
·1392· 中草菊Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第9期2006年9月

到脾门的测量数值，异常病例为(4．8士0．8)cm，治

疗后测量有0．1 cm以上缩小者为有效病例数。两

组对照差异显著(P<0．01)，治疗组结果优于对

照组。

2．3不良反应：两组在治疗期间及结束时均未出现

发热、皮疹等反应。治疗组中有5例病人出现溏便，

持续2～7 d，不伴腹痛未予治疗自行缓解，对照组

未见腹泻。

3讨论

安络化纤丸为主要治疗肝纤维化的中成药。其

组成为地黄、三七、水蛭、牛黄、地龙等。地黄清热滋

阴，三七逐瘀止血，水蛭破血散瘀，地龙定惊通络，其

主要功效为疏经活络、软坚散结，被列为国家医药

“处方保密品种”。它的作用机制为改善肝脏微循环、

修复炎肿细胞、减少储脂细胞的激活、抑制成纤维母

细胞的生成，促进肝纤维的降解吸收。

慢肝4项指标是敏感且易于普及的早期肝纤维

化指标，在肝纤维化积累到相当程度后会形成门脉

高压，在B超影像上，表现为门脉扩张和脾脏增厚。

安络化纤丸治疗后，在以上两方面均较对照组大幅

度地提高了疗效。临床使用中偶见腹泻，未见其他不

良反应。其长期疗效尚需进一步观察。
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呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus，

RSV)是婴幼儿和低龄儿童急性上下呼吸道感染的

常见病原微生物。几乎所有2岁以下儿童都有过

RSV感染，尤其是以1～3个月的婴儿为重[1]。到目

前为止，对RSV的治疗仍无最安全有效的药物，虽

然许多研究已有了一定进展[2]。新雪颗粒作为治疗

呼吸系统疾病的常用中成药，主要成分为穿心莲、竹

叶卷心、牛黄、栀子、石膏、升麻等，有清热解毒之功

效，常用于普通感冒、流行性感冒、上呼吸道感染、支

气管炎、肺炎、病毒性肺炎等疾病的消炎、退热。为

此，本实验采用人喉上皮细胞癌细胞系(HeP一2)，通

过不同的给药途径，研究新雪颗粒对RSV的治疗、

预防和直接杀伤作用。

1实验材料

1．1实验药物：新雪颗粒(批号5003，由广州奇星

药业有限公司生产)，规格每包1．7 g[其中按干燥

品计算，每包(小袋，1．7 g)含穿心莲内酯和脱水穿

心莲内酯的总量不少于2．0 mg]，用纯水溶解颗粒，

60℃水浴2 h，取上清液，80℃间歇灭菌3 d，4℃

保存备用。阳性对照药物：病毒唑干粉，批号

0308012，由丽珠集团有限责任公司提供，用纯水制

成1．0 g／L溶液，滤过除菌后置4℃保存备用。

1．2 细胞：人喉上皮细胞癌细胞系(HeP一2)，由中

山大学医学院动物中心提供。常规方法传代培养。
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1．3病毒株：呼吸道合胞病毒(RSV)Long株，由

广州市儿童医院提供。

1．4 仪器：NAPCO C02恒温培养箱；Olympus

CK40倒置微生物显微镜。

2方法

2．1药物毒性实验：将HeP一2细胞以2×105／mL

滴入96孔板中，每孔0．1 mL，成单层后，用细胞维

持液将药液连续倍比稀释7个质量浓度(170、85、

42．5、21．25、10．63、5．31、2．66 g／L)，每个质量浓度

设4孔，每孔0．1 mL加入96孔细胞培养板中，置

37℃、5％CO。恒温培养箱培养，每日在倒置显微镜

下观察细胞形态，连续观察4 d。同时设立正常细胞

对照。计算药物半数毒性浓度(TC。。)。

2．2 病毒毒力测试：采用组织培养半数感染量

(TCID。。)微量法。

2．3药物抗病毒实验

2．3．1 对病毒所致细胞病变(CPE)的抑制作用：

HeP一2细胞2×105／mL，每孔0．1 mL，长成单层时

加入不同质量浓度(31．24、15．62、7．81、3．91、1．95

g／L)的药物，每个质量浓度设4个复孔，同时接种

i00 TCID5。RSV，37℃、5％C02恒温培养箱培养

4 d。当病毒对照CPE达25％～75％时，判断结果

(CPE<10％为“一”，CPE 25％为“+”，CPE 50％

为“++”，CPE 75％为“+++”，CPE>90％为
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“++++”)。

