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摘要　 ［目的］研究制备佛手精油纳米乳的工艺及纳米乳对 ＨＴ－２９ 细胞增殖的抑制作用。 ［方法］以佛手精油和 ＭＣＴ 混合为油相，吐温
（Ｔｗｅｅｎ－８０）为表面活性剂，通过高压均质法制备佛手精油纳米乳（Ｏ／ Ｗ 型），并探讨纳米乳对 ＨＴ－２９ 细胞增殖的抑制作用。 以粒径大
小和多分散性指数（ＰＤＩ）为指标优选高压均质法参数，采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测纳米乳对细胞增殖的抑制影响。 ［结果］油相
质量百分比 １０％（佛手精油和 ＭＣＴ 质量比 ４ ∶１），乳化剂的质量百分比 ２．００％，在均质压力 １０ ０００ Ｐｓｉ，均质次数 ３ 次的工艺条件下，得到
的佛手精油纳米乳粒径为 １００～１２０ ｎｍ，ＰＤＩ 在 ０．３ 以下。 ［结论］佛手精油纳米乳对ＨＴ－２９ 细胞增殖有明显抑制效果，且呈剂量依赖型。
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　 　 佛手（ｆｉｎｇｅｒｅｄ ｃｉｔｒｏｎ），学名 Ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｄｉｃａ Ｌ．ｖａｒ．Ｓａｒｃｏｄａｃ⁃
ｔｙｌｉｓ Ｓｗｉｎｇｌｅ，又名佛手香橼、蜜柑、蜜罗柑、福寿柑、五指柑

等，属芸香科柑橘属香橼的变种，为常绿小乔木或灌木［１］。
金华佛手主产于金华市赤松镇山口等地，其果挥发油含量高

达 １．６％，所得挥发油为无色透明液体，芳香扑鼻，香气极为

浓郁。 有研究表明，佛手精油主要成分是萜烯类、倍半萜烯

类以及高级醇类、醛类、酮类、酯类等多种生理活性物质，具
有较高的药用价值，具有祛痰、止咳、平喘、抗焦虑、抗菌消炎

和去除自由基等作用［２］。 现代药理学研究表明，植物精油具

有广泛的药理活性，可有效抑制肝癌、子宫颈癌、肺癌、结肠

癌、乳腺癌、人白血病细胞、人卵巢癌细胞等多种癌细胞增

殖，是一类具有开发价值的抗肿瘤中药［３－６］。
植物精油常温下不稳定，易挥发，在水中的溶解度极低。

在储藏过程中散失，导致其活性降低，该试验选择纳米乳为

基质，以提高其稳定性和溶解度，且制备过程在室温下进行，
有效地降低了精油损耗，从而达到缓释的目的。

纳米乳是一种液相以液滴形式分散于第二相的胶体分

散体 系， 属 于 非 热 力 学 稳 定 体 系， 颗 粒 粒 度 为 ５０ ～
２００ ｎｍ［７－８］。纳米乳因其纳米级粒径可防止聚集和重力引起

的乳液分离，具有抗沉降和乳析的动力学稳定特性，精油纳

米级乳化体系可以提高精油的水溶性、稳定性和生物利用

度［９］。 笔者研究了佛手精油纳米乳的制备工艺及其对 ＨＴ－
２９ 细胞体外增殖的抑制作用。
１　 材料与方法

１．１　 材料与试剂　 鲜金华佛手（浙江金手宝生物科技有限

公司）；聚氧乙烯山梨醇酐单油酸酯（Ｔｗｅｅｎ－８０）（化学纯，上
海国药集团）；磷酸二氢钠、十二水合磷酸氢二钠、无水硫酸

钠、二甲基亚砜（分析纯，上海国药集团）；亚甲基蓝、苏丹红

（指示剂，上海国药集团）；中链甘油三酯（ＭＣＴ，上海慈太龙

实业有限公司）；人结肠癌细胞株ＨＴ－２９（中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库）；绵羊血（无菌，杭州新锐生物工程

有限公司）；ＲＰＭＩ－１６４０ 基础培养基、青霉素 ／链霉素溶液、
胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＭＴＴ 细胞增殖及细胞毒性检测

