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［摘　要］　目的　探讨黄芩水提液在体外抗呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）的作用及其机制，为治疗ＲＳＶ感染寻找新型

药物。方法　将中药黄芩制成水提液。运用体外细胞培养技术，以ＭＴＴ法检测黄芩水提液对Ｈｅｌａ细胞的毒性。

以利巴韦林（病毒唑）为阳性对照，对黄芩水提液进行体外抗ＲＳＶ的药效学检测。结果　黄芩的５０％细胞中毒药

物浓度（ＣＣ５０）为１６．３２ｍｇ／ｍＬ，对ＲＳＶ的半数有效剂量（ＥＣ５０）为２．４３ｍｇ／ｍＬ。黄芩和病毒唑对ＲＳＶ的抑制作

用存在明显的量效关系（犘＜０．０５）。结论　黄芩在体外实验中对ＲＳＶ有一定抑制作用。
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　　呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，

ＲＳＶ）是婴幼儿严重下呼吸道感染的重要病原，特

别是２～６个月婴儿，０．５％～２％的病例因症状严重

需住院治疗［１－２］。近年来又发现ＲＳＶ也是成人免

疫抑制者感染的重要病原，可在老年人中流行，严重

时可导致呼吸衰竭、心力衰竭等［３］。现在用于预防

和治疗ＲＳＶ感染的药物只有２种：ＲＳＶ免疫球蛋

白（ＲＳＶＩＧ）和利巴韦林（ｒｉｂａｖｉｒｉｎ，三氮唑核苷，又

名病毒唑）。我国的中药资源极为丰富，含有黄芩

（ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ）的很多中药复方都

有抗ＲＳＶ作用，所以我们选择黄芩水提取液进行

研究，为临床应用黄芩及其制剂治疗ＲＳＶ感染提供

实验依据。
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１　材料与方法

１．１　仪器与设备　ＥＳＰＥＣＢＮＡ３１１型ＣＯ２恒温培

养箱（日本ＴＡＢＡＩＥＳＰＥＣ有限公司），ＯＬＹＭＰＵＳ倒

置显微镜（日本奥林巴斯公司），酶标仪（Ｓｕｎｒｉｓｅ）。

１．２　药物　病毒唑注射液（１００ｍｇ／ｍＬ）：湖北天

药药业股份有限公司产品，批号：２００６０２１４；黄芩水

提液（相当于生药的１ｇ／ｍＬ）：选用黄芩最佳水提方

法，１００ｇ黄芩用１０倍水浸泡１５ｈ，煎煮１ｈ后再用

８倍水煎煮３０ｍｉｎ，负压抽滤后合并滤液，以减压蒸

发的方法将药液浓缩为１００ｍＬ，分装小瓶，１００℃

３０ｍｉｎ消毒灭菌后于４℃冰箱保存备用。

１．３　细胞株与病毒株　Ｈｅｌａ细胞为人宫颈癌细胞

传代系，ＲＳＶ为Ａ亚型Ｌｏｎｇ标准株，购自中国科

学院武汉病毒所，均由中南大学基础医学院微生物

教研室馈赠。

１．４　药物半数中毒浓度的测定　Ｈｅｌａ细胞，用常

规方法传代，以细胞维持液（向ＤＭＥＭ培养液中加

入胎牛血清，使之终浓度为２％）将黄芩水提液连续

对倍稀释为１∶１０、１∶２０、１∶４０、１∶８０、１∶１６０、

１∶３２０；将病毒唑连续对倍稀释为１∶２０、１∶４０、

１∶８０、１∶１６０、１∶３２０、１∶６４０、１∶１２８０、１∶

２５６０，分别加入９６孔板已长成单层的 Ｈｅｌａ细胞

中，每个稀释度接种４个复孔，每孔加入１００μＬ，置

于３７℃、ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ后，弃培养液上清，

每孔加入含５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ的不含血清的ＤＭＥＭ

５０μＬ，继续培养２～３ｈ后，弃ＭＴＴ上清，ＰＢＳ洗３

次，每孔加溶解液ＤＭＳＯ１５０μＬ，震荡５～１０ｍｉｎ，

待结晶完全溶解，酶标仪测５７０ｎｍ处的ＯＤ值，计

算各稀释度的细胞存活率。细胞存活率（％）＝实验

孔测定值均值／对照孔测定值均值×１００％；采用概

率单位回归法，计算５０％细胞中毒时的药物浓度

（ＣＣ５０），选对 Ｈｅｌａ细胞无毒性的药物最大稀释度

（ＣＣ０）供下一步实验。

１．５　药物抗ＲＳＶ作用（改良空斑减数实验）

１．５．１　不同药物浓度对ＲＳＶ抑制作用实验　用病

毒维持液将最大无毒性浓度的黄芩提取液按照对倍

稀释，配制为５、２．５、１．２５、０．６３、０．３１ｍｇ／ｍＬ５个

稀释度的溶液；同时用病毒维持液将最大无毒性浓

度的病毒唑对倍稀释，配制成１００、５０、２５、１２．５、

