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茶树油乳液对水蛭驱避作用的研究
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摘要: 水蛭叮咬后通常流血较多, 真皮组织被破坏形成终生疤痕, 若水蛭进入人体腔道会更危险, 因此亟需研发

水蛭驱避剂。本研究以茶树油为主药, 魔芋葡甘聚糖、乙基纤维素为主要辅料制备水包油型茶树油乳液。通过滤纸

圈法、水中驱避法确定其驱避效率, 评价茶树油乳液对水蛭的驱避作用。所有动物实验经军事科学院军事医学研究

院伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定进行。以体内乙酰胆碱酯酶、谷胱甘肽 S-转移酶和羧酸酯酶

活性为评价指标, 阐明茶树油乳液对水蛭的驱避机制。本研究成功制备了均一稳定的茶树油乳液, 亲水性优良, 可

有效驱避水蛭, 该乳液的驱避时间延长, 可避免茶树油挥发, 为类似挥发油用于长效、高效驱避提供了新思路。
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The repellent effect of tea tree oil emulsion on leeches
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Abstract: Leech bites usually lead to more bleeding, and dermal tissue is damaged to form lifelong scars. If

leeches enter the body cavity, it will be more dangerous. Therefore, there is an urgent need to develop effective

repellents. In this study, oil in water (O/W) emulsion of tea tree oil was prepared with tea tree oil as the main

ingredient, and konjac glucomannan (KGM), ethyl cellulose (EC) as the main excipients. The filter-paper ring method

and repellent test in water were used to evaluate the repellent effects on leeches. The animal experiments were

approved by the Ethics Committee of Academy of Military Medical Sciences and were conducted in accordance with

relevant guidelines and regulations. The activities of acetylcholinesterase (AchE), glutathione S-transferase (GST) and

carboxylesterase (CarE) in vivo were measured to clarify the repellent mechanisms. The results showed that a uniform

and stable tea tree oil emulsion was successfully prepared, which has excellent hydrophilicity and can effectively

repel leeches. The tea tree oil emulsion has a good repellent effect on leeches, which can avoid the volatilization of

tea tree oil and prolong the effective repelling time. The novel formulation of tea tree oil provides a new idea for

repelling effects with long time and high efficiency based on similar essential oil.
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驱避剂是一种能防止动物接触、叮咬人类的药物

制剂。不同于各类杀虫剂, 驱避剂通常并不直接杀死

动物, 而是凭借其物理、化学作用迫使动物忌避, 发生

转移潜逃[1]。优良驱避剂的标准为安全有效、作用迅

速、能有效降低抗药性、且对环境无污染。

水蛭是一种环节动物, 通过肌肉收缩、舒展波浪式

在水中游动, 离开水后以尺蠖式爬行[2], 较少传播疾病

也不会立刻使人毙命, 但被其叮咬的部位常发生水肿性
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丘疹, 伤口流血较多, 真皮组织可能被破坏形成终生疤

痕, 如进入人体腔道后果更严重[3,4]。目前驱避水蛭常

用方法有化学合成驱蚊剂、植物精油、物理防护等, 如采

用驱蚊酯、柠檬桉叶油[5]、烟草[6]和扎紧衣服等措施。

植物对抗有害生物的化学防御机制之一是依赖其

次生代谢产物植物精油。与化学驱避剂相比, 植物精

油作为驱避剂不易产生抗药性、低残留、易降解, 并具

有消炎止痛、广谱抗菌、杀虫驱虫、安全无污染等特

点[7], 但其不稳定性、易挥发散失和被氧化变质[8]等缺

点大大限制了其广泛应用, 因此将其制备成长效制剂

意义重大。天然植物精油茶树油提取自桃金娘科植物

互叶白千层 (Melaleuca ahemifolia), 对多种节肢动物

都具有良好的驱避作用[9], 但直接使用具有致敏性[10]。

植物多糖魔芋葡甘聚糖 (konjac glucomannan, KGM)

