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　　摘要：以水蒸气提取法获得芫荽籽精油，通过气质联用（ＧＣ－ＭＳ）方法检测鉴定分析了精油的组分与含量，同时
以秀丽隐杆线虫为模式生物研究芫荽籽精油对线虫的影响。结果表明，ＧＣ－ＭＳ检测确定精油中有效组分有１８种，
其中芳樟醇含量最高，为８３．４３％；其次为乙酸橙花酯，为３．２１％；萜品烯，为２．８５％；α－蒎烯，为２．５３％；樟脑，为
１３３％；橙花醇，为１．１１％等。动物试验结果表明，芫荽籽精油对线虫具有抑制作用，与对照试验组相比，芫荽籽精油
处理后的线虫出现寿命缩短、运动行为能力下降、后代数目减少以及体内 ＲＯＳ水平升高的变化，且２组间差异显著，
推测芫荽籽精油处理后可能导致线虫神经系统受损及胰岛素信号通路变化是导致线虫出现上述变化的原因。
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　　芫荽（ＣｏｒｉａｎｄｒｕｍｓａｔｉｖｕｍＬ．）为一年生或两年生的伞形
科芫荽属草本植物，最早在汉代从西方国家引入我国，目前在

我国种植广泛，不仅是美味的蔬菜，同时也是一味常见中药

材。芫荽籽可药食两用，其精油成分不仅可用于调配食品，还

有防腐抑菌及多种疾病治疗的作用［１－３］。秀丽隐杆线虫

（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ）是一种广泛应用于药理学、遗传学、发
育学和神经生物学等领域研究的模式生物，具有体积小、体透

明、结构简单、生命周期短、易饲养等特点，其神经系统、生殖系

统、消化系统与哺乳动物具有高度同源性，是一种适用于化合

物物质性质评价与机制研究的模式生物［４－５］。本研究以水蒸

气蒸馏法提取芫荽籽精油，并采用气质联用（ＧＣ－ＭＳ）法对其
成分进行鉴定与解析；同时还研究了芫荽籽精油对秀丽隐杆线

虫寿命、运动行为能力、后代数目以及体内活性氧水平方面的

影响，以期为探究芫荽籽精油对线虫作用影响提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
芫荽籽采自江苏省南京市高淳地区，由南京野生植物综

合利用研究院肖正春教授鉴定为伞形科芫荽属的籽实，芫荽

籽于２０１６年８月采集保存，经干燥后粉碎过４０目筛备用。
秀丽隐杆线虫（Ｎ２野生型）和 ＯＰ５０（尿嘧啶渗漏突变型）大
肠埃希菌由东南大学惠赠，线虫试验工作于２０１７年４月在南
京野生植物研究院线虫实验室内开展。

琼脂，日本制药株式会社生产；活性氧（ＲＯＳ）试剂盒，南
京建成科技有限公司生产；胆固醇、多聚蛋白胨、ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、
ＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ、Ｋ３ＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＣｌ、ＮａＯＨ、
ＮａＣｌＯ、ＤＭＳＯ均为国药集团化学试剂有限公司生产。

顶空气质联用仪，美国安捷伦科技有限公司生产；

ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ立式压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂生
产；ＨＣＢ－１３００Ｖ洁净工作台，青岛海尔特种电器有限公司生
产；ＳＰＸ－１５０Ｂ－Ｚ型生化培养箱，上海博讯实业有限公司医
疗设备厂生产；ＪＷ－２０１７ＨＲ高速冷冻离心机，安徽嘉文仪器
装备有限公司生产；奥林巴斯显微镜，ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ４１，南京艾
朗仪器有限公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　芫荽籽精油提取　精确称取芫荽籽粉末１２０ｇ置于
蒸馏瓶中，加入蒸馏水进行水蒸气蒸馏法提取精油，料液比为

１∶１０，浸泡１ｈ后蒸馏３ｈ，馏出液冷凝收集，经萃取、过滤、
干燥、除杂后得样品精油０．６１ｇ，得油率为０．５０８％，使用该
精油做ＧＣ－ＭＳ成分分析和秀丽线虫体内试验。
１．２．２　ＧＣ－ＭＳ测定条件与成分解析［６］　气相色谱条件：色
谱柱为 ＨＰ－５ＭＳ毛细管色谱柱（３０．００ｍ×０．２５ｍｍ×
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０．２５μｍ），载气为高纯 Ｈｅ（９９．９９９％），进样量为１μＬ，分流
比为６０∶１，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ。升温程序：初始温度８０℃保
留１ｍｉｎ，然后２℃／ｍｉｎ至１８０℃，然后５℃／ｍｉｎ至２２０℃保
留８ｍｉｎ。