试剂盒（碧云天生物技术有限公司）。
１．２　 仪器与设备　 纳米粒度及 Ｚｅｔａ 电位分析仪（Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ
ｎａｎｏ ＺＳ）（英国马尔文公司）；高速剪切机（德国 ＩＫＡ 公司）；
ＮａｎｏＦａｓｔ－１５Ａ 型高压均质机（ＭＯＲＧＥＣ 公司）；ＨＺＴ－Ａ６００ 型

电子天平（福州华志科学仪器有限公司）；ＪＥＭ－２０１０ＨＴ 透射

电子显微镜（日本电子株式会社）；ＤＧ２５０ 小型厌氧工作站

（英国 ＤＷＳ 公司）；生物安全柜 （美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司）；
ＢＤ１５０Ｌ 三气培养箱（德国 Ｂｉｎｇｄ 公司）；ＰＹＸ－ＤＨＳ 隔水式恒

温培养箱（上海一恒科技有限公司）；磁力搅拌器（德国 ＩＫ－Ａ
公司）；ＭＬＳ－３７５０ 高压蒸汽灭菌锅（日本三洋公司）；通风橱

（上海飞域公司）；Ｌｅｉｃａ ＤＭ２０００ 显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 光学仪

器公司）；ＨＥＰＡ Ｃｌａｓｓ １００ 型细胞培养箱（美国赛默飞公司）；
ＵＶ－２１００ 紫外可见分光光度计（优尼科上海有限公司）；
５２４２Ｒ 型高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；细胞培养

　 　 　安徽农业科学，Ｊ．Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃ．Ｓｃｉ． ２０１８，４６（１８）：１４４－１４９



板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；ＤＫ－Ｓ１２ 恒温水浴锅（上海森信实验

仪器有限公司）；ＳＰ－２５０ 生化培养箱（南京实验仪器厂）。
１．３　 佛手精油的制备　 称取适量的成熟新鲜金华佛手，洗净

切块，经高速组织捣碎机破碎后转移至烧瓶中，加入适量的

去离子水，加入沸石，连接挥发油测定器与回流冷凝管。 用

电热套缓缓并保持微沸约 ４ ｈ。 收集精油，加入适量的无水

硫酸钠，在 ６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ｍｉｎ、２５ ℃的条件下离心进行油水

分离，即可得到佛手精油产品。
１．４　 佛手精油纳米乳的制备　 将 ＭＣＴ 和佛手精油按比例混

合即为油相，向其中加入适量的 Ｔｗｅｅｎ－８０，混合均匀后将混

合液倒入磷酸缓冲液（ｐＨ＝ ７，０．５ ｍｍｏｌ）中，使样品总质量达

５０ ｇ。 用高速剪切机 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 剪切 ５ ｍｉｎ，得粗乳，使用

高压均质机 １０ ０００ Ｐｓｉ，均质 ３ 次，即得佛手精油纳米乳。
１．５　 佛手精油纳米乳的质量评价

１．５．１　 佛手精油纳米乳类型的鉴定。 通过染色法［１０］ 鉴定纳

米乳类型。 分别将油溶性的苏丹红溶液和水溶性的亚甲基

蓝溶液滴到制备好的纳米乳中，观察 ２ 种染色剂在纳米乳中

的扩散速度，如果苏丹红的扩散速度大于亚甲基蓝，该乳液

为油包水型（Ｗ／ Ｏ）；如果亚甲基蓝的扩散速度大于苏丹红，
该乳液为水包油型（Ｏ ／ Ｗ）；二者扩散速度相同则为双连

续型。
１．５．２　 佛手精油纳米乳形态观察。 取适量的佛手精油纳米

乳样品，用磷酸缓冲液稀释 １００ 倍后，滴加在覆盖碳膜的铜

网上，用质量分数为 ２．０％的磷钨酸负染 ３０ ｓ，自然挥干，在透

射电镜下观察纳米乳的形态［１１］。
１．５．３　 佛手精油纳米乳的稳定性。 将制备好的纳米乳装入

玻璃瓶中，密封，在 ４、２５、４０ ℃的条件下，放置 ０、５、１０ ｄ，取适

量稀释后的纳米乳于离心管中，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，观
察是否出现絮凝、聚结、分层絮凝现象。
１．６　 佛手精油纳米乳抑制 ＨＴ２９细胞体外增殖作用

