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摘要!以肺细胞
856&

为模型"研究樟树叶精油对
@U#35

所致细胞损伤的拮抗活性&研究结果显示(樟树叶精油

!3$ *

:

#

*9

以内对
856&

细胞 增 殖 无 影 响"

$3$5

"

!3$$*

:

#

*9

樟树叶精油对
@U#35

所致的细胞毒性作用

有显著拮抗作用$

@

"

$3$5

%'樟树叶精油可显著降低染毒

细胞中丙二醛$

U=8

%含量"增加超氧化物歧化酶$

ON=

%!

过氧化氢酶$

V8>

%活性和总抗氧化物质$

>)8NV

%含量

$

@

"

$3$5

%"表明樟树叶精油可通过抗氧化应激拮抗

@U#35

致细胞毒性'樟树叶精油可显著降低染毒细胞中

炎性因子
>RM)

"

!

W9)'

的含量$

@

"

$3$5

%"表明樟树叶精

油可通过抑制炎症反应拮抗
@U#35

致细胞毒性&

关键词!樟树叶精油'

@U#35

'细胞毒性'抗氧化'炎性因子
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悬浮于空气中的固态和'或液态微粒中空气动力学

当量直径
/

#35

#

*

的颗粒物被称为
@U#35

%肺上皮细胞

是最直接接触
@U#35

的细胞之一$已有大量研究
@U#35

对肺上皮细胞的损伤及机制的报道*

!

+

%

@U#35

通过"

)

引起细胞内大量生成
XNO

等自由基(

*

激活
RM)

,

7

等炎性信号通路引起炎症因子大量生成$最终导致细胞

凋亡或者坏死*

#S%

+

%据翟文慧等*

!

+报道$随着
@U#35

浓

度升高)染毒时间延长$肺上皮细胞!

856&

细胞#中炎性

因子
W9)'

)

>RM)

"

表达水平显著升高!

@

"

$3$5

#(刘涛

等*

6

+报道$

@U#35

能够造成肺上皮细胞
856&

的氧化损

伤)炎性损伤和
=R8

链断裂%在环境污染近期很难彻底

治理好的现实情况下$如何避免)预防
@U#35

损伤人体$

已经引起人们的普遍关注*

5

+

%

目前有大量从抗氧化)抗炎症角度筛选
@U#35

拮抗

剂的研究*

'

+

%如大鼠口服维生素
(

后肺泡灌洗液中的氧

化性指标
9=?

)

U=8

)

8V@

和
8d@

水平有所下降$可在

一定程度上拮抗由
@U#35

引起的大鼠肺组织细胞的氧化

损伤*

"

+

%王鹤潼等*

2

+发现复方精油可能通过抑制
>9X6

'

U

G

=22

通路及
R9X@%

炎症小体活化减少
W9)!

!

表达并

抑制
>E

免疫反应从而减轻
@U#35

所致的急性肺炎%

#)

乙酰半胱氨酸!

R8V

#可抑制由
@U#35

激活的
RM)
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期
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号通路$降低血清和肺组织中炎性因子的表达$提高大鼠

的抗氧化能力$减轻
@U#35

所致肺损伤*

&

+

%也有文献报

道发现一些天然产物可显著拮抗
@U#35

诱导
856&

细胞

凋亡$如绿原酸)阿魏酸和荭草素*

6

+

)竹叶提取物)红豆越

橘提取物*

!$

+

%

樟树叶精油有一定的抗氧化活性和很好的抗炎活

性*

!!

+

$对肺部疾病有明显的治疗作用*

!#

+

%所以$樟树叶

精油也可能对
@U#35

致细胞损伤有拮抗作用$但目前还

未见相关报道%而且$精油可做成气体剂型$比上述研究

所用到的口服剂型可能更易直接作用于肺部%由于肺
$

型上皮细胞在体外不能传代$人肺癌!