质谱条件：ＥＩ离子源，电能量７０ｅＶ，离子源温度２３０℃，
接口温度２５０℃，扫描范围为全扫描。

成分解析：对照标准谱库 ＮＩＳＴ１１检索，用峰面积归一法
计算各组分相对百分含量。

１．２．３　芫荽籽精油对秀丽隐杆线虫的影响
１．２．３．１　试剂的制备　线虫生长（ＮＧＭ）培养基的配制：
３．０ｇＮａＣｌ、１７．０ｇ琼脂、２．５ｇ多聚蛋白胨，溶于９７５ｍＬ蒸馏
水中，经高压蒸汽灭菌、冷却至 ５５℃左右后，加入 １０ｍＬ
ＣａＣｌ２（０．１ｍｏｌ／Ｌ），１０ｍＬＭｇＳＯ４（０．１ｍｏｌ／Ｌ），１ｍＬ胆固醇
（５ｍｇ／Ｌ），２５ｍＬＫ３ＰＯ４溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ），混匀使用。

Ｍ９缓冲液的配制：３ｇＫＨ２ＰＯ４、６ｇＮａ２ＨＰＯ４、５ｇＮａＣｌ、
１ｍＬＭｇＳＯ４（１ｍｏｌ／Ｌ），溶于１Ｌ蒸馏水中，经高压蒸汽灭菌
后使用。

裂解液的配制：０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ、２．５％（体积比）ＮａＣｌＯ，
使用时按体积比１∶１混合。

精油浓度配制：将芫荽籽精油先溶于同体积的二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）中，再用Ｍ９缓冲液稀释至所需浓度。
１．２．３．２　线虫同步化　用涂有ＯＰ５０的ＮＧＭ培养基培养线
虫，待成年线虫体内有卵时，用Ｍ９缓冲液将成虫从培养基表
面冲下来，吸取放入无菌ＥＰ管中，待虫体自然沉降后吸去上
清液，然后加入适量 Ｍ９缓冲液洗涤３次，然后向 ＥＰ管中加
入１ｍＬ裂解液，将离心管反复来回颠倒，重悬至完整的线虫
数量显著下降，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上清，再加入１ｍＬ
Ｍ９缓冲液洗涤３次，离心后将沉淀转移到新的涂有 ＯＰ５０的
培养基上，放入２０℃培养箱中培养。
１．２．３．３　线虫存活率和寿命测定　线虫经同步化后培养至
Ｌ４期成虫时，收集该时期的线虫，随机分组加入到９６孔板
中，每孔线虫数量相同，分别加入１００μＬ体积分数为１．０％、
０．８％、０．６％、０．５％、０．４％、０．３％、０的芫荽籽精油样液，置
于２０℃培养箱中暴露２４ｈ后计数存活的线虫数目，计算存
活率。取暴露后的线虫用于寿命测定，将存活的线虫挑取到

新的涂有ＯＰ５０的培养基上，每组１００条线虫，每天记录当天
培养基上存活和死亡的线虫数目，然后将活着的线虫挑取到

新的培养基上，直至培养基上线虫全部死亡为止（对铂金丝

刺激无反应者记为死亡）。

１．２．３．４　线虫运动行为测定　运动行为测定包括头部摆动
频率、身体弯曲频率、吞咽频率和排泄周期４个方面。同寿命
试验方法处理收集线虫后进行试验测定，每组１０条线虫。

头部摆动频率的测试是将线虫转移到含有适量 Ｍ９缓冲
液的ＮＧＭ培养基上，待其恢复１ｍｉｎ后测试其在后２０ｓ内头
部摆动次数。１次成功的头部摆动定义为其头部摆动方向转
过其身体朝向方向。