６．２５μｇ／ｍＬ５个稀释度的溶液。

在２４孔板长满单层的Ｈｅｌａ细胞上分别滴加半

数培养感染剂量（５０％ ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｖｅ

ｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）病毒悬液０．２ｍＬ，３７℃吸附１ｈ，弃去

多余病毒悬液，用ＰＢＳ洗去未黏附的病毒，分别加

配制的２种含药病毒维持液，每个浓度４个复孔，同

时设细胞对照孔、药物对照孔及病毒对照孔各４个

复孔，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，至病毒对照

孔空斑不再增加，取出倒出培养液，用ＰＢＳ液洗细

胞２遍，１０％中性甲醛室温固定１０ｍｉｎ，０．２％结晶

紫液染１０ｍｉｎ，三蒸水洗３次，晾干后计数空斑数。

１．５．２　药物对ＲＳＶ的直接杀灭作用　将含一定浓

度黄芩的药物维持液（５ｍｇ／ｍＬ）、一定浓度的病毒

唑药物维持液（１００μｇ／ｍＬ）以及维持液与病毒悬液

在试管内等量混合（药物和病毒均对倍稀释，药物实

际浓度为２．５ｍｇ／ｍＬ，病毒唑的实际浓度为５０μｇ／

ｍＬ），于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中放置２ｈ。将实验

管与对照管的病毒悬液分别连续１０倍比稀释做８

个稀释度，接种于９６孔细胞培养板，每个稀释度４

个复孔。于３７℃、５％ＣＯ２培养箱吸附１ｈ，每孔补

加维持液１００μＬ，继续培养。逐日在倒置显微镜下

观察细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），并记录

出现ＣＰＥ的孔数，以最高稀释度不再出现病变时为

终点，记录各稀释度出现病变的孔数，求出实验组及

对照组的ＴＣＩＤ５０。

２　结果

２．１　ＭＴＴ法测定黄芩及病毒唑对Ｈｅｌａ细胞的毒

性　前期实验已测得ＲＳＶ对Ｈｅｌａ细胞的ＴＣＩＤ５０

为１０－６．８７。ＭＴＴ法测定黄芩及病毒唑对Ｈｅｌａ细

胞的毒性，用狆狉狅犫犻狋回归法计算得出黄芩的ＣＣ５０为

１６．３２ｍｇ／ｍＬ，ＣＣ０为５ｍｇ／ｍＬ；病毒唑的ＣＣ５０为

０．４４ｍｇ／ｍＬ，ＣＣ０为０．１ｍｇ／ｍＬ，见表１。

２．２　不同药物浓度对ＲＳＶ抑制实验中各组的空斑

数比较　用ＤＵＮＮＥＴ狋检验比较黄芩各剂量组空

斑数与病毒对照组空斑数的均值，差异有统计学意

义（犘＜０．０１）；病毒唑除６．２５μｇ／ｍＬ剂量组（犘＞

０．０５）外，其他各剂量组空斑数与病毒对照组空斑数

的均值之差异有统计学意义（犘＜０．０１），这说明黄

芩水提液和病毒唑对ＲＳＶ有一定抑制作用。黄芩

的半数有效剂量（ＥＣ５０）为２．４３ｍｇ／ｍＬ，病毒唑

ＥＣ５０为３５．６６μｇ／ｍＬ。病毒对照组的 ＴＣＩＤ５０为

１０－６．８７，黄芩水提液组的ＴＣＩＤ５０为１０－６．６，病毒唑组

的ＴＣＩＤ５０为１０
－６．８３，统计结果表明黄芩水提液对

ＲＳＶ有直接杀伤作用，空斑实验结果见表２。

２．３　黄芩和病毒唑对ＲＳＶ抑制作用的剂量－效应
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关系　以药物剂量的对数为横坐标，以抑制率为纵

坐标绘图，可以看出药物对ＲＳＶ的抑制作用随剂量

的增加而增强；剂量与ＣＰＥ抑制率的相关分析结果

显示，二者存在明显的正相关关系，黄芩的相关系数

狉为０．９８１（犘＝０．０３），见图１。

表１　ＭＴＴ法测定黄芩及病毒唑对Ｈｅｌａ细胞的毒性

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｒｉｂａｖｉｒｉｎｏｎＨｅｌａｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｍｇ／ｍＬ） ＯＤｖａｌｕｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｗｅｌｌ（狀＝４）
Ａｖｅｒａｇｅ

ＯＤｖａｌｕｅ

Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ（％）

ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ １００．０ ０．１０８ ０．１１７ ０．１１１ ０．１１５ ０．１１３ １４．９６

