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碳离子束辐照处理对牛至精油微胶囊的缓释特性及

抗鸡球虫病活性的影响
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摘要: 利用不同剂量的碳离子束辐照处理牛至精油微胶囊，研究对其缓释特性及抗鸡球虫病活性的影响。研

究结果表明，通过碳离子束处理的牛至精油微胶囊，其主要活性成分百里香酚和香芹酚含量未发生变化，辐

照处理后反应收率及产品的生物活性均提高，其中 400 Gy剂量处理的牛至精油微囊的收率和生物活性均最

高，收率达 68.44%。通过对感染柔嫩艾美耳球虫的小鸡喂食后，其盲肠和十二指肠肿胀明显减轻，血液性内

容物明显减少，血便指数在感染的第七天已降为 0，抗球虫指数 (ACI)达到 179.39。
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1 引言

牛至 (Origanum vuLgare L.)又称止痢草，是唇形

科牛至属的一种草本植物，属传统中草药，在我国主

要分布于西北、华北至长江以南各地，属于药食同源

植物
[1, 2]
。通过水蒸气蒸馏提取法、超临界流体萃取法

等可实现对牛至精油的提取
[3, 4]
。追溯人类使用牛至油

的历史，远在西元前3000年前，巴比伦人已经将它用

于非常广泛的医药用途
[5]
。在希腊、希腊人当牛至是草

药之首并有“山中的圣品”之称和用于烹调用的调料牛

至不同，牛至油来自于野生牛至植物，一般生长在希

腊、葡萄牙和土耳其等地中海国家
[6]
。牛至油由蒸汽蒸

馏新鲜或干叶而成，因为非常强力，无论内服和外用

都需要和初榨橄榄油稀释。牛至油是人类已知的其中

一个最强大和最有效的广泛的广谱天然杀菌剂，可以

杀死非常多种的细菌，而且不同于抗生素，不会杀死

好菌，不会让细菌产生抗药性
[7]
。同时，牛至油也可以

杀死真菌，寄生虫和病毒。可用于外部和内服。它只

需要少量，即可有效地杀死细菌，不会有副作用。牛

至精油为淡黄色澄清油状液体，含有 30种以上的天然

化合物可以杀菌，其中以香芹酚和百里香酚功能最强

大。牛至精油不仅具有抗菌作用，而且具有抗疟疾原虫

和球虫的活性，对毒害、柔嫩、变位、堆型以及布氏艾

美尔球虫都有效，非常具有作为天然、理想新兽药的

潜力
[8]
。

鸡球虫病是艾美球虫属 (Eimeria)的球虫寄生于肠

上皮细胞引起的疾病，以 0.5∼2月龄鸡最易感染，死

亡率可达 80%，自然发病多系混合感染，而以某个种

占优势。1936年出现专用抗球虫药以来，已报道的抗

球虫药达 40多种
[9]
。在 20世纪 70年代前所使用的抗

球虫药主要为化学合成类药；70年代早期，随着第一

个聚醚类离子载体抗球虫药——莫能菌素的问世，其

它同类抗球虫药在70年代后期和 80年代相继应用于临

床。地克珠利是80年代后期上市的抗球虫新药，其主
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要成分为氯嗪苯乙腈，90年代初进入我国市场，目前

国内已能生产
[10]
。据报道，在防治笼养鸡球虫病的试

验中，用莫能菌素 121 mg/kg对降低鸡的死亡率、病

变记分、增加体重和提高饲料转化率方面均优于氨丙

啉、克球粉和球痢灵。谢明权等
[11]
利用鸡胚模型研究

了 3种聚醚类抗生素及 7种化学抗球虫药对柔嫩艾美

球虫第 2代裂殖子的效果，当拉萨菌素、盐霉素、莫能

菌素、杀球灵、常山酮、氯苯胍分别达 350，150，120，

200，500和 700 µg/mL以及氯吡酚超过 500 µg/mL时，

所有的裂殖子完全丧失活性。蔡玉梅等
[12]
报道了地克

珠利溶液剂防治鸡球虫病的抗球虫指数为 189.6。临

床实践证明，不同品种或同一品种的不同个体鸡的

遗传特性不完全相同，因而同种抗球虫药在不同个

体的鸡抗球虫感染的能力也不完全一致，由于抗球

虫药物易产生耐药性，故需要不断研制安全有效的新

兽药。

微胶囊技术起源于 20世纪 30年代，目前工艺日益

成熟，应用范围逐渐扩大，广泛应用于医药、食品等领

域
[13]
。同时该技术能够对药物进行包埋，有效提高天

然药物稳定性、降低挥发性和刺激性
[14]
。常规技术制

备的牛至精油微胶囊，虽具有良好的保湿性、流变性和

润滑性，但是，临床应用发现该剂型在动物组织中易扩

散，易被动物体内的氧化物质或酶降解，很难满足某些

特殊情况要求的缓释性和稳定性，限制了牛至精油微胶

囊在临床上的应用
[15–18]