是一种水溶性天然高分子, 可作为缓释辅料[11]、乳化剂

等[12], 还具有止血和促伤口愈合的功效[13]。疏水性多

糖乙基纤维素 (ethyl cellulose, EC) 是常用辅料, 具有

生物相容性好、稳定性高、无毒无刺激等优点[14]。

本研究以 KGM 和 EC 为主要辅料制备茶树油乳

液, 以我国最常见日本医蛭为模型, 通过滤纸圈法和水

中驱避法确定其对水蛭的驱避作用。以乙酰胆碱酯

酶 (acetylcholinesterase, AchE)、谷胱甘肽 S- 转移酶

(glutathione S-transferase, GST) 和羧酸酯酶 (carboxy‐

lesterase, CarE) 酶活性为评价指标 , 阐明茶树油乳液

驱避水蛭的作用机制。为类似挥发油用于长效、高效

水蛭驱避提供新思路 (图1)。

材料与方法

药物与试剂 茶树油 (批号: 20190916, 广东富阳

生物科技有限公司); Tween-20 (批号: 001018, 广州天

马精细化工厂); KGM (批号: 20200910, 湖北一致魔芋

生物科技有限公司); EC (批号: 636061, 上海化学试剂

采购供应站); 乙酸乙酯 (批号: 10009492, 国药集团化

学试剂有限公司); 驱蚂蟥油膏 (货号: 20181020, 天津

金汇药业集团有限公司); 异氟烷 (批号: 2017160701,

深圳市瑞沃德生命科技有限公司); 蛋白定量测定试剂

盒 (bicinchoninic acid, BCA 法)、AchE 测定试剂盒、

GST测定试剂盒、CarE活性测定试剂盒 (南京建成生

物工程研究所)。

仪器 BS110S万分之一天平 (北京赛多利斯仪器

有限公司); 85-2型磁力搅拌器 (上海司乐仪器有限公

司); Spectrum TWO傅里叶变换红外光谱仪 (珀金埃尔

默上海有限公司); VS-555高速分散均质匀浆机 (无锡

沃信仪器制造有限公司); DCAT20表面张力仪 (德国

Dataphysics公司); EL × 800酶标仪 (美国伯腾仪器有

限公司); TU-1901紫外分光光度计 (北京普析通用仪

器有限公司); KI-II高速组织研磨仪 (武汉谷歌生物科

技有限公司); H2-16KR高速冷冻离心机 (湖南可成仪

器制造有限公司); ABS小动物气体麻醉机 (上海玉研

科学仪器有限公司)。

实验动物及分组 日本医蛭 (取自天津市宝坻区,

经鉴定为日本医蛭, 体重 0.1～0.4 g), 饲养在装有自来

水的塑料瓶中 (每周换水 2～3次, 水瓶用纱布封口)。

SD (Sprague-Dawley) 雄性大鼠 , SPF 级 , 8 周龄 , 购自

斯贝福 (北京) 生物技术有限公司 , 许可证号: SCXK

(京) 2019-0010。所有动物实验经军事科学院军事医

学研究院伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则

和规定进行。适应性饲养 3天后, 随机分为 5组, 分别

为生理盐水组 (control)、空白乳液组 (blank emulsion)、

茶树油水溶液组 (tea tree oil)、茶树油乳液组 (tea tree

oil emulsion) 和阳性对照组 ( 驱蚂蟥油膏 , leech

repellent ointment)。

茶树油水溶液的制备 称取 1 g Tween-20加去离

子水至 100 mL配成 1% Tween-20水溶液。取 4 mL茶

树油加入1% Tween-20水溶液至20 mL, 配成20% (v/v)

茶树油水溶液。

Figure 1 The technical diagram of the preparation, evaluations and mechanisms of tea tree oil emulsion to repel leeches
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茶树油乳液的制备与评价