身体弯曲频率的测试是计数线虫在培养基上２０ｓ内身
体弯曲的次数，１次成功的身体弯曲定义为以身体形成的 Ｓ
型中轴线为轴，向前行进１个正弦波形的过程。

吞咽频率的测定是计数线虫在涂有 ＯＰ５０的培养基上
２０ｓ内咽泵运动次数。

排泄周期的测定是计数线虫在涂有 ＯＰ５０的培养基上２
次排泄之间的间隔时间。线虫的排泄孔位于尾部，排泄时尾

部会发生明显收缩，并伴有排泄物的释放。

１．２．３．５　线虫后代数目测定　同寿命试验方法处理线虫，将
线虫收集至无菌ＥＰ管中，用 Ｍ９缓冲液反复冲洗３次，将虫
体转移到新的培养基上，每个培养基上放置１条线虫，每天计
数培养基上的后代数目并将该成虫转移到新培养基上，直至

该成虫不产生后代为止，计算每条虫子所有后代数目的总和，

每组共１０条线虫。
１．２．３．６　线虫体内活性氧水平测定　收集 Ｌ４期线虫，用生
存率为０对应浓度的精油暴露线虫，然后按照ＲＯＳ试剂盒的
操作说明进行试验，用激光扫描共聚焦显微镜激发线虫产生

的荧光并拍照记录，激发波长４８８ｎｍ，测量波长５１０ｎｍ。
１．２．４　统计学分析　数据以平均数 ±标准差表示，使用
ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ软件进行统计学ｔ－检验分析。

２　结果与分析

２．１　芫荽籽精油成分分析
水蒸气法提取的芫荽籽精油呈浅黄色，具有浓郁的香味，

经ＧＣ－ＭＳ分析得总离子流色谱图，经解析鉴定，共检出７７
个峰，鉴定出１８种有效组分，占精油总量的９７．８４％，芫荽籽
精油化学成分分析结果见表１。
　　从表１可以看出，芫荽籽精油中包含了烯萜类、醇、醛、酯
等化合物成分，其中含量最高的是芳樟醇，为８３．４３％；其次
有乙酸橙花酯，为 ３．２１％；萜品烯，为 ２．８５％；α－蒎烯，为
２．５３％；樟脑，为１．３３％；橙花醇，为１．１１％；以上组分共占精
油总含量的９４．４６％，可以判断是芫荽籽独特香味的主要成
分。芫荽籽精油中的主要成分是芳樟醇，含量占比最高，是天

然芳樟醇的重要来源，因而芳樟醇的含量成为衡量芫荽籽品

质的指标之一。李伟等研究了黑龙江省产芫荽籽中芳樟醇含

量为７３．６１％［６］。李丛民等研究了湖北省来凤县产芫荽籽中

芳樟醇含量为５６．８２％［７］。李锋等研究了新疆维吾尔自治区

产芫荽籽中芳樟醇含量为７７．００％［８］。任安祥等比较研究了

不同国家产地芫荽籽精油的芳樟醇含量，发现样品中泰国产

芫荽籽的芳樟醇含量约为７８．９６％ ～８２．９７％，澳大利亚产芳
樟醇含量约为７６．６３％～９３．５０％，国产２种芫荽籽芳樟醇含
量为８４．４４％、９０．４９％［９］。由此可见，不同产地的芫荽籽中

芳樟醇含量具有明显差异，采自南京市高淳地区的芫荽籽与

上述研究中芫荽籽相比较芳樟醇含量较高，属于较优品质。

２．２　芫荽籽精油对秀丽线虫的影响
２．２．１　线虫存活率和寿命试验　从前期试验结果可知，不高
于１％浓度的 ＤＭＳＯ对线虫不具有生物学影响，因而试验以
ＤＭＳＯ作为精油助溶剂。从表２可以看出，芫荽籽精油对线
虫的存活有显著影响，在试验浓度范围内，浓度大于等于

０６％时，线虫的存活率为０，浓度低于 ０．６％ 时，线虫的存活
率会随着浓度的降低而增大，当精油浓度为０时线虫的存活
率为１００％，由此可见，芫荽籽精油对线虫的生存状态有抑制
作用。因此寿命、后代数量和运动行为能力试验选择的精油