。通过对牛至精油微胶囊进行

适当交联，可使牛至精油微胶囊缓释性增强，降解时间

延长。目前研究较多的交联方法主要采用高能射线辐

照交联反应无需催化剂或引发剂，可获得纯度高且无

毒的交联产物，γ射线直接应用于牛至精油微胶囊交联

时，由于能量较高，牛至精油分子链产生大量自由基而

断裂，辐照结果往往向降解方向进行
[19]
。重离子与中

性辐射X, γ射线和中子等在物理学和生物学上差别很

大，也与质量很轻、带负电荷的电子差别很大
[20]
。重

离子在穿越介质过程中具有较高的传能线密度，在其离

子径迹上有较大的能量沉积，属致密电离辐射，能够诱

发更多的生物损伤，由于其在药物分子与生物分子改

性方面的研究，其传能线密度 (LET)高和独特的电离

峰 (Bragg峰)可精确控制入射深度和部位等独特优势，

而倍受人们的关注，在生命与医药科学研究领域具有重

要的位置。综上所述，本研究从牛至精油胶囊制备后使

用碳离子辐照进行处理，探讨其牛至精油微胶囊对人工

感染鸡球虫病的治疗效果及抗鸡球虫病活性的影响，以

期为今后牛至精油微胶囊作为抗球虫新兽药的研发奠定

基础。

2 材料与方法

2.1 材料

牛至精油 (分析纯)，华美天然植物油提炼厂生产；

β-环糊精(β-CD)(分析纯)，上海山浦化工有限公司提

供；无水乙醇 (分析纯)，购自北京化工厂。1日龄白羽

公鸡，甘肃凯悦养鸡场提供，在无球虫条件下饲养至 15

日龄。柔嫩艾美尔球虫 (Eimeria tenella)孢子化卵囊，

中国农业科学院兰州兽医研究所寄生虫病研究室赠送。

2.2 分析测定仪器

Agilent1100高压液相色谱仪系列 (美国)，6890N-

5973i气质联用仪 (美国Agilent 公司)，HP6890气相

色谱仪与氢火焰离子化火焰检测器 (GC-FID，美国

Agilent 公司)， 10 µL微量进样器，上海高鸽工贸

有限公司。 Tensor27傅里叶变换红外光谱 (FTIR)

仪、AVANCE600核磁共振仪，德国Bruker公司；S-

4800场发射扫描电子显微镜 (SEM)，日本Hitachi

High-Technologies公司。

2.3 辐照方法

辐照实验在兰州重离子研究装置 (HIRFL)生物辐

照终端上进行。初始能量为 80 MeV/u的碳离子束经

过束流管道的镍窗、电离室、空气和降能片后辐照样

品 (牛至精油微胶囊)，电离室监测注入量，样品更换和

数据获取均由计算机控制，全部过程在室温和大气环

境条件下进行，辐照剂量分别为 0，100，200，400，

800 Gy，剂量率为 50 Gy/min。

2.4 牛至精油微胶囊的制备

称取 3 g β-CD，用 5 mL，60 ℃的水将其溶解，量
取 6 mL牛至精油，用 5 mL无水乙醇将该牛至精油溶

解。然后将β-CD的水溶液置于 45 ℃的水浴中，在转
速为 600 r/min的条件下，将牛至精油的无水乙醇溶

液逐滴滴入到β-CD溶液中，搅拌 30 min后取出，置

于 5 ℃的冰箱中静置整夜，抽滤，获得牛至精油微胶
囊产品，将所得产品放在HIRFL生物辐照终端的转盘

上，根据不同剂量进行辐照，将辐照后的产品用无水

乙醇洗涤 3次，45 ℃真空干燥后得到交联后的微胶囊
产品。

2.5 用气质联用仪测定交联前后的牛至精油微胶囊

组分

色谱条件：DB-MS毛细管柱 (30 m×0.25 mm，

0.25 µm)，载气为氦气，流速 1 mL/min；进样口温

度 260 ℃，分流比为 30:1；升温程序：起始温度 50 ℃
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(保留 2 min)，以 8 ℃/min升至 90 ℃，再以 4 ℃/min

升至 180 ℃，最后以 10 ℃/min升至 300 ℃。
GC-MS质谱条件：EI电离源，电子轰击能量

70 eV；离子源温度 230 ℃；四极杆温度 150 ℃；质
量扫描范围 25∼450 amu；辅助温度 280 ℃；调谐文
件 stune.u；扫描模式 Scan。样品处理过程: 取用 0.5 g