茶树油乳液的制备 分别称取 0.1、0.2、0.3、0.4 g

KGM在搅拌条件下缓慢加入适量水中, 待其完全溶胀

后, 作为水相。称取 2.5 g茶树油、0.2 g EC加入 1 mL

无水乙醇和 1 mL乙酸乙酯, 待其完全溶胀后, 作为油

相。60 ℃水浴加热条件下, 将油相加入水相中, 加水至

50 mL, 迅速搅拌混匀, 10 000 r·min-1高速搅拌 15 min,

即得一系列含不同浓度 KGM 的 5% (w/v) 茶树油乳

液。空白乳液除不加茶树油外, 其余制备过程与茶树

油乳液相同。

接触角测量 液体在固体材料表面上的接触角是

衡量该液体对材料表面润湿性能的参数[15]。若接触角

小于90°, 则液体较易润湿固体, 其角越小, 表示润湿性

越好; 若接触角大于 90°, 则液体不容易润湿固体, 易

在表面上移动。取一定量的空白乳液和茶树油乳液均

匀涂布在载玻片上, 待其完全干燥成膜后, 直接滴水到

样品表面, 测量其接触角。

傅里叶变换红外光谱测定 分别取茶树油、

KGM、EC、茶树油乳液及茶树油、KGM 与 EC 三者的

物理混合物 (茶树油∶KGM∶EC = 12.5∶2∶1, w/w/w), 在

4 000～500 cm-1波数范围内进行红外光谱分析乳液制

备过程是否发生化学变化。

滤纸圈法驱避效果评价 取直径为 20 cm的圆形

滤纸, 剪成内圆直径为 12 cm的圆环即为滤纸圈, 滤纸

圈用双面胶固定, 并涂抹制剂至饱和 (约4 mL)。将10只

水蛭放入处理好的滤纸圈中。实验开始后每 10 min

观察并记录每组水蛭在滤纸圈中的分布情况。若内圈

中水蛭没有逃出滤纸圈, 或偶有逃离但途中折回的情

况, 表明该驱避药物有驱避作用; 若内圈中水蛭在实验

过程中陆续从滤纸圈中逃出, 或出现在有驱避剂的滤

纸圈上且无任何异状 (如身体蜷曲、抽搐、分泌淡黄绿

色体液等), 则该制剂对水蛭没有驱避效果[16]。实验过

程中不断向水蛭滴加少量水以保持其活力, 防止其因

过度干燥导致死亡, 平行实验 3次。记录水蛭逃出数,

并计算驱避率, 如公式 (1):

驱避率 (%) =
对照组逃出数 - 实验组逃出数
对照组逃出数 + 实验组逃出数

×

100% (1)

水中驱避活性评价 将大鼠放入小动物气体麻醉

机, 2%异氟烷麻醉后脱颈椎处死, 取出肝脏, 生理盐水

冲洗干净后用滤纸吸干, 备用。在诱饵 (大鼠肝脏0.4 g)

上涂抹 0.1 mL不同制剂, 静置 1 min待药物完全附着

在肝脏上。在 2 000 mL烧杯中加入 1 000 mL水, 放入

大鼠肝脏, 将 10只水蛭接入至烧杯中, 观察各组诱饵

上正在叮咬的水蛭只数, 平行实验 3次。记录水蛭叮

咬诱饵的只数, 计算驱避率, 见公式 (2):

驱避率 (%) =
对照组叮咬数 - 实验组叮咬数
对照组叮咬数 + 实验组叮咬数

×

100% (2)

茶树油驱避剂驱避机制探讨

酶活性测定样品的制备 收集并处死经过驱避活

性评价的水蛭, 准确称取0.1 g, 用4 ℃预冷生理盐水清

洗后, 用滤纸拭干转至加入含0.9 mL预冷生理盐水的离

心管中, 放入提前4 ℃预冷的高速组织研磨仪进行研磨,

制备成10% (w/v) 样本组织匀浆液。在4 ℃、2 400 ×g条

件下离心组织匀浆液20 min, 取上清液备用。

蛋白质含量、AchE、GST酶活性测定 取上述制

备的 10% (w/v) 组织匀浆上清液 50 μL, 按重量 (g)∶体

积 (mL) = 1∶9加入9倍预冷的生理盐水稀释成1% (w/v)

组织匀浆液, 作为蛋白质含量待测液; 取 50 μL上述匀

浆上清液 , 按重量 (g)∶体积 (mL) = 1∶19 加入 19 倍

4 ℃预冷的生理盐水稀释成0.5% (w/v) 组织匀浆液, 作

为AchE待测液; 取上述制备的10%匀浆上清液100 μL

作为GST待测液。具体操作方法按照蛋白定量测定

试剂盒、AchE及GST测定试剂盒说明书操作进行。分

别设置测定管、对照管、标准管和双蒸水空白管。操作

结束后, 将各管溶液加入到 96孔酶标板中, 每孔加入

200 μL待测液, 在波长为 562 nm下用酶标仪测定各孔

的吸光度A值计算总蛋白含量 (mgprotein, mgprot), 在

波长为 405 nm 下用酶标仪测定各孔的吸光度值 (A),

并计算组织匀浆液中AchE、GST活性, 见公式 (3)。

GST 活性 =
A对照 - A测定

A标准 - A空白

×C标准品 × 稀释倍数÷ T ÷

(V取样 × C蛋白) (3)

CarE活性测定 取上述制备好的 10% (w/v) 样本

组织匀浆液在 4 ℃条件下以 4 800 ×g离心 30 min, 取

上清液待测。实验设置双蒸水空白管和样品测定管,

具体操作方法按照CarE测定试剂盒说明书进行操作,

于 450 nm下用紫外-可见光分光光度计分别测定上清

液在 10和 190 s的A值。测试后计算CarE (U·mgprot-1)

活性, 见公式 (4)。

CarE活性 = (△A测定管 − △A空白管) × V总体积 ÷ (Cpr ×

V样) ÷ T (4)