１．６．１ 　 细胞培养。 将 ＨＴ－ ２９ 细胞加冻存液保存于液氮

（－１９６ ℃）中。 复苏时，置于细胞培养瓶中，加入 ＲＰＭＩ－１６４０
细胞完全培养液，于 ５％ＣＯ２ 培养箱中 ３７ ℃培养，每 ２ ｄ 换液

１ 次，当细胞融合至 ７０％～８０％，用 ０．２５％胰酶－ＥＤＴＡ 消化传

代，细胞贴壁生长，通常 ２ ｄ 更换培养液，４ ｄ 进行传代，传代

５ 次左右进行试验。
１．６．２　 精油及其纳米乳对 ＨＴ－２９ 细胞形态学影响的观察。
将生长融合至 ７０％～８０％的 ＨＴ－２９ 细胞进行消化，调整浓度

至 ２×１０５个 ／ ｍＬ，将无菌盖玻片放置在 ６ 孔细胞培养板中，每
孔加入 ２ ｍＬ 细胞培养悬液，于 ５％ ＣＯ２ 培养箱中 ３７ ℃培养，
待细胞长至单层时，用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，加入含有精油及其纳

米乳的 ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培养液（精油及其纳米乳的浓度梯

度为 ０、３１．２５、６２．５０、１２５．００、２５０．００ μｇ ／ ｍＬ），于 ５％ ＣＯ２ 培养

箱中 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，取出盖玻片后于倒置显微镜下观察细

胞的形态。
１．６．３　 ＭＴＴ 法测定精油及其纳米乳对 ＨＴ－２９ 细胞体外增殖

的抑制。 采用 ０．２５％胰酶－ＥＤＴＡ 消化生长融合至７０％～８０％
的 ＨＴ－２９ 细胞，调整浓度至 １×１０４ 个 ／ ｍＬ，每孔加入２００ μＬ

细胞培养悬液于 ９６ 孔板中，５％ＣＯ２ 培养箱中 ３７ ℃培养 ２４ ｈ
后，弃去培养上清液，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，加入含精油及其纳米乳

的 ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培养液（精油及其纳米乳的浓度梯度为

０、３１．２５、６２．５０、１２５．００、２５０．００ μｇ ／ ｍＬ），每种浓度设置 ６ 个复

孔，并设置空白纳米乳和空白对照组，３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中孵育 ２４ ｈ 后，每孔加入 ＭＴＴ 溶液 １０ μＬ，继续培养 ４ ｈ 后，
小心吸去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０ μＬ，室温置于微量振荡

器上振荡 １０ ｍｉｎ，自动酶标仪（５７０ ｎｍ）下测量各孔的吸光度

值，按下列公式计算细胞抑制率：

细胞抑制率＝（１－精油孔平均吸光度值
对照组平均吸光度值

）×１００％

２　 结果与分析

２．１　 佛手精油纳米乳的制备

２．１．１　 不同油相配比对佛手精油纳米乳粒径和 ＰＤＩ 的影响。
将 ＭＣＴ 与佛手精油按照 １ ∶０、４ ∶１、２ ∶１、１ ∶１、１ ∶２、１ ∶４、０ ∶１的比

例混合均匀，即为油相，再加入质量分数为 ２．００％的 Ｔｗｅｅｎ－
８０，充分混合后，将混合物加入到一定量的磷酸缓冲液中，使
体系总质量为 ５０ ｇ。 用高速剪切机１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ剪切 ５ ｍｉｎ，
得粗乳，高压均质机 １０ ０００ Ｐｓｉ，均质 ３ 次，测定粒径和 ＰＤＩ
的变化。
　 　 由图 １ 可知，当油相仅为 ＭＣＴ 时，即可制得纳米级别乳

液。 随着佛手精油占油相比例的增大，纳米乳的粒径保持在

１００～１２０ ｎｍ，较为稳定，并呈逐渐减小的趋势，当 ＭＣＴ 与佛

手精油的质量比为 １ ∶４时，达到最小粒径 １０８．１８ ｎｍ。 当油相

仅为佛手精油时，乳液的平均粒径突然大幅度增长，达到微

米级别。 由此可以说明，ＭＣＴ 与佛手精油作为油相形成纳米

乳时存在最佳配比关系。 同时在佛手精油中加入 ＭＣＴ，可能

降低了奥氏熟化现象，有助于佛手精油纳米乳颗粒的形成。

图 １　 佛手精油百分比对粒径和 ＰＤＩ的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｇｅｒｅｄ ｃｉｔｒｏｎｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ＰＤＩ