2．3．2对病毒感染的预防作用：HeP一2细胞2×

105／mL，每孔0．1 mL，长成单层时加入不同质量浓

度(31．24、15．62、7．81、3．91、1．95 g／L)的药物，于

37℃培养过夜，作用24 h，弃掉含药物的维持液，

用Hanks缓冲液洗涤2次，加入100 TCID。。病毒攻

击，37℃培养4 d。

2．3．3对病毒感染的治疗作用：细胞长成单层后用

100 TCID。。病毒攻击，37℃作用1 h，弃掉含病毒的

维持液，用Hanks缓冲液洗涤2次，加入不同质量

浓度的药物于37℃培养4 d。观察CPE产生情况。

2．3．4对病毒的直接杀伤作用：将15．62 g／L新雪

颗粒与病毒液等量混合；同时设对照(含2％小牛

血清DMEM与病毒液等量混合)，于37℃处理

12 h后，稀释成1×10_1～1×10-5不同浓度感染细

胞，37℃、5％CO。恒温培养箱培养4 d，观察CPE

产生情况。

2．3．5药物阻止病毒复制的动力学测定：用15．62

g／L新雪颗粒加等量含TCID。。10．5／mL RSV为实

验组，病毒对照组不加药物仅加等量维持液，每组均

放于37℃、5％CO。孵箱中培养，分别于24、48、72、

96 h后取出，稀释为1×10-1～1×10-8不同浓度，

每一浓度接种4孔，每孔0．1 mL分别接种于96孔

已长好的HeP一2细胞中。放于37℃、5％CO。孵箱

中培养，96 h后判断结果。以横坐标为不同感染持

续时间(h)和纵坐标为病毒滴度lgx(19x=n，咒个

滴度即TCID。。病毒含量为10”／mL)绘制病毒复制

曲线。

以上实验均设病毒对照组、药物组、细胞对照

组、病毒唑阳性药物对照组，实验重复2次。

3 结果

3．1 药物对细胞TC。。测定：新雪颗粒的TC；。为

21．25 g／L，病毒唑TC5。125．5 mg／L。在此质量浓

度以上时，细胞萎缩、空泡或脱落。

3．2药物对病毒所致CPE的抑制作用：在新雪颗

粒质量浓度为3．91 g／L时，能完全抑制病毒所致病

变。阳性药病毒唑0．25 mg／L时能完全抑制病毒所

致病变(表1)。

3．3对病毒感染的预防作用：药物对病毒感染的预

防作用研究表明，新雪颗粒与细胞作用24 h后，并

无明显的阻断病毒侵入细胞的作用(表1)。

3．4对病毒感染的治疗作用：病毒对照组在第4天

细胞全部出现CPE，而新雪颗粒质量浓度在15．62

g／L时能完全阻止病毒复制，新雪颗粒质量浓度为

7．81 g／L时，能阻止75％细胞出现CPE(结果

见表1)。

表1新■颗粒对RSV致HeP·2细胞病变的防治作用

TaMe 1 Preventive and therapeutic effecf of Xinxue

Granule on HeP-2 cytopathy induced by RSV

3．5对病毒的直接杀伤作用：结果表明，新雪颗粒

与RSV病毒混合液作用12后，使RSV的感染力

明显减弱，其病毒感染滴度为1．50，未加药物的病

毒对照组细胞全部出现CPE，其病毒感染滴度

为3．oo。

3．6 阻止病毒复制的动力学测定：RSV对照组于

72 h达高峰，TCID。。病毒滴度为107‘00／mL，此时实

验组已下降2．67个对数值(即TCID。。滴度为

104·33／mL)(见图1)。从图中可以看出RSV在加入

新雪颗粒后，病毒复制动力学明显改变，48 h后与

对照组比较下降2个对数值，说明药物有效地抑制

了病毒的增殖。

圈1新■颗粒对RSV复制的抑制作用

Fig．1 Inhibition of Xinxue Granule on RSV replication

4讨论

目前对RSV感染的治疗存在着诸多争议，但已

普遍认同在高危患儿中应用被动免疫药物RSV—

IGIV和palivizumab防治RSV感染或用病毒唑等，

疗效并不肯定[3“]，也无效果可靠的疫苗。所以开发研

制安全可靠的防治RSV感染的新药，仍是目前国际

上有待解决的重要课题之一。由于中药在国内防治病

毒性疾病中应用广泛，效果肯定，所以从中药中寻找

抗RSV药物不啻是一条行之有效的简便方法。
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新雪颗粒是著名的清热解毒中成药，由广州奇

星药业有限公司于20世纪70年代研制成功并生产

至今，现为国家中药保护品种，全国中医急诊必备中

成药，《国家基本医疗保险药品目录》乙类药品，2003

年还被国家选定为抗非典8个中成药之一。近年来

的进一步研究发现，它具有多方面药理活性，对感染

性疾病有明显的临床治疗效果。有文献报道，新雪颗

粒的组成药物穿心莲[5]、竹叶卷心口]、牛黄口]、栀

子[83等都有明确的抗病毒作用。为了更好地开发利

用传统名优中成药发挥中药抗生素的作用，本实验

对其进行了体外抗RSV的治疗、预防和中和实验

研究。结果表明新雪颗粒确有体外抑制、中和RSV

作用，其机制与直接杀伤病毒和保护细胞免受损害

有关，这为今后更广泛地应用本品防治上呼吸道急

性感染提供了药理依据。
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