△A = △A190 s − △A10 s; V总体积 : 反应体系总体积

(mL), 为 1.005 mL; Cpr: 上清液蛋白质浓度 (mg·mL-1);

V样: 加入反应体系中上清液体积 (mL), 为 0.005 mL;

T: 催化反应时间 (min), 为3 min。

统计学分析 数据以 x̄ ± s表示, 采用SPSS16.0软

件进行 one-way ANOVA分析比较组间差异, P < 0.05

认为差异具有统计学意义。
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结果与讨论

1 成功制备茶树油乳液

以KGM水溶液作为水相, 茶树油与EC混合溶液

作为油相, 在高剪切力作用下制备得到稳定均一的O/W

型乳液。通过接触角测量表明茶树油乳液和空白乳液

亲水性较强, 亲水性并未因加入茶树油而发生较大变

化。红外光谱表明乳液中KGM、EC和茶树油三者只

是简单物理混合, 并未发生化学反应, 不会影响抗菌驱

虫的效果。

1.1 茶树油乳液均一稳定 茶树油乳液外观为白色黏

稠状液体。天然多糖KGM作为乳化剂易溶于水[17], 其

水溶液为假塑性流体, 具有剪切稀化的性质。EC是热塑

性非离子型纤维素烷基醚, 不溶于水, 具有良好的成膜

性[18]。二者联用有利于形成稳定乳液, 其中KGM用量

对乳液稳定性和流变性至关重要[19]。处方用量为0.8%

(w/v) KGM制备得到的乳液放置10天后仍为均一体系,

没有发生相分离, 说明该乳液稳定性良好 (图2A)。

1.2 茶树油乳液具有亲水性 润湿性是固液界面分子

间相互作用的宏观体现[20], 茶树油乳液成膜后的润湿性

可根据接触角大小来确定。当 θ < 90°, 表明部分润湿

或润湿; θ = 90°是润湿与否的分界线; 当 θ > 90°, 说明

不易润湿。本研究中所有样品接触角均 < 90° (图 2B),

接触角并没有随茶树油加入而增加, 说明乳液亲水性较

好, 为O/W型乳液, 应用时与皮肤亲和性较好。

1.3 傅里叶变换红外光谱证明乳液为简单混合 在

红外图谱中, 3 311 cm-1处特征吸收峰是多糖类化合物

的羟基 (-OH), 1 748 cm-1处是为多糖乙酰基团中羰基

的吸收峰, 880 cm-1处是β-D糖苷键构型的特征吸收峰,

806 cm-1处是吡喃环振动峰, 均为 KGM 特征吸收峰。

3 436 cm-1 处为 -OH 伸缩振动峰 , 2 877～2 974 cm-1

为-C2H5伸缩振动峰, 1 727 cm-1是羰基 (C = O) 伸缩振

动峰, 1 375 cm-1为-CH2伸缩振动峰, 均为EC特征吸收

峰[21]。茶树油、KGM和 EC三者物理混合物既包括了

KGM特征峰, 又包括了EC特征峰, 茶树油乳液图谱与

物理混合物图谱相似, 表明 3种原料只是简单混合, 并

未发生化学变化, 不会影响茶树油结构及性质 (图2C)。

2 茶树油乳液对水蛭驱避活性效果评价

2.1 驱避效果良好 首先采用滤纸圈法评价各组水

蛭驱避效果。与对照组相比, 茶树油水溶液及茶树油

乳液组均具有良好驱避效果。茶树油乳液组 2 h内各

时间点驱避率均为 100%, 茶树油水溶液短时间内也具

有较好驱避效果, 但随时间延长, 驱避效果下降。在给

药后 2 h, 茶树油水溶液组与茶树油乳液组二者差异显

著 (P < 0.01), 说明茶树油乳液驱避效果及驱避时长明

显优于其他组 (图3A)。

2.2 驱避时间延长 因水蛭离开水后体表会逐渐变

得干燥, 即使实验中不断向其滴加少量水, 仍不能保持

其活力, 可能造成其没有能力爬出圈外, 因此先将涂有

不同药物的滤纸圈在空气中挥发一段时间, 再将水蛭

放入圈内, 以评价长时间驱避效果。结果表明茶树油

乳液组 3 h内驱避率 > 90%, 驱避效果优于茶树油水溶

液组。4 h时, 茶树油乳液组与茶树油水溶液组的驱避

率具有显著性差异 (P < 0.01), 说明茶树油乳液驱避效

果明显优于茶树油水溶液 (图 3B)。两组茶树油制剂

驱避效果具有时间依赖性, 随时间延长驱避效果降低。

2.3 水中驱避水蛭效果明显 水蛭在水中和陆地上

运动状态及方式、敏捷程度完全不同, 在水中运动活

跃, 且易被诱饵吸引, 因此本实验以肝脏为诱饵评价水

中驱避效果。茶树油乳液组 10 min 内水中驱避率 >

90%, 20 min内水中驱避率 > 80% (图 3C)。随时间延

