.，2010)。相反，P. ferulacea代表P. ferulacea主要成分；P. pabularia和P. uloptera(63.1%，21.46%，14.98%，分别)也存在在我们的植物精油成分中(Razavi et al., 2010; Razavi, 2012; Nazemiyeh et al., 2007b)。此外，以下列出的主要成分都是我们的研究结果中得出：chrysanthenyl acetate (26.53%), limonene (19.59%), α-pinene (19.50%) in P. ferulacea (Massumi et al., 2007); β-elemene (19.9%), β-farnesene (16.2%) in P. scabra (Nazemiyeh et al., 2007a), α-humulene (16.6%); bicyclogermacrene (16.1%); spathulenol (10.6%) in P. pabularia (Özek et al., 2007), germacrene-D-4-ol (42.8%);  α-cadinol (18.5%) in P. bornmuelleri (Başer et al., 1999), γ-terpinene (30.22% and 33.27%), α-pinene (16.71% and 12.83%) (Baser et al., 1996), β-bisabolenal (53.3%) and β-bisabolenol (14.6%) in P. heynlae (Başer et al., 2000), and p-cymene (10.9%) in P. uechtritzii (Özcan et al., 2000).

总之，上述多样的成分来自不同物种和P. asperula，足区别让不同类型的化学类型，是一种植物特定的生态条件下自适应过程的结果(地理区域、气候条件、采集时期，植物部分，植物干或新鲜状态和提取方法)。
2.1 Antimicrobial activity抗微生物活性

纸片扩散法评价的总挥发油的抗菌活性在被测试的细菌和真菌中的易感水平(表2)。金黄色葡萄球菌显示最高的灵敏度(15.06毫米)比抗生素诺氟沙星更有效(9.30毫米)。大肠杆菌的易感性，排在第二位(11.80毫米)其次是烟曲霉(9.16毫米)，T.癣菌(7.3毫米)、S. enteritidis(3.8毫米)和白色念珠菌(1.96)是反应最敏感的微生物。

精油没有表现出对粪肠球菌是完全耐挥发油的任何回应。它可能会注意到，相对大量的T.癣菌敏感性较高的重要性(7.3毫米)的油是完全的抗真菌制霉菌素(10µG)。麦克MIF值由琼脂稀释法平均分别为5µL由大肠杆菌金黄色葡萄球菌和烟曲霉(10µL)、肠炎和T.癣菌(25µL)和白色念珠菌(50µL)。我们的结果与以前的研究测试油的植物从黎巴嫩对多种微生物均表现出显著的活动支持在范围广泛的疾病的处理厂，并确认其潜在的对植物油的抗菌性能的传统应用成果(bouaoun et al.，2007)。据报道，一些主要的化合物具有抗菌活性。特别是，橙，β-水芹烯、桧烯报告具有抗菌和抗真菌活性(富et al.，2008；公园et al.，2009；Krist et al.，2015)。研究结果进一步强调选择含有新的抗菌物质的植物的民族植物学的方法的重要性，特别是当考虑细菌耐药发展的增加，真菌和酵母的抗生素。
表2平均±SD生长抑制区和Prangos asperula Boiss精油的MIC值/ MFC
Table 2 The mean ± SD growth inhibition zone and MIC/MFC values of the essential oil of Prangos asperula Boiss. growing wild in Lebanon
	Microorganisms
	P. asperula essential oil
	Norfloxacine 10 µg
	Nystatine 100 µg
	P. asperula essential oil

	
	Growth Inhibition Zone(mm)
	Minimum Inhibitory Concentration MIC/MFC (µL)

	Gram Positive Bacteria
	E. faecalis
	R
	24.8±0.6
	-
	-

	
	S. aureus
	15.0±0.3
	9.3±0.2
	-
	5.0

	Gram Negative Bacteria
	E. coli
	11.8±0.2
	29.2±0.2
	-
	10.0

	
	S. enteritidis
	3.8±0.4
	31.2±0.5
	-
	25.0

	Fungi


	A. fumigatus
	9.1±0.8
	-
	11.8±0.5
	10.0

	
	T. mentagrophytes
	7.3±0.2
	-
	R
	25.0

	Yeast
	C. albicans
	1.9±0.1
	-
	8.9±0.2
	50.0


油的强抑制活性，尤其对金黄色葡萄球菌和T.癣菌，可能是氢化单萜成分占34.1%，44.7%的关系，对茎叶油99.8%、花和果实，分别。然而，很难将一个复杂的混合物的活性成分尤其是一单或组时，一些证据表明，次要成分有抗菌活性的发挥着重要的作用，可能是通过与各种成分产生协同效应(Cox et al.，2000；罗伊索et al.，2008；发圈等人，2010)。

3结果
P. asperula是一个黎巴嫩本土植物具有许多药用价值。这项研究提出了第一次知识的茎和叶，鲜花和水果，出现独特的，基本上不同于以前报道的油的组合物的油。抗菌活性表明一个新的来源的抗菌化合物，在制药工业中应用的潜力。需要进一步的研究，以更好地了解油及其成分的生物学特性。
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