５０．０ ０．２１１ ０．２０９ ０．２００ ０．１９８ ０．２０４ ２７．０１

２５．０ ０．２９２ ０．２８９ ０．２９０ ０．２８５ ０．２８９ ３８．２８

１２．５ ０．３７８ ０．３６７ ０．３６８ ０．３７２ ０．３７１ ５０．８７

６．２５ ０．５９７ ０．５８７ ０．５８２ ０．５９３ ０．５８９ ７８．０１

３．１２５ ０．６２３ ０．６３５ ０．６２９ ０．６２２ ０．６２７ ８３．０５

１．５６３ ０．６９９ ０．６８９ ０．６９５ ０．６９８ ０．６９５ ９２．０５

Ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ５．０ ０．１０３ ０．０９７ ０．１０２ ０．０９８ ０．１００ １３．２４

２．５ ０．２１６ ０．２０８ ０．２１４ ０．２０８ ０．２１１ ２７．９５

１．２５ ０．２５５ ０．２５８ ０．２５４ ０．２５９ ０．２５６ ３３．９１

０．６３ ０．３７３ ０．３７０ ０．３６５ ０．３７４ ０．３７１ ４９．１４

０．３１５ ０．３９６ ０．３９９ ０．４０４ ０．３９５ ０．３９８ ５２．７１

０．１５６ ０．４５０ ０．４５３ ０．４５８ ０．４４６ ０．４５１ ５９．７３

０．０８ ０．５８９ ０．５８６ ０．５８８ ０．５８５ ０．５８７ ７７．７４

０．０４ ０．６６４ ０．６５８ ０．６６５ ０．６６０ ０．６６１ ８７．５５

ＯＤｎｕｍｂｅｒｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．００５ ０．００３ ０．００４ ０．００９ ０．００５

ＯＤｎｕｍｂｅｒｏｆｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ ０．７５４ ０．７５７ ０．７５８ ０．７５４ ０．７５５

表２　不同药物浓度对ＲＳＶ抑制实验中各组的空斑数（个）

犜犪犫犾犲２　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｑｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ａｎｄｒｉｂａｖｉｒｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｅｓｔｆｏｒＲＳＶ

Ｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ
ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ（ｍｇ／ｍＬ）

５．００ ２．５０ １．２５ ０．６３ ０．３１

Ｒｉｂａｖｉｒｉｎ（μｇ／ｍＬ）

１００．００ ５０．００ ２５．００ １２．５０ ６．２５
ＶｉｒｕｓｃｏｎｔｒｏｌＣｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ

１ ２６ ５１ ６７ ８０ ８９ １６ ３３ ６２ ８２ ８７ ９８ ０

２ ２３ ４６ ６６ ７７ ９３ １９ ３５ ５６ ８１ ９１ ９５ ０

３ ２４ ４９ ６９ ７７ ９２ １５ ３９ ５８ ７７ ９２ ９２ ０

４ ２８ ５０ ７１ ８２ ８８ １８ ３８ ６１ ７７ ８８ ９６ ０
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图１　黄芩的剂量对数值与黄芩对ＲＳＶ抑制率（％）关系曲线

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｕｒｖｅｏｆｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｄｏｓｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｖａｌｕｅ

ｏｆＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

ｏｆＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａＢａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉｏｎＲＳＶ（％）

３　讨论

目前对ＲＳＶ感染缺乏特异性治疗和预防方案，

多采取对症处理［４］。国内外学者都在研究ＲＳＶ感

染的治疗药物，寻找中药治疗亦为行之有效的手段。

黄芩是我国常用中药，为唇形科植物黄芩的干燥根，

出自《神农本草经》，为草根药中的上品，其主要有效

成分是黄酮类化合物。黄芩不仅具有解热、抗菌消

炎、解毒、抗氧化作用，有明显抑制糖尿病患者红细

胞醛糖还原酶活性及逆转内毒素休克作用，还有抗

病毒作用［５－６］。Ｎａｇａｉ等
［７］报道，黄芩提取物通过抑

（下转第４１５页）
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国各医院对于血液透析室的医院感染管理水平差异

较大［１０－１１］，在多所医院治疗者更容易遇到感染

ＨＣＶ的风险。严格统一的血液透析室医院感染管

理规范对于降低ＨＣＶ感染至关重要。

（致谢：衷心感谢所有参加本次调查的单位和同

仁，由于单位较多，不一一列出。）
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制病毒包涵体／溶酶体膜的融合，能减少流感病毒感

染小鼠的病毒复制；当黄芩提取物加至流感病毒感

染的ＭＤＣＫ细胞中时，能减少病毒的释放。黄芩抗

ＲＳＶ的研究目前在国内尚少见报道。本研究结果

显示，黄芩对ＲＳＶ的ＥＣ５０为２．４３ｍｇ／ｍＬ，并且存

在明显的量效关系，说明黄芩对ＲＳＶ有抑制作用。

笔者认为，本研究为发现治疗ＲＳＶ感染的新型药物

提供了依据，但有关黄芩抗ＲＳＶ的作用机制，尚待

进一步研究。
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