856&

#细胞具有肺

$

型上皮细胞特性*

!%

+

$所以$试验拟采用
856&

细胞进行

试验研究$以探究樟树叶精油对
@U#35

所致
856&

细胞

损伤的拮抗作用%

!

!

材料与方法
!3!

!

材料与试剂

樟树叶精油"以采于厦门牡丹香化有限公司基地的

樟树叶为原料$利用亚临界萃取法萃取的精油(以正丁烷

为萃取溶剂$萃取压力
2U@+

$萃取温度
5$i

)萃取解析

温度
"$i

$萃取时间
5$*,/

(试验所用的是桉油素型$主

要成分包括
!

)

月桂烯!

$32'Z

#)石竹烯!

63"5Z

#)

"

)

石竹

烯!

#3'#Z

#)桉叶油醇!

#63"6Z

#)

"

)

萜品醇!

!3$"Z

#)芳樟

醇!

532#Z

#)棕榈酸!

2355Z

#)亚油酸!

63%$Z

#)

&

$

!#)

十八

碳二烯酸!

'32%Z

#等(

856&

细胞株"中国医学科学院细胞中心(

胎牛血清"天津市财慧生化制品厂(

@UW!'6$

细胞培养基"美国
Q,I04

公司(

VVd)2

试剂盒"日本同仁化学研究所(

细胞裂解液)蛋白浓度测试盒"碧云天生物技术研

究所(

胰蛋白酶"酶活
#5$$`

'

*

:

$美国
O,

:

*+

公司(

W9)'

)

>RM)

"

酶联免疫试剂盒"美国
XT=

公司(

U=8

)

ON=

)

V8>

)

>)8NV

测定试剂盒"南京建成生

物工程研究所%

!3#

!

试验仪器

大流量采样器"

Q!#$$

型$美国
8/<BFCB/

公司(

真空冷冻干燥机"

9Q[)!$

型$北京松源华兴科技发展

有限公司(

冷冻离心机"

>Q9)!'QX

型$上海安亭科学仪器厂(

酶标仪"

55$

型$美国伯乐!

7,4)X+<

#公司%

!3%

!

试验方法

!3%3!

!

颗粒物样品的采集)处理
!

采样时间为
#$!'

年

!

月$采样地点位于长沙某城区$采样位置离地面高度约

!$*

$使用
Q!#$$

型大流量
@U#35

采样器!采样流量

!*

%

'

*,/

#连续
#6E

收集大气颗粒物$使用
eU)8

型石

英纤维滤膜吸附颗粒物$采样后的滤膜用铝箔纸包好%

将吸附有
@U#35

的滤膜浸泡入去离子水中$超声处

理
#$*,/

洗脱出颗粒物$将颗粒物样品真空冷冻干燥

#6E

$称重$加入
@7O

配制成不同浓度的
@U#35

悬液$高

压灭菌$

#

"

2i

冰箱保存$临用前超声
!5*,/

充分混匀%

!3%3#

!

@U#35

染毒剂量的确定
!

将生长状况良好的对数

期细胞用
$3#5Z

的胰蛋白酶消化$配成
#̂ !$

5

*9

S!的细

胞悬液$接种于
&'

孔培养板中$每孔
!*9

$用
%"i

)

5Z

VN

#

培养
#6E

$加入
5$

$

!5$

$

#$$

$

#5$

$

%$$

#

:

'

*9

的

@U#35

悬液并继续培养
#6E

$然后吸去细胞培养液$加入

按
!

#

&

稀释的
VVd)2

溶液
!$$

#

9

$加完试剂后轻轻敲击

培养板以帮助混匀$酶标仪检测
65$/*

处吸光度!

-M

#

值$计算细胞存活率$以存活率
5$Z

左右的
@U#35

悬液

浓度为后续试验染毒剂量%

!3%3%

!

精油对
856&

细胞的保护作用
!