长, 诱饵上驱避剂逐渐扩散到水中, 药物浓度减小, 驱

避效果逐渐减弱。20 min时, 茶树油乳液组水中水蛭

驱避率显著高于茶树油水溶液组 (P < 0.01)。

3 茶树油乳液通过调节酶活性发挥驱避作用

3.1 AchE 活性提高 AchE是生物神经传导的关键

酶, 在胆碱能突触间降解乙酰胆碱, 终止神经递质对突

触后膜的兴奋作用, 过高或过低均会引起机体异常反

应[22]。茶树油会使水蛭体内AchE的酶活力增强, 促进

乙酰胆碱降解, 影响正常神经信号传导, 导致水蛭中毒,

从而发挥驱避效果[23]。相比于空白对照组, 阳性对照组

Figure 2 Characteristics of the tea tree oil emulsion. A: Appearance of the tea tree oil emulsion; B: Contact angle of the tea tree oil

emulsion; C: Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) spectra
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和茶树油水溶液、乳液组水蛭体内AchE活力均增强, 但

仅阳性对照组具有显著性差异, 茶树油水溶液组及茶树

油乳液组具有增强趋势 (图4A)。茶树油能使水蛭产生

应激反应导致体内AchE活性增强[24], 乙酰胆碱含量减

少, 从而对水蛭造成损伤。

3.2 GST活性降低 GST是动物体内与代谢相关的

解毒酶, 该酶催化谷胱甘肽与外源性有毒物质的结合反

应, 竞争性抑制生物大分子等重要成分与有毒物质的共

价结合, 在许多脊椎动物和无脊椎动物体内参与代谢过

程和免疫防御, 具有抗氧化、解毒等保护细胞的作用[25]。

当生物受到有毒物质侵害后, 体内GST表达量会发生

相应变化, 解毒酶的活力增强是昆虫对杀虫剂产生抗性

的主要原因之一[26]。阳性对照药驱蚂蟥油膏主要成分

为苯酚、甲酚等, 主要依靠气味驱避, 可刺激水蛭产生

GST, 水蛭解毒能力代偿性升高, 不利于水蛭驱避。含

茶树油各组GST活力低于空白对照组及阳性对照组,

但与对照组相比, 茶树油制剂组GST降低没有显著性

差异, 具有明显降低趋势 (图4B), 说明茶树油可能抑制

水蛭体内GST活性, 降低水蛭解毒能力从而产生毒性。

3.3 CarE活性降低 CarE广泛分布于植物、动物和

微生物体内, 通过螯合作用阻止有毒物质与体内大分子

结合, 从而保护自身细胞免受损伤[27]。CarE通过改变

自身与底物的亲和力增强昆虫对杀虫剂阻隔以及增强

昆虫对含酯键杀虫剂的水解作用等多种方式增强昆虫

抗药性, 该酶活性的提高是产生抗药性的重要标志之

一[28]。相比对照组, 茶树油水溶液组和乳液组CarE的

活性均降低, 仅有茶树油水溶液组具有显著性差异, 茶

树油乳液组具有明显降低趋势, 说明茶树油对水蛭体内

CarE活力表现为抑制作用 (图4C), 可降低水蛭抗药性。

因此, 茶树油乳剂驱避水蛭的作用可能是通过上

调神经传导关键酶 AchE、下调解毒代谢酶 GST 及

CarE活性而实现的[29]。

结论

本研究将亲水性KGM和疏水性EC在剪切力作用

下混合后加入茶树油, 制备出亲水性好、稳定均一的乳

Figure 3 The repellent rate of different preparations on leeches at 2 h (A), 4 h (B), and 20 min in water (C). n = 10, x̄ ± s. **P < 0.01

Figure 4 The activities of AchE (A), GST (B) and CarE (C) in vivo. n = 10, x̄ ± s. *P < 0.05
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液以有效驱避水蛭。采用滤纸圈法、水中驱避等实验证

明茶树油乳液具有良好的驱避效果, 且驱避时间延长,

驱避效率提高。茶树油主要通过增强体内AchE活性,

抑制GST及CarE活性发挥驱避作用。本研究中茶树油

乳液制备工艺简单, 刺激性较小, 易于涂抹, 使用依从性

高; 可作为一种驱避剂新剂型为水蛭驱避提供新思路。
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