牛至精油微胶囊，加 10 mL乙醚在 50 mL圆底烧瓶中

加热回流 30 min，固体过滤后，在旋转蒸发仪上蒸馏，

去除乙醚。然后通过气质联用仪样品专用膜过滤后，用

微量进样针取 0.6 µl牛至精油注入GC-MS进样口，分

流比设为 30:1。

2.6 用红外光谱法测定交联前后的牛至精油微胶囊

样品和KBr经过干燥处理后，研磨至粒度小于

2 µm，以免散射光影响，然后取适量干燥的β-CD，辐

照前后的牛至精油微胶囊样品约 0.5 mg在红外灯下充

分研磨，再加入约 50 mg的干燥KBr粉末，继续研磨

至混合均匀。而后将干燥器中保存的简易模具取出，确

认模具洁净。若其表面不洁净，可用棉花沾少许无水

乙醇轻轻擦拭 (绝对不可用力，以免模具表面被划伤)，

然后在红外灯下干燥，再将混合均匀的粉末置于模具

中，用 (5∼10)×107 Pa压强的油压机将其压成透明薄

片，并对牛至精油进行红外光谱扫描，作出红外光谱吸

收曲线。

2.7 用扫描电镜法 (SEM)测定交联前后的牛至精

油微胶囊

取少量分散好的未辐照的微囊，和 400 Gy碳离子

束辐照的微囊放于铜片上，干燥后将载有样品的铜片粘

在样品座的导电胶带上。对于导电性不好的样品必须蒸

镀导电层，通常称为蒸金：将样品座置于蒸金室中，合

上盖子，打开通气阀门，对蒸金室进行抽真空。选择好

适当的蒸金时间，达到真空度定好时间后加电压并开始

计时，保持电流值，时间到后关闭电压，关闭仪器。取

出样品后用 SEM扫描，观察其表面形态特征。

2.8 氢核磁共振 (1H-NMR)法测定交联前后的牛

至精油微胶囊

1H-NMR法：分别取适量未辐照的微囊，和 400

Gy剂量碳离子束辐照处理的微囊，以重水 (D2O)为溶

剂分别溶解，测定它们的 1H-NMR谱图。

2.9 牛至精油微胶囊交联前后缓释制剂释放研究

以牛至精油微胶囊交联前后缓释制剂的体外释

放 12 h为研究对象，药物释放度以香芹酚与百里香酚

为指标，用高效液相测定其含量，比较释放度。

2.9.1 高效液相色谱条件

流 动 相： 0.05%磷 酸-乙 腈 (80： 20)，色 谱 柱：

Eclipse XDB C18柱 (4.6 mm×150 mm，5 µm)，柱

温：25 ℃，检测器：DAD，流速：1 mL/min。

2.9.2 对照品溶液的制备

精密称取干燥 (105 ℃)至恒重的香芹酚、百里香酚

对照品适量，加甲醇溶解，制成标准品溶液。

2.10 试验动物的分组与处理

将 70只 15日龄雏鸡按体质量随机分成 7组，包括

经过交联后牛至精油微胶囊 (5个剂量)，感染对照组

和健康对照组。 15日龄开始在饲料中添加一定比例

的上述药物、牛至精油微胶囊各组添加剂量均按照农

业部添加规定量 100 mg/kg。除健康对照组外，其余

各组均在 15日龄时经口感染Eimeriatenella 孢子化卵

囊 4.0×104/只。然后饲养至 22日龄。

2.11 药物疗效评定指标和标准

2.11.1 试验鸡测体质量

将全部试验鸡分别于 15日龄和 22日龄时逐只测体

质量，并按以下公式计算相对增重率：相对增重率=试

验组平均增重率/健康对照组平均增重率×100%。

2.11.2 临床和病理学观察

试验期间每日观察各组鸡的精神、食欲、粪便、死

亡等情况，并记录结果。对试验期间死亡的鸡进行尸体

解剖，观察其病理学变化。

2.11.3 鸡盲肠病变检查

22日龄时，宰杀全部存活的试验鸡，逐只取盲肠和

小肠进行病理检查，按 Johnson和Reid的病变记分方

法进行记分，然后按角田清的方法
[21]
计算病变值：病

变值=每组平均病变记分×10。

盲肠病变评分标准：盲肠正常无卵囊为 0分；有卵

囊，盲肠黏膜增厚，有少量散在性出血为 1分；有卵囊，

盲肠黏膜增厚，有明显血液或血液内容物为 2分；有卵

囊，盲肠黏膜增厚，有大量血凝块或血样肠芯为 3分；

有卵囊，盲肠外观呈酱色，明显肿胀，内容物血样为 4

分；因球虫感染死亡也算 4分。

2.11.4 试验鸡的球虫卵囊检查

用红细胞记数法查卵囊。分别刮取每组试验鸡的盲

肠内容物，充分搅拌混匀后用常规方法计数，并计算每

克粪便的卵囊数 (O.P.G)，随后按照角田清的方法计算

卵囊值。

卵囊值的计算方法：即感染后 7 d鸡的O.P.G值与

不给药组鸡的O.P.G值的比值小于 1%时，卵囊值为 0；
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在 1%∼25%时，卵囊值为 20；在 75%∼100%时，卵囊