试验分为空白对

照组)

@U#35

损伤组和精油保护组%用
$3#5Z

胰蛋白酶

消化对数生长期的
856&

细胞$用浓度
!$Z

胎牛血清的

@UW!'6$

细胞培养液$调整细胞密度
#^!$

5

*9

S!

$

!*9

'孔$接种到
#6

孔培养板$培养
#6E

%试验组加入

$3$5

$

$3!$

$

$35$

$

!3$$

$

53$$

$

!$3$$*

:

'

*9

的精油预保护

'E

$弃上清液$加入
#$$

#

:

'

*9@U#35

继续作用
#$E

$

@U#35

损伤组只加入
#$$

#

:

'

*9@U#35

$空白组只加入

等量的
@7O

(然后吸去细胞培养液$加入按
!

#

&

稀释的

VVd)2

溶液
!$$

#

9

$加完试剂后轻轻敲击培养板以帮助

混匀$酶标仪检测
65$/*

处吸光度!

-M

#值$计算细胞存

活率%

!3%36

!

细胞存活率计算

细胞存活率
]

试验组
-M

值

空白对照组
-M

值
!̂$$Z

% !

!

#

!3%35

!

细胞内
U=8

)

ON=

)

V8>

)

>)8NV

水平测定
!

用

直径
!$0*

培养皿培养细胞$精油处理后收集细胞$用

6i

的
@7O

洗涤
#

遍$用细胞裂解液裂解$冷冻离心

!

6i

$

!'$$̂

0

#

!$*,/

$取上清液(根据试剂盒方法测定

U=8

含量)

ON=

活性)

V8>

活性)

>)8NV

$同时测定蛋白

浓度$校正细胞内
U=8

)

ON=

)

V8>

)

>)8NV

水平%

!3%3'

!

炎性因子水平测定
!

吸取细胞培养上清液按照试

剂盒方法说明进行细胞炎性因子水平测定$同时测定蛋

白含量$校正细胞炎性因子水平%

!36

!

数据处理及分析方法

采用
O@OO#$3$

统计分析软件$计数资料组间比较采

用
7

#检验(计量资料用!均数
b

标准差#表示$采用方差

分析比较$

@

"

$3$5

表示差异具有统计学意义%

#

!

结果与分析

#3!

!

@U#35

对
856&

细胞的毒性

!!

从表
!

可以看出$

@U#35

对细胞的增殖有明显的抑

*'!

提取与活性
(P>X8V>WNR T 8V>WcW>Y

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



表
!

!

@U#35

剂量对
856&

细胞增殖的影响a

>+I-B!

!

(HHB0DC4H@U#354/856&0B--

L

F4-,HBF+D,4/

"

/]%

#

@U#35

剂量'

!

#

:

3

*9

S!

#

存活率'

Z

@U#35

剂量'

!

#

:

3

*9

S!

#

存活率'

Z

$ !$$3$b#3#

+

#$$ 5#32b#32

B

5$ 263!b%3!

I

#5$ 6%3%b#3'

H

!$$ "!3"b#35

0

%$$ %'32b#35

:

!5$

'$36b!3&

<

2 2

!

a

!

同列字母不同代表有显著差异!

@

"

$3$5

#%

制作用$与对照组比较差异均有统计学意义!

@

"

$3$5

#$且

随着浓度的增加$

856&

存活率逐渐降低%半致死剂量约

在
#$$

#

:

'

*9

$所以$后续染毒试验均采用
#$$

#

:

'

*9

%

!!

由表
!

可知
@U#35

浓度为
$3#$*

:

'

*9

时$

856&

细

胞存活率为!

5#32b#32

#

Z

$与文献*

!$

+报道基本一致%

#3#

!

樟树叶精油对
856&

细胞增殖及存活率的影响

从表
#

可以看出$樟树叶精油安全性非常高$

!3$*

:

'

*9

以内对细胞增殖无影响$低浓度有一定促进作用(但当浓

度
*

5 *

:

'

*9

时$对
856&

细胞有抑制作用%祖桂芳

等*

!$

+报道$竹叶提取物对细胞增殖的影响表现为低浓度

!