浓度为０．５％，ＲＯＳ试验选择精油浓度为０．６％，以０浓度为
空白对照组，以此来研究芫荽籽精油对秀丽隐杆线虫寿命及

运动的影响。
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表１　芫荽籽精油化学成分分析结果

序号
保留时间

（ｍｉｎ） 英文名称 中文名称
相对含量

（％）

１ ３．１９ ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ 乙基苯 ０．１３
２ ３．７４ α－ｐｉｎｅｎｅ α－蒎烯 ２．５３
３ ４．０１ ｃａｍｐｈｅｎｅ 莰烯 ０．１５
４ ４．５２ β－ｐｉｎｅｎｅ β－蒎烯 ０．２７
５ ４．６９ ｓａｂｅｎｅｎｅ 桧烯 ０．２４
６ ５．５５ ｏ－ｃｙｍｅｎｅ 邻异丙基甲苯 ０．６８
７ ５．６４ Ｄ－ｌｉｍｏｎｅｎｅ 右旋萜二烯 ０．５９
８ ６．４５ ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ 萜品烯 ２．８５
９ ７．３６ ２－ｃａｒｅｎｅ ２－蒈烯 ０．２３
１０ ８．０１ ｌｉｎａｌｏｏｌ 芳樟醇 ８３．４３
１１ ９．４３ （＋）－２－ｂｏｒｎａｎｏｎｅ 樟脑 １．３３
１２ ９．６２ ｌ－ｃａｍｐｈｏｒ 左旋樟脑 ０．０１
１３ １０．８１ ｔｅｒｐｉｎｅｎ－４－ｏｌ ４－萜烯醇 ０．１６
１４ １１．４４ α－ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ α－松油醇 ０．２９
１５ １４．３７ ｃｉｓ－３，７－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２，６－ｏｃｔａｄｉｅｎｏｌ 橙花醇 １．１１
１６ １５．２２ ｔｒａｎｓ－ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ 反式肉桂醛 ０．３６
１７ ２１．２３ ｎｅｒｙｌａｃｅｔａｔｅ 乙酸橙花酯 ３．２１
１８ ６０．９６ １，１，１，５，７，７，７－ｈｅｐｔａｍｅｔｈｙｌ－３，３－ｂｉｓ ０．２８

表２　不同浓度芫荽籽精油对线虫存活率的影响

精油浓度（体积比）

（％）
线虫存活率

（％）

０ １００
０．３ ９２±２．８９
０．４ ５３±５．７７
０．５ ３８±５．７７
０．６ ０
０．８ ０
１．０ ０

　　从图１可以看出，空白对照组及精油处理组的线虫寿命
变化的趋势，对照组线虫的平均寿命为（１０．７２±０．３３）ｄ，精
油处理组平均寿命为（９．２９±０．４１）ｄ。与对照组相比，精油
处理后的线虫寿命明显缩短，平均寿命低于对照组，处理间差

异显著，说明芫荽籽精油影响线虫寿命，出现寿命缩短的

现象。

２．２．２　线虫运动行为能力试验　线虫的运动行为反映了它
的生活状态，头部摆动频率、身体弯曲频率、吞咽频率、排泄周

期是线虫主要的４种运动行为。从图２可以看出，与对照组
线虫相比，芫荽籽精油处理后的线虫的头部摆动、身体弯曲、

吞咽频率都极显著下降（图２－Ａ、图２－Ｂ、图２－Ｃ），排泄周
期明显增长（图２－Ｄ），处理间差异极显著。结果表明，芫荽
籽精油会对线虫的运动行为能力产生抑制，使其低于正常线

虫的能力水平。

２．２．３　线虫后代数目试验　线虫后代数目反映了线虫的繁
殖能力，测定后代数目可以评价芫荽籽精油对线虫繁殖能力

的影响。从图３可以看出，对照组线虫产的后代数量平均值
为（１９７±５１）个，经０．５％浓度精油处理后的线虫产的后代数
量的平均值为（１６１±４９）个，显著低于对照组。由此可知，芫
荽籽精油会影响线虫的繁殖能力，表现出减少线虫后代数目

的作用。

２．３．４　线虫体内ＲＯＳ变化　生物体正常代谢会产生一定浓
度水平的活性氧，但高于正常水平的活性氧在体内会对生物

大分子造成氧化损伤，包括对核酸、蛋白质以及生物膜造成氧

化损伤，进而影响生命活动，因而自由基可以反映出机体损伤

程度。从图４可以看出，ＲＯＳ经荧光探针标记后，通过荧光显
微镜观察发现芫荽籽精油处理后的线虫体内的 ＲＯＳ荧光强
度明显高于对照组线虫，处理间差异显著。说明精油处理导