２．１．２　 不同乳化剂添加量对佛手精油纳米乳粒径和 ＰＤＩ 的
影响。 将 ＭＣＴ 与佛手精油按照 １ ∶４的比例混合均匀，再分别

加入质量分数为 ０．１０％、０．２５％、０．５０％、１．００％、２．００％、３．００％、
４．００％、５．００％的 Ｔｗｅｅｎ－８０，充分混合，将混合物加入到一定

量的磷酸缓冲液中，使体系总质量为 ５０ ｇ。 用高速剪切机

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 剪切 ５ ｍｉｎ，得粗乳，高压均质机 １０ ０００ Ｐｓｉ，均
质 ３ 次，测定粒径和 ＰＤＩ 的变化。

由图 ２ 可知，随着 Ｔｗｅｅｎ－８０ 用量增加，纳米乳粒径急剧
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减小。 当 Ｔｗｅｅｎ－８０ 添加量为 ０．１０％ ～ ０．２５％时乳液粒径较

大，这是由于乳液滴界面不能饱和吸附所以不能形成紧密的

界面膜，无法获得较小粒径的纳米乳液，当 Ｔｗｅｅｎ－８０ 添加量

为 ０．５０％～２．００％时，由于表面活性剂比例升高导致纳米乳形

成时界面张力减小从而导致纳米乳粒径减小［１２］。 而当表面

活性剂过高，会使油相和水相比例降低，分散相过小会使小

乳滴之间距离过近而发生碰撞结合，形成的纳米乳不够稳

定。 所以在制备纳米乳时，需要选择合适浓度的表面活性

剂［１３－１５］。

图 ２　 Ｔｗｅｅｎ－８０添加量对粒径和 ＰＤＩ的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｗｅｅｎ－８０ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ｐａｒ⁃
ｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ＰＤＩ

２．１．３　 不同均质压力对佛手精油纳米乳粒径和 ＰＤＩ 的影响。
将 ＭＣＴ 与佛手精油按照 １ ∶４的比例混合均匀，再加入质量分

数为 １．００％的 Ｔｗｅｅｎ－８０，充分混合，将混合物加入到一定量

的磷酸缓冲液中，使体系总质量为 ５０ ｇ。 用高速剪切机

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ剪切 ５ ｍｉｎ，得粗乳，高压均质机分别用 ４ ０００、
６ ０００、８ ０００、１０ ０００、１２ ０００ Ｐｓｉ 的压力，均质 ３ 次，测定粒径

和 ＰＤＩ 的变化。
　 　 由图 ３ 可知，随着均质压力的增加，纳米乳粒径逐渐减

小，当压力达 １０ ０００ Ｐｓｉ 时，粒径达最小值 １１１．３ ｎｍ，当压力

达 １２ ０００ Ｐｓｉ 时，乳液粒径增大。 这是由于在均质的过程中

均质压力过高，使乳液液滴过小，小颗粒之间因为彼此的布

朗运动速率加快、相互碰撞次数增多而发生液滴聚集现象，
降低了均质效果。 由此说明并不是压力越大均质效果越好。

图 ３　 均质压力对粒径和 ＰＤＩ的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎａｎｏｅｍｕｌ⁃
ｓｉｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ＰＤＩ

２．１．４　 不同均质次数对佛手精油纳米乳粒径和 ＰＤＩ 的影响。

将 ＭＣＴ 与佛手精油按照 １ ∶４比例混合均匀，即为油相，再加

入质量分数为 １．００％的 Ｔｗｅｅｎ－８０，充分混合后，加入一定量

的磷酸缓冲液中，使体系总质量为 ５０ ｇ。 用高速剪切机

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ剪切 ５ ｍｉｎ，得粗乳，高压均质机 １０ ０００ Ｐｓｉ，分别