$3$5

$

$3!$*

:

'

*9

#有促进细胞增殖的作用$而高浓度

!

$3#$*

:

'

*9

以上#有一定程度的抑制作用(红豆越橘提

取物对细胞增殖的影响表现为浓度在
$3$5

"

$36$*

:

'

*9

时可明显促进细胞增殖$细胞存活率最高达
#55Z

$而当

浓度达到
$32$

"

%3#$*

:

'

*9

时才显示出抑制细胞增殖

的作用%所以$樟树叶精油对
856&

细胞增殖的影响与竹

叶提取物)红豆越橘提取物类似%

!!

从表
#

可以看出$

$3$5

"

!3$$*

:

'

*9

樟树叶精油对

@U#35

所致的细胞毒性作用有显著的拮抗作用!

@

"

$3$5

#(但添加量达到
53$*

:

'

*9

时$保护作用消失%樟

树叶精油在高浓度时对细胞的抑制作用可能与其主要成

分桉叶油醇的细胞毒性有关%

表
#

!

樟树叶精油浓度对
856&

细胞存活率的影响

>+I-B#

!

(HHB0DC4H0+*

L

E4F-B+ABC

,

BCCB/D,+-4,-4/

856&0B--

L

F4-,HBF+D,4/

"

/]%

#

精油剂量'

!

*

:

3

*9

S!

#

存活率'
Z

对照组 染毒组

$3$$

!$$3$b#3#

0

5#32b#32

0

$3$5

!#53&b#3"

I

'&3#b!3"

I

$3!$ !%'3!b#35

+

253%b#36

+

$35$

!$%3"b!3&

0

2!35b$32

+

!3$$

&235b#3!

0

"!32b#35

I

53$$

2!32b!32

<

6$3!b!3'

<

!$3$$ "23'b#36

<

2

!!

a

!

同列字母不同代表有显著差异!

@

"

$3$5

#%

#3%

!

樟树叶精油对
856&

细胞胞内氧化应激的影响

氧化损伤是
@U#35

细胞毒性的主要机制之一%丙二

醛!

U=8

#含 量)

ON=

)

V8>

)谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

!

QO?)@J

#)总抗氧化能力!

>)8NV

#等是表征细胞氧化还

原状态最常用的指标%

U=8

是最常见脂质过氧化产物$

其含量广泛用于反映细胞脂质氧化程度%

ON=

)

V8>

)

QO?)@J

是细胞的抗氧化防御系统重要组成部分$可阻止

活性氧的产生或者清除活性氧*

!6

+

%从表
%

可以看出$

@U#35

损伤细胞后
U=8

含量显著增高!

@

"

$3$5

#%刘婷

等*

!5

+发现$

@U#35

损伤肺巨噬细胞
#6E

$细胞内
ON=

)

V8>

活性和
>)8NV

均明显降低$大于
%%

#

:

'

*9

的

@U#35

可使
U=8

显著升高!

@

"

$3$5

#%表
%

还表明$樟

树叶精油可显著降低染毒细胞中
U=8

含量$增加
ON=

)

V8>

活性和
>)8NV

含量!

@

"

$3$5

#$表明樟树叶精油可

通过抗氧化应激拮抗
@U#35

致细胞毒性%

#36

!

樟树叶精油对
856&

细胞炎性因子的影响

@U#35

浓度升高及暴露时间延长可能导致机体炎症

反应增强$从而造成机体损害*

!'

+

%

>RM)

"

)

W9)'

均为介导

炎症反应的重要介质$由单核巨噬细胞)自然杀伤细胞等

分泌%

>RM)

"

是机体炎症介质连锁反应中的启动因子)

表
%

!

樟树叶精油对
856&

细胞中
U=8

(

ON=

(

V8>

和
>)8NV

的影响a

>+I-B%

!