值为 40。

2.11.5 效果判定

根据各组试验鸡的相对增重率、存活率、病变值

和卵囊值，按照Merck公司的计算公式计算抗球虫

指数 (ACI)：ACI =(相对增重率+存活率)×100−病变
值+卵囊值)。

以ACI为标准判定其效果：ACI < 120为无效；

ACI = 120 ∼ 160为低效；ACI = 160 ∼ 180为中效；

ACI > 180为高效。

3 结果与讨论

3.1 GC-MS气质联用仪鉴定牛至精油微胶囊挥发

性成分

以β-CD为壁材，碳离子辐照处理牛至精油微胶

囊，产品为白色、均匀的小颗粒。GC-MS鉴定牛至精

油微胶囊挥发性成分通过NIST05谱库检索结果与人工

图谱解析共同确定，以扣除溶剂峰的色谱图全部峰面积

作为 100%，按采用峰面积归一化法确定化合物的相对

质量分数
[22]
。 牛至精油微胶囊挥发性化合物种类及其

相对含量见表 1，保留指数的计算方法参照文献[23]

表 1 辐照前牛至精油挥发性成分的GC-MS分析结果与NIST05谱库检索结果

序号 保留时间/
min 分子式 化合物名称

相对质量

分数/%
匹配度 保留指数 MS分析与NIST05

谱库检索结果

1 7.11 C10H16 α-侧柏烯 0.11 69 925 相同

2 7.23 C10H16 1R-α-蒎烯 0.06 92 932 相同

3 7.61 C10H16 檀紫三烯 0.02 75 947 MS

4 7.79 C7H6O 苯甲醛 0.03 90 963 相同

5 8.23 C10H16 2,6,6-三甲基双环[3.1.1]庚-2-烯 0.88 73 975 MS

6 8.27 C10H16 4-亚甲基-1-(1-甲基乙基)-环己烯 0.03 63 976 相同

7 8.51 C10H16 β-月桂烯 0.25 45 989 相同

8 9.29 C10H16 异松油烯 0.02 94 1 016 相同

9 9.48 C10H14 1-甲基-3-(1-甲基乙基)苯 6.48 96 1 031 相同

10 9.71 C10H16 D-柠檬烯 6.86 96 10 416 相同

11 10.15 C10H16 γ-松油烯 0.03 75 1 053 相同

12 10.43 C8H8O 苯乙酮 0.07 89 1 074 相同

13 10.72 C10H18O 顺- β-松油醇 0.06 154 1 078 MS

14 11.02 C10H12 1-甲基-4-(1-甲基乙基)苯 0.02 93 1 093 相同

15 11.91 C10H16O α-侧柏酮 19.16 91 1 120 相同

16 11.98 C10H16O β-侧柏酮 0.63 59 1 123 相同

17 12.27 C10H16O 顺-氧化柠檬烯 0.03 62 1 131 相同

18 13.56 C10H18O 牛至醇 0.32 92 1 179 相同

19 14.18 C10H16O 二氢香芹酮 0.24 74 1 194 MS

20 14.32 C11H2O 3-十一炔 0.28 61 1 203 MS

21 15.75 C7H12 3-甲基-1-己炔 6.19 89 1 261 MS

22 16.71 C10H14O2 顺-氧化香芹酮 0.02 76 1 276 相同

23 16.91 C7H16 4-蒈烯 0.03 71 1 283 MS

24 17.64 C10H14O 香芹酚 0.92 85 1 305 相同

25 17.91 C9H10O2 4-羟基-3-甲基苯乙酮 6.29 91 1 318 MS

26 19.11 C12H16O2 5-甲基-2-(1-甲基乙基)苯酚乙酸酯 0.41 89 1 336 相同

27 19.43 C10H14O 百里香酚 0.28 91 1 368 MS

28 21.21 C11H14O2 1,2-二甲氧基-4-(2- 丙烯基)-苯 30.62 96 1 429 相同

29 21.46 C15H24 (Z,Z)- α-金合欢烯 0.26 83 1 433 MS

30 22.29 C15H24 Z-7,11-二甲基-3- 亚甲基-1,6,10-十二碳三烯 5.41 61 1 469 相同

31 23.31 C15H24 香木兰烯 0.08 93 1 491 MS

32 23.49 C15H24 (Z,E)-3,7,11-三甲基-1,3,6,10-十二烷四烯 0.02 59 1 502 相同

33 24.21 C11H12O3 2,3-二氢苯并呋喃-3-甲酸乙酯 0.19 72 1 531 MS

34 26.19 C15H24O 丁香烯氧化物 2.29 74 1 602 相同

35 26.82 C7H12 3-庚炔 0.31 82 1 629 MS
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进行。