均质 １、２、３、４、５、６、７、８ 次，测定粒径和 ＰＤＩ 的变化。
由图 ４ 可知，随着均质次数的增加，纳米乳粒径在 ３ 次

内呈逐渐减小的趋势，随着均质次数增加，部分机械能转化

为热能，被均质乳液温度升高，部分乳液因温度升高发生相

转变，从而影响乳液的平均粒径，使得乳液稳定性发生变化。

图 ４　 均质次数对粒径和 ＰＤＩ的影响

Ｆｉｇ．４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ＰＤＩ

２．２　 佛手精油纳米乳的质量评价

２．２．１　 佛手精油纳米乳类型鉴定。 通过染色法鉴定纳米乳

的类型，在佛手精油纳米乳中，亚甲基蓝的扩散速度明显大

于苏丹红，可以确定该纳米乳为水包油型（Ｏ ／ Ｗ）。
２．２．２　 佛手精油纳米乳形态观察。 通过透射电子显微镜

（ＴＥＭ）观察纳米乳形态，如图 ５ 所示，其乳液液滴分布均匀，
呈圆球形，表明佛手精油纳米乳分散较好。 纳米乳平均粒径

为 ９０ ｎｍ，比与动态光散射法测得的稍小一点，由于动态光散

射测得的是水合半径，此结果符合实际规律。

图 ５　 佛手精油纳米乳透射电镜照片（×６０ ０００）
Ｆｉｇ．５　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆｆｉｎｇｅｒｅｄ ｃｉｔｒｏｎｅｓｓｅｎ⁃

ｔｉａｌ ｏｉｌ ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ（×６０ ０００）

２．２．３　 佛手精油纳米乳稳定性。 由表 １ 可知，不同条件下储

存，纳米乳的外观未发生变化。 经稀释后，乳液澄清透明有

淡蓝色的乳光，且有丁达尔效应。

６４１ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 安徽农业科学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２０１８ 年



２．３　 纳米乳抑制 ＨＴ－２９细胞体外增殖作用

２．３．１　 佛手精油及其纳米乳对细胞形态学影响的观察。 人

结肠癌上皮细胞 ＨＴ－２９ 细胞模型能够模拟人体肠道环境，
可用于研究植物精油纳米乳诱导癌细胞凋亡以及抑制癌细

胞增殖的作用。 采用倒置显微镜观察不同精油及其纳米乳

液作用 ＨＴ－２９ 结肠癌细胞 ２４ ｈ 后的细胞形态变化。
由图 ６ 可知，倒置显微镜下观察空白对照组细胞，细胞

硕大且丰满，呈扁平的圆形、三角形、多角形，胞质中央处有

圆形的细胞核，细胞完整，细胞之间紧密相靠、互相衔接，细
胞增殖旺盛。

表 １　 佛手精油纳米乳稳定性试验

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｎｇｅｒｅｄ ｃｉｔｒｏｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ

试验条件
Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ∥℃

天数
Ｄａｙｓ∥ｄ

外观
Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

４ ０ 澄清透明，有淡蓝色乳光
５ 澄清透明，有淡蓝色乳光
１０ 澄清透明，有淡蓝色乳光

２５ ０ 澄清透明，有淡蓝色乳光
５ 澄清透明，有淡蓝色乳光
１０ 澄清透明，有淡蓝色乳光

４０ ０ 澄清透明，有淡蓝色乳光
５ 澄清透明，有淡蓝色乳光
１０ 澄清透明，有淡蓝色乳光

图 ６　 试验对照组

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

　 　 由图 ７ 可知，经佛手精油纳米乳作用后ＨＴ－２９ 细胞呈现

出体积缩小、胞质浓缩、胞核固定、细胞折光率明显增加等典

型的凋亡特征。 随剂量增加、时间延长，凋亡细胞增多。 用

３１．２５ 和 ６２．５０ μｇ ／ ｍＬ 的佛手精油纳米乳处理癌细胞后，细胞

形态变化不是很明显；１２５．００ μｇ ／ ｍＬ 的佛手精油纳米乳处理

癌细胞后，细胞生长密度降低，产生大量细胞碎片，细胞皱

缩，胞浆浓缩聚集，细胞核固缩，部分细胞核碎裂，呈现出典

型的晚期凋亡特征；２５０．００ μｇ ／ ｍＬ 的佛手精油纳米乳处理癌

细胞后，细胞膜破裂，胞浆外溢，但细胞核形态完整，结构正

常，表明细胞已坏死。 对于单纯的佛手精油而言，各浓度处

理 ２４ ｈ 后均对细胞形态的影响不大，同等浓度下佛手精油纳

米乳对细胞形态的影响远大于佛手精油。
柠檬精油纳米乳同时被作为对照进行了研究。 由图 ７

可知，细胞在柠檬精油纳米乳的最低浓度（３１．２５ μｇ ／ ｍＬ）下
处理 ２４ ｈ 后便体现出明显的凋亡特征，其效果高于佛手精油

纳米乳。
２．３．２　 ＭＴＴ 法测定佛手精油及其纳米乳对 ＨＴ－２９ 细胞的生

长抑制作用。 ＨＴ－２９ 结肠癌细胞线粒体内的琥珀酸脱氢酶

可将四唑盐类物质（ＭＴＴ）还原为紫色的结晶物，沉淀在细胞

周围，而死细胞无此功能，二甲基亚砜能溶解细胞中的结晶

物，用酶标仪读取吸光度值，从而检测到细胞增殖状态，这种

方法快速、灵活，是一种比较常用的检测细胞增殖的手段。
　 　 由图 ８ 可知，不同浓度的佛手精油和佛手精油纳米乳

（３１．２５、６２．５０、１２５．００、２５０．００ μｇ ／ ｍＬ）作用于 ＨＴ－２９ 细胞后，

细胞抑制率分别为 １０．８％、２０．４％、４１．２％、５３．７％和１０．７％、
３５．９％、７１．３％、７８．３％。 空白对照组与空白纳米乳组之间并无

显著性差异。 这种现象说明将佛手精油制成纳米乳之后，在
相同的浓度下，佛手精油纳米乳抑制细胞增殖的效果大大增

强，但是这种增强效果并不是由纳米乳基质造成的。 通过和

柠檬精油纳米乳对比，佛手精油纳米乳与柠檬精油纳米乳对

细胞的抑制率相似。
试验中佛手精油纳米乳对细胞的抑制作用远远大于佛

手精油，可能是由于纳米乳的颗粒小、比表面积大、吸附能力

更强，可以很快地吸附在细胞表面。 由于纳米乳中表面活性

剂的亲水亲油性，更有利于精油在水中的溶解。 纳米乳作为

佛手精油的药物载体，协助精油跨过细胞膜，使细胞内药物

浓度相对升高，明显增强药效。
３　 结论与讨论

近年来的研究发现，细胞凋亡受阻可能是肿瘤发病的重

要机制，治疗肿瘤的新思路趋向于诱导肿瘤细胞凋亡。 该试

验研究了高压均质法制备佛手精油纳米乳的最佳工艺：油相

质量分数 １０％（ＭＣＴ ∶佛手精油为１ ∶４），乳化剂 ２．００％，用高

速剪切机 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 剪切 ５ ｍｉｎ，高压均质机 １０ ０００ Ｐｓｉ，均
质 ３ 次。 并采用不同浓度的佛手精油及其纳米乳作用于人

结肠癌细胞 ＨＴ－２９，ＭＴＴ 法检测不同药物对 ＨＴ－２９ 细胞的

生长抑制作用，结果表明 ６２．５０ μｇ ／ ｍＬ 的佛手精油就可抑制

ＨＴ－２９ 细胞的增殖，同等浓度下，佛手精油纳米乳的抑制效

果远高于精油原液。 试验测得 ３ 种纳米乳的 ＩＣ５０分别为佛手

７４１４６ 卷 １８ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 孙小涵等　 金华佛手精油纳米乳制备及其对 ＨＴ－２９ 细胞体外增殖的抑制作用



图 ７　 倒置显微镜观察细胞形态（×２００）
Ｆｉｇ．７　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（×２００）

图 ８　 ＨＴ－２９细胞抑制率

Ｆｉｇ．８　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＴ－２９ ｃｅｌｌ

精油 ２０１．０３９ μｇ ／ ｍＬ，柠檬精油纳米乳 ９８．１５９ μｇ ／ ｍＬ，佛手精

油纳米乳 ９１．２４６ μｇ ／ ｍＬ。 随着药物浓度的增加，抑制作用增

强，呈现明显的剂量依赖型。 说明佛手精油及其纳米乳对人

类结肠癌细胞有一定的抑制作用，但抑制机理还需要进一步

的研究。
　 　 有研究表明，佛手精油中的主要成分是萜类物质柠檬烯

和蒈烯。 经前期试验，佛手精油的主要成分为 Ｄ－柠檬烯，柠
檬精油的主要成分为（ －） －柠檬烯，其相对含量分别占

５３．２６％和 ７９．２７％。 早在 ２０ 世纪 ７０ 年代，人们就发现柠檬烯

具有抗肿瘤活性。 柠檬烯抗癌机制主要有化学预防作用、抑
制细胞周期与诱导细胞凋亡以及抑制肿瘤的侵袭与转移等。
近年来，人们对柠檬烯的抗癌活性进行了广泛的研究，并发