致线虫体内积累的ＲＯＳ浓度升高。
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３　讨论与结论

芫荽籽精油是一种富含芳樟醇的天然植物精油，具有独

特的芳香气味。据报道，芳樟醇是一种重要的香精香料和工

业生产的中间体，芫荽籽是其天然来源之一［１０］，因而芳樟醇

含量的高低是衡量芫荽籽精油品质好坏的指标之一，不同地

区芫荽籽精油中芳樟醇含量具有差异性。本试验所用芫荽籽

采自南京市高淳地区，采用水蒸气法获得精油，经试验发现，

该芫荽籽精油共鉴定出１８种有效组分，成分含量最高的是芳
樟醇，占精油总成分的８３．４３％，与黑龙江省产的７３．６１％、湖
北省来凤县产的５６．８２％、新疆维吾尔自治区产的７７．００％芫

荽籽中芳樟醇含量相比，芳樟醇成分占比更高，品质更好，所

得芫荽籽精油成分还包括乙酸橙花酯为 ３．２１％、萜品烯为
２８５％、２－蒎烯为２．５３％、樟脑为１．３３％、橙花醇为１．１１％
等萜类物质，与已有报道中的鉴定成分大致相符［９，１１］，但组分

和含量存在差异，这些差异可能是由于不同品种遗传上的差

异，也可能是产地的种植环境不同造成的。

本试验还研究了芫荽籽精油对秀丽隐杆线虫的影响，结

果发现，芫荽籽精油对线虫的生命活动具有抑制作用，对线虫

存活率影响的 ＩＣ５０值介于０．４％ ～０．５％（体积比）之间。与
对照组相比，芫荽籽精油对线虫生命活动会造成明显抑制作

用，出现寿命缩短、后代数目降低、运动行为能力降低的现象，

同时对线虫体内 ＲＯＳ水平进行检测发现处理组线虫体内
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ＲＯＳ水平明显高于对照组，表明芫荽籽精油会诱导线虫体内
产生过量的ＲＯＳ，可对线虫产生氧化损伤。秀丽隐杆线虫的
神经系统由３０２个神经元组成，调控着线虫的各项生命活动，
其中感觉神经元与线虫的行为、发育和寿命有关，运动神经元

支配着线虫的肌肉活动，从而控制运动行为，包括头部摆动、

身体弯曲前进等［１２－１３］。许云等发现线虫体内 ＶＤ和 ＡＶＬ这
２种运动神经元的缺失会造成线虫的身体弯曲频率降低并且
抑制排泄行为［１４］。Ａｌｃｅｄｏ等研究发现，味觉神经元和嗅觉神
经元影响着线虫寿命，其中除了部分味觉神经元会抑制线虫

长寿，其他感受神经元均与促进线虫寿命延长有关［１５］。线虫

生理机能的协调运作还与其体内的ＩＬＰ基因家族的作用密不
可分，其感受神经元就是由ＩＬＰ基因表达的，这些ＩＬＰ基因还
可以作为ＤＡＦ－２胰岛素样受体的配体并调控下游信号级联
放大，从而调控线虫的生理机能［１６－１７］。胰岛素信号通路是线

虫体内一条重要的信号通路，参与调节线虫的寿命以及体内

的氧化应激，主要是通过信号通路上的激素与激酶水平的上

调或下调来启动一系列细胞保护机制从而达到延长线虫寿命

的效果［１８－１９］。

本试验采自南京市高淳地区的芫荽籽所制芫荽籽精油品

质较好，芳樟醇含量较高。同时本试验首次研究了芫荽籽精

油对秀丽隐杆线虫的生物影响，结果表明，芫荽籽精油对秀丽

隐杆线虫的生命活动表现出一定的抑制作用，主要表现为对

寿命、子代产出和运动行为有抑制作用，同时还会引起线虫体

内活性氧积累水平升高，由此可推测芫荽籽精油对线虫造成

了氧化损伤，但具体作用机制尚不明确，根据已有文献推测这

可能与芫荽籽精油导致线虫的神经系统受损、胰岛素信号通

路变化有关，相关机制有待进一步试验验证。芫荽籽精油在

众多领域有着广泛应用，多方位探究了解其生物活性对于更

加合理利用开发芫荽籽精油有着重要意义，本研究结果可为

芫荽籽精油对线虫的抑制作用以及诱发的保护机制提供相关

基础，以期对芫荽籽精油生物活性作进一步了解。
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