GC-MS分析法从辐照前牛至精油胶囊中，共分

离出 72个峰，得到鉴定的有 35个化合物，占色谱总

流出峰相对百分含量的 96.70%。从表 1可以看出，从

牛至精油中共分离鉴定出 35种挥发性化合物，包括 22

种烃 (59.38%)、6种酮(25.54%)、2种酚(10.48%)、2种

酯(0.71%)、 2种醇(0.52%)、 1种醛(0.07%)。其中含

量较高的成分包括 1,2-二甲氧基-4-(2-丙烯基)-苯

(31.23%)、α-侧柏酮(19.43%)、香芹酚(9.16%)、D-柠

檬烯(6.87%)、 1-甲基-3-(1-甲基乙基)苯(6.67%)、 4-羟

基-3-甲基苯乙酮(6.41%)、 3-甲基-1-己炔(6.32%)、 Z-

7,11-二甲基-3-亚甲基-1,6,10-十二碳三烯(5.39%)和丁

香烯氧化物 (2.41%)。本实验从辐照后牛至精油胶

囊中测得含量最高的化合物是烯烃类，其相对质

量分数为 47.23%，包 1,2-二甲氧基-4-(2-丙烯基)-苯

(30.62%)、D-柠檬烯(6.86%)、Z-7,11-二甲基-3-亚甲基-

1,6,10- 十二碳三烯 (5.41%)、丁香烯氧化物 (2.29%)

和α-蒎烯 (0.89%)等。

先用乙酸乙酯超声提取，浓缩后经PSA和无水

硫酸钠的净化，然后对不同的样品分别进行 6次测

定，结果见表 2。牛至精油微胶囊经过不同剂量的碳

离子束辐照处理后，将其中的香芹酚和百里香酚用

乙酸乙酯超声提取 95 min并通过PSA分散固相萃取

净化，然后用GC-FID 测定。在 25∼1 200 µg/mL 的

浓度范围内，香芹酚和百里香酚的峰面积与其浓度

呈线性相关 (R > 0.998)，香芹酚和百里香酚检出限

为 12 µg/kg，方法回收率在 62.1%∼68.44%，相对标

准偏差为 1.51%∼4.21%。以上试验的相对标准偏差

均小于 3.2%，表明该方法具有良好的精密度，能够

满足不同剂量辐照后的牛至精油微胶囊中香芹酚和

百里香酚的测定。通过选取 1 200，600，300，150，

75和 37.5 µg/mL 6个点，考察了在此范围内香芹酚

和百里香酚的线性情况。香芹酚和百里香酚的线性方程

分别是Y=23 986x−45 345，R2=0.998，说明在 1 200

µg/mL到 37.5 µg/mL的范围内，香芹酚和百里香酚

的浓度与仪器响应呈良好的线性相关。以仪器噪声 2.5

表 2 辐照后牛至精油胶囊制备结果—香芹酚和百里香
酚的质量分数和得率

辐照剂量/Gy 香芹酚/% 百里香酚/% 收率/%

0 0.502 0.201 62.11

100 0.503 0.201 64.77

200 0.503 0.201 65.25

400 0.502 0.200 68.44

800 0.501 0.200 65.16

倍计算，香芹酚和百里香酚的检出限为 12 µg/kg。

3.2 碳离子辐照后牛至精油微胶囊的红外光谱分析

支化度

各种基团的振动频率 (基团频率)及其位移规律，即

可利用基团振动频率与分子结构的关系来确定吸收谱带

的归属，确定分子中所含的基团或键，进而由其特征振

动频率的位移、谱带强度和形状的改变，来推定分子结

构。辐照效应中不饱和度的变化是常见的现象，它和交

联反应有一定关系。因此也是表征交联的一种方法，不

饱和度可通过红外谱仪测定。

β-CD牛至精油微胶囊的红外光谱分析如图 1所

示。β-CD是由 7个葡萄糖分子组成的环状中空分子，

若其成功交联牛至精油形成包埋物，只能是O-H键发

生作用。3 670∼3 230 cm−1为O-H键的伸缩振动吸收

峰，1 420∼1 260 cm−1为O-H键的弯曲振动吸收峰。β-

CD中，O-H键的特征伸缩振动吸收峰为 3 388 cm−1，

而在交联图 1(c)中，这个特征峰增加到了 3 389 cm−1；

另外，β-CD中，O-H键的特征弯曲振动吸收峰为 1 433

cm−1，而交联图 1(c)中相应的特征峰增加到了 1 437

cm−1。羟基与氢键的结合导致了振动频率下降，红外

吸收峰向长波移动，并且羟基与氢键结合强度越大，长

波移动越严重。未进行辐照交联的红外谱图 1(d)明显

区别于交联的谱图。由此可见，β-CD将牛至精油交联

成功即已经成功制得交联的β-CD/牛至精油微胶囊。

此外，经过碳离子处理，其分子链结构中的一部分主链

或侧链被碳离子辐照切断，产生一定数量的游离基，这

种游离基彼此间结合形成交联链，导致分子质量增加，

使具有线性状分子结构的大分子化合物转变成具有网状

大分子结构的微胶囊，提高了微胶囊的稳定性及体内缓

(a)