现其抗癌功效具有广谱性［１６］，对乳腺癌、肝癌、结肠癌等均

具有抑制作用，并能减轻各种癌症带来的损伤［１７］。 麻艳芳

等［１８］研究结果表明，佛手挥发油具有抑制 ＭＤＡ－ＭＢ－４３５ 癌

细胞增殖的作用，低、中浓度的佛手挥发油诱导细胞凋亡且

将细胞周期阻滞在 Ｓ 期和 Ｇ２ ／ Ｍ 期，而高浓度的佛手挥发油

８４１ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 安徽农业科学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２０１８ 年



引起细胞坏死。 吕学维等［１９］ 研究结果表明佛手挥发油可有

效杀伤体外培养的小鼠 Ｂ１６ 黑色素瘤细胞，低中剂量的佛手

挥发油可诱导细胞凋亡，高剂量的佛手挥发油可致细胞

坏死。
该研究证实了佛手精油及其纳米乳对 ＨＴ－２９ 细胞的抑

制作用，随着药物浓度的增加，抑制作用增强，呈现明显的剂

量依赖型。 说明佛手精油及其纳米乳对人类结肠癌细胞有

一定的抑制作用，但抑制机理还需要进一步研究。
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􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂
（上接第 １１７ 页）
１５％炔草酯 ＷＰ ７５０、９００ ｇ ／ ｈｍ２ 以及 ５％唑啉草酯 ＥＣ ９００、
１ ２００、２ ４００ ｍＬ ／ ｈｍ２ 处理小区小麦均出现不同程度的叶片

褪绿、发白的药害现象，剂量越高，药害越重。 药后 ２５ ｄ，５％
唑啉草酯 ＥＣ ９００、１ ２００ ｍＬ ／ ｈｍ２ 处理对株高有一定的影响，
５％唑啉草酯 ２ ４００ ｍＬ ／ ｈｍ２ 处理对小麦的株高、分蘖均有一

定的影响。 ７．５％啶磺草胺 ＷＧ 的安全性相对较好，小区内未

出现药害现象。
试验结果表明，７．５％啶磺草胺 ＷＧ １５０、１８７．５ ｇ ／ ｈｍ２，

１５％炔草酯 ＷＰ ３００～ ６００ ｇ ／ ｈｍ２，在冬前茎叶处理后有连续

２ ｄ的－２～３ ℃的低温情况下，对小麦田硬草均有较好的防

效，且安全性好；而 ５％唑啉草酯 ＥＣ ９００ ｍＬ ／ ｈｍ２ 处理小麦零

星出现局部叶片褪绿发白，但在后期不影响小麦的分蘖，且
防效较好。

在冬前使用茎叶处理剂进行化学除草，在遇低温的情况

下易出现药害，存在一定的风险［１］。 该试验中，部分处理小

麦出现药害症状，是由于单纯的药剂剂量大引起的还是施药

后出现低温引起的或是两者皆有，需要进一步试验探索。 因

此，播后进行土壤封闭处理显得尤为重要。 冬前温度偏低，
药效发挥较慢，防效在药后 １５ ｄ 表现不明显，正常在药后

３０ ｄ左右杂草出现大面积死亡，这可能与低温天气有关［４－６］。
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科技论文写作规范———缩略语

采用国际上惯用的缩略语。 如名词术语 ＤＮＡ（脱氧核糖核酸）、ＲＮＡ（核糖核酸）、ＡＴＰ（三磷酸腺苷）、ＡＢＡ（脱落酸）、
ＡＤＰ（二磷酸腺苷）、ＣＫ（对照）、ＣＶ（变异系数）、ＣＭＳ（细胞质雄性不育性）、ＩＡＡ（吲哚乙酸）、ＬＤ（致死剂量）、ＮＡＲ（净同化

率）、ＰＭＣ（花粉母细胞）、ＬＡＩ（叶面积指数）、ＬＳＤ（最小显著差）、ＲＧＲ（相对生长率），单位名缩略语 ＩＲＲＩ（国际水稻研究

所）、ＦＡＯ（联合国粮农组织）等。 对于文中有些需要临时写成缩写的词（如表及图中由于篇幅关系以及文中经常出现的词而

写起来又很长时），则可取各主要词首字母写成缩写，但需在第一次出现处写出全称，表及图中则用注解形式在下方注明，以
便读者理解。
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