(HHB0DC4H0+*

L

E4F-B+ABC

,

BCCB/D,+-4,-4/@U#35

"

$3#*

:

'

*9

#

,/<10B<

U=8

$

ON=

$

V8>

$

+/<>)8NV

"

/]%

#

组别
U=8

'

!

/*4-

3

*

:

S!

3

@F4

#

ON=

'

!

`

3

*

:

S!

3

@F4

#

V8>

'

!

`

3

*

:

S!

3

@F4

#

>)8NV

'

!

/*4-

3

*

:

S!

3

@F4

#

空白
#%32b!3!

<

!53#b$35

+

"$3!b#35

+

"36b$36

+

@U#35 "'3#b#3$

+

&35b!3$

0

!&3%b$32

<

#3'b$3#

<

精油
$3$5*

:
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*9 5!3"b!36

I

!#3#b!3$

I

653#b!3'

0

63#b$36

0

精油
$3!$*

:

'

*9 #23!b$32

0

!635b!3%
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"$3%b#32

+

"35b$3#

+

精油
$35$*

:

'

*9 #&36b!3$

0

!632b!35

+

'&3!b#35

+

'3&b$3%

+

精油
!3$$*

:

'

*9 %$36b!3#

0

!63&b!3$

+

'635b#3$

I

'3$b$3#

I

!!

a

!

同列字母不同代表有显著差异!
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"

$3$5

#%

!'!

$

c4-3%5

$

R43&

熊国红等!樟树叶精油抗
@U#35

致肺上皮细胞损伤的研究



中心介质*

!"

+

%

>RM)

"

能调节
W9)!

)

W9)'

等其他细胞炎症

因子的释放%

W9)'

是急性炎症反应的主要标志物之一$

来源于多种细胞*

!2S!&

+

%因此$检测肺上皮细胞
856&

的

W9)'

)

>RM)

"

含量$可以推断樟树叶精油拮抗
@U#35

致肺

上皮细胞炎性反应的机制%

由表
6

可以发现"樟树叶精油可显著降低染毒细胞

中炎性因子
>RM)

"

)

W9)'

的含量!

@

"

$3$5

#(表明樟树叶

精油可通过抑制炎症反应拮抗
@U#35

致细胞毒性%此

前$焦周光等*

#$

+研究发现$在染毒浓度为
!$$

#

:

'

*9

及

以上时$

@U#35

可使细胞
W9)'

分泌量显著增加%试验获

得类似结果%

表
6

!

樟树叶精油对炎性因子
>RM)

"

(

W9)'

含量的影响a

>+I-B6

!

(HHB0DC4H0+*

L

E4F-B+ABC

,

BCCB/D,+-4,-4/@U#35

"

$3#*

:

'

*9

#

,/<10B<>RM)

"

+/<W9)'

"

/]%

#

组别
>RM)

"

'

!

L:

3

*9

S!

#

W9)'

'

!

L:

3

*9

S!

#

空白
!6$b!$

B

"$b!$

<

@U#35 '$$b%$

+

#%$b#$

+

精油
$3$5*

:

'

*9 %!$b!$

I

!6$b#$

I

精油
$3!$*

:

'

*9 #$$b!$

<

"$b!$

<

精油
$35$*

:

'

*9 ##$b#$

0<

2$b!$

0<

精油
!3$$*

:

'

*9 #5$b!$

0

&$b!$

0

!

a

!

同列字母不同代表有显著差异!

@

"

$3$5

#%

%

!

结论
樟树叶精油安全性较高$

!3$*

:

'

*9

以内对细胞增

殖无影响(

$3$5

"

!3$$*

:

'

*9

樟树叶精油对
@U#35

所致

的细胞毒性作用有显著的拮抗作用!

@

"

$3$5

#%通过抗

氧化应激及抑制炎症反应可能是樟树叶精油拮抗
@U#35

致细胞毒性的机制%但由于樟树叶精油成分复杂$其准

确的活性成分还需要进一步研究确认%
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