(b)

(c)

(d)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

/cm–1

3389
1437

1433
3376

图 1 (在线彩图)辐照后牛至精油微胶囊分子链结构的

红外光谱表征

(a) 牛至精油；(b) β-CD辐照；(c) 辐照后牛至精油微胶

囊；(d) 牛至精油微胶囊的红外光谱。
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释性等，微胶囊的生物活性随辐照剂量的增加而增大，

但到一定剂量后，就不会提高了，反而会影响药物的活

性成分的含量
[24–26]

。碳离子辐照必然会产生大分子自

由基、小分子自由基等，要使这些自由基之间的反应朝

着有利于我们所期望的交联方向发展，必须充分考虑大

分子自由基的活动性，自由基之间的距离等因素，适当

地改变浓度、剂量从而达到交联的目的。通过碳离子辐

照交联克服了常规方法制备的牛至精油微胶囊包埋率较

低，重现性差的问题，为制备植物精油微胶囊提供了一

种全新的方法。

3.3 扫描电镜法 (SEM)观察交联前后的牛至精油

微胶囊形态特征

碳离子辐照交联作用致使微囊晶格排列发生变

化，产生形态学差异。如图 2所示，未辐照的微囊、通

过 400 Gy处理的微囊的电镜行为有明显不同。未辐照

的微囊表面疏松，而通过 400 Gy处理的微囊表面光滑，

可能是精油与环糊精聚合过程中形成了多个支化点，因

此得到了具有较好亲合度、良好稳定性的产物。辐照处

理过程中发生交联反应，同时微囊晶格度有所下降，在

很高剂量时可变成完全无定形高分子。同时，实验结果

表明交联还会引起结晶形态的变化。

碳离子束作用在微囊上，引起聚合物发生交联与降

解。两者是共同存在的动态过程，要使得反应朝着我们

所需要的交联或者降解的方向发展，必须深入研究影响

该过程的因素。实验表明，微囊晶格排列、温度及辐照

剂量等，均是影响辐照交联的重要因素。高分子链结构

对辐射化学引发的化学变化有特别大的影响，由于聚合

物链具有刚性特性，有时仍然不能出现交联。温度变化

主要影响高分子链的活动能力。因为当聚合物为凝聚态

时，大分子自由基可动性很小，它们必须通过物理扩散

或化学接力使两个大分子自由基运动到临近可以发生反

应的位置。提高温度,有利于高分子链的运动，自然也

使大分子自由基的可动性增加，因而有利于交联。碳离

图 2 重离子辐照交联作用致使微囊晶格排列变化
(a) 未辐照的微囊; (b) 400 Gy辐照的微囊。

子束辐射交联反应主要靠高分子链自由基复合，而这种

自由基复合直接取决于高分子链的活动能力。温度升

高，有利于分子链的活动能力，即有利于交联反应。

3.4 1H-NMR法测定重离子辐照后牛至精油微胶

囊峰形变化

以D2O为溶剂分别溶解辐照前后牛至精油微胶囊，

测定它们的 1H-NMR谱图。如图 3所示，牛至精油微胶

囊受辐照处理的影响均发生位移。在辐照后牛至精油微

胶囊的 1H-NMR谱图中出现了 6组新的化学位移，其

中高场区化学位移值 (δH)约在 0.88∼2.26出现的 5组新

峰是牛至精油α-H原子，而化学位移值 (δH)在 5.31时，

出现的新峰是牛至精油上的α-H原子。以上证据都能

证明β-CD中含有β-CD。除此以外，还可以通过β-CD

的化学位移变化说明牛至精油已经包覆进入β-CD的空

腔内。包合物的 1H-NMR谱图中可以看出β-CD的化

学位移发生了明显的变化。首先，牛至精油和β-CD空

腔内的H-3, H-5作用，使得其化学位移均发生了变化，

向低场移动，说明客体分子进入了空腔内部，且客体分

子插入较深，甚至位于空腔小口端的H-6也发生化学位

移。同时其他峰也都有所不同，位于β-CD分子空腔外

图 3 1H-NMR法测定的峰形谱图
(a) 未辐照处理精油微囊；(b) 400 Gy辐照处理后精油微囊。
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部的H-1, H-2, H-4也发生化学位移，这进一步证明牛

至精油已经进入到β-CD内，形成了目标微胶囊。 1H-

NMR法是一种运用较为广泛的分析检测和验证的方法，

如图 3所示，图中化学位移值 (δH)约在 3.55∼4.00的吸

收峰为β-CD氢的化学位移，化学位移值 (δH)在 4.02、

3.97 (双峰)时，为β-CD与精油发生交联反应后出现的

新峰，说明发生了交联反应从而出现了新的羟基峰；当

化学位移值 (δH)为 5.15 (单峰)时，为碳链上 -OH的峰，

所以出现谱图上的峰形。

3.5 碳离子辐照处理前后牛至精油微胶囊缓释制剂

释放度比较

取同一批碳离子辐照处理前后的牛至精油微胶囊，

精密称重微胶囊。按照《中国药典》附录XD释放度测

定第一法：以 1 000 mL水为溶出介质，转速 100 r/min，

温度 (37.0±0.5) ℃；转篮进入释放池计时，于 12 h取

样，取样 10 mL (同时补充相同温度体积的水)。其中，

5 mL用 0.45 µm微孔滤膜过滤，通过测定，计算 12 h

的累积释放度。

从碳离子辐照处理前后牛至精油微胶囊缓释制剂释

放度的数据差异可以看出 (表 3)，经过不同剂量辐照处

理后，牛至精油微胶囊的人工胃液释放度降低，且辐照

剂量与释放度降低成相关性，说明经过碳离子辐照处理

后的制剂具有明显的缓释作用。

表 3 牛至精油微胶囊在人工胃液释放度结果

辐照剂量/Gy 香芹酚% 百里香酚% 累积释放度%

0 0.495 0.198 98.74

100 0.473 0.189 94.13

200 0.447 0.178 88.87

400 0.444 0.177 88.44

800 0.483 0.171 85.51

3.6 重离子辐照前后牛至精油微胶囊临床药效试验

接种球虫后 3 d，除健康对照组外其他试验组鸡均

表现出不同程度的临床症状，如采食量减少、羽毛蓬

乱、两翼下垂、缩头缩颈、闭眼昏睡、不愿走动、离群

呆立、排出血便等。接种球虫后 4 d，感染对照组鸡排

出大量的血便，所有给药组试验鸡的血便明显减少，精

神状况和采食量明显好转，整个试验过程中各组鸡均未

出现死亡 (图 4)。

辐照处理后牛至精油微胶囊临床药效试验表

明 (图 4)，纯度为 1.32%的精油按照 80 mg/kg饲料添

加给药可以明显提高试验鸡的增重率，对人工接种球虫

染发病的试验鸡有很好的治疗效果。碳离子处理后牛至

精油微胶囊在纯度和剂量都很低的情况下表现出良好的

抗球虫效果，且作为一类中药组分，具有成本低廉、安

全高效和绿色环保的特点，有望成为新型抗球虫药物。

然而，辐照处理后牛至精油如何发挥抗球虫作用，对其

它种属的鸡球虫病和其它动物的球虫病是否同样具有抑

杀作用，还有待研究。另外，今后借助现代分离纯化手

段，获得纯度更高的牛至精油，进一步探讨其对鸡球虫

病的防治作用，将有助于解决球虫耐药性和加快新型抗

球虫药物的研发。
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图 4 (在线彩图)感染后4∼8 d血便指数

3.7 病理解剖学变化及牛至精油微胶囊的抗球虫效

果

如图 5所示，试验鸡于 22日龄全部扑杀，病理解剖

发现，健康对照组鸡所有脏器均正常；感染对照组鸡盲

肠和十二指肠显著肿胀，内含大量血样内容物；所有给

药组试验鸡盲肠和十二指肠尽管也出现肿胀、血样性内

容物，但病变程度明显减轻，试验鸡其他脏器未见明显

眼观病变。

综合试验鸡的临床症状和病理解剖学变化，通过相

对增重率、存活率、卵囊值和病变值等指标计算ACI，

结果证明，通过碳离子辐照处理后牛至精油微胶囊

的ACI均在 160∼180，具有中等抗球虫效力，而未辐照

的精油微胶囊的ACI均在 151.81，属低抗球虫效力。说

明通过重离子辐照交联后，体内具有一定的缓释作用，

抗球虫指数提高，但辐照剂量大于 800 Gy时，精油的

化学成分可能会遭到破坏 (表 4)。

我国发现的鸡球虫有柔嫩艾美球虫 (E.tenella)、

毒 害 艾 美 球 虫 (E.necatrix )、 堆 形 艾 美 球 虫

(E.acervulina)、巨型艾美球虫 (E.maxima)、哈氏艾美

球虫 (E.hagani)、和缓艾美球虫 (E.mitis)和基前艾美

球虫 (E.praecox)等。本试验在鸡已感染柔嫩艾美耳球

虫 (E.tenella)的情况下，观察了不同辐射剂量下牛至精

油微胶囊的抗球虫药的防治效果。试验结果表明，对已

感染球虫的鸡给予抗球虫药，可减少血粪，延缓血粪出
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图 5 (在线彩图)小肠病理切片图
(a) 空白对照组小肠病理切片：视野中并未发现球虫卵囊，肠结构正常，上皮细胞无变性脱落，固有层未见充血，肠腺体结构也正

常；(b) 感染组小肠病理切片：固有层发现大量球虫卵囊，固有层充血、出血，肠长皮细胞几乎全部变性脱落，肠腺体消失且被卵

囊占据；(c) 400 Gy组小肠病理切片：固有层零星可见几个球虫虫卵；(d) 400 Gy组小肠病理切片：组肠上皮细胞变性脱落。

表 4 牛至精油微胶囊的抗球虫效果

辐照剂量/Gy 平均始重/g 平均末重/g 平均增重/g 存活率% 相对增重率% 病变值 卵囊值 ACI 判断结果

800 93.55 182.23 88.68 100% 95.56 21 5 169.56 中效

400 96.23 188.46 92.23 100% 99.39 15 5 179.39 中效

200 96.98 181.67 84.69 100% 91.26 19 5 167.26 中效

100 96.89 179.68 82.79 100% 89.21 21 8 160.21 中效

0 99.79 182.21 82.42 100% 88.81 27 10 151.81 低效

感染对数 98.19 150.76 52.57 100% 56.65 33 40 − −
健康对数 96.31 189.11 92.80 100% 100 − − − −

现的时间，防止体重急剧下降，具有重要的临床

价值。

4 结论与展望

本文研究了不同剂量的碳离子束处理对微胶囊的

缓释特性及抗鸡球虫病活性的影响。结果表明：经 400

Gy辐照处理的牛至精油微囊收率和生物活性均最高，

收率达 68.44%，从释放度的差异可以看出，经 400 Gy

剂量处理后，牛至精油微胶囊的人工胃液释放度明显降

低，说明经过碳离子处理后，该制剂具有明显的缓释作

用。通过对感染柔嫩艾美耳球虫的小鸡喂食后，其盲肠

和十二指肠肿胀明显减轻，血液性内容物明显减少血

便指数在感染的第七天已降为 0。 抗球虫指数 (ACI)达

到 179.39。利用不同剂量碳离子束对牛至精油微胶囊进

行辐照处理，不仅得到较理想的结果，而且创新了一种

制备植物精油微胶囊的方法，同时也为该类药物的研制

开拓了一种新的研发思路。

新药物创制的统计发现，在具有治疗作用的活性化

合物中，超过 40%化合物不能制成合适的制剂从而限

制其应用
[27]
。碳离子束与药物靶标的相互作用是一个

十分复杂的过程，主要包括电离作用、激发作用、散射

作用、吸收作用等，其主要过程就是将带电粒子注入到

药物靶标内，带电粒子同靶材料中的电子和原子发生一

系列的碰撞，这一过程随着离子能量的逐渐降低而变

化。当入射离子的能量较高时，药物分子或原子主要发

生非弹性碰撞，使药物分子发生电离或激发，导致药物

分子电离而发生交联。在下一步工作中，将对低能重离

子在化合药物中辐照的效应进行研究，从而筛选出新的

药物有效部位及骨架等；重点关注当重离子能量损失达
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到峰值即Bragg峰时，对靶分子发生变化或结合成为大

分子的概率是否最大。

总之，碳离子束对药物分子的处理作用包括能量传

递、质量沉积、电荷中和与交换等综合作用，最终导致

药物分子之间的序列和结构发生改变。通过碳离子束处

理牛至精油微胶囊，不仅增加了该药物的缓释作用，使

其分子间化学键很好地结合，而且在鸡的体内也可以非

常好地吸收，提高了微胶囊的抗球虫活性。由于类似研

究工作报道较少，且受制于碳离子束流的特性，因此前

期工作还需要进行更系统的研究，这有助于解决球虫耐

药性和加快新型抗球虫药物的研发及产业化应用。
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Effect of Using Carbon-ion Beam Irradiation on
Sustained-release Characteristic and Anti-coccidial
Activity of Oregano Essential Oil Microcapsules

TAO Lei1,2, LIANG Yan3, ZHOU Xiang4, JIANG Tingting4,5, LI Xuehu4, YI Yunpeng6, XIN Zhijun4,
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( 1. College of Veterinary Medicine, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China；
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4. Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;
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Abstract: The purpose of this study is using different doses of carbon ion beam irradiation on oregano essen-

tial oil microcapsules, to investigate function of control release and anticoccidial activity in chickens. The results

showed that the content of main components in oregano essential oil microcapsules after carbon ion beam irradia-

tion, thymol and carvacrol, have little change. Moreover, it can obtain more object products and better bioactivity

after the irradiation treatment. Among these different doses of irradiation, our findings showed that Microcapsule

groups with 400 Gy dose irradiation showed the highest yield (68.44 %) and the best anticoccidial activity. After

feeding chickens infected with Eimeria tenella, the swelling of caecum and duodenum were significantly mitigated

and blood contents were also significantly reduced. The bloody stool index of chickens was as low as zero on the

seventh day of infection, and the anticoccidial index (ACI) is 179.39.
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