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板蓝根体外抗单纯疱疹病毒I型作用

方建国1，汤 杰1，杨占秋2，胡 娅1，刘云海1，王文清1

(1．华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部，湖北武汉430030；

2．武汉大学医学院病毒学研究所，湖北武汉430071)

摘 要：目的探讨板蓝根5个化学部位体外抗单纯疱疹病毒I型(HSV—I)的活性及作用机制。方法利用

Hep一2细胞体外培养系统，通过观察细胞病变效应(CPE)、噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞活性，测定板蓝根不同

化学部位抑制HSV—I对Hep一2细胞感染的作用；以治疗指数(TI)为评价指标，比较各部位抗病毒活性强弱。结

果板蓝根各部位均有抑制HSV—I生物合成作用，其中IV部位活性最强，TI为8．2；Ⅱ部位对HSV—I有直接灭活

作用；各部位均不能阻止HSV—I侵入细胞。结论 板蓝根在体外主要通过抑制生物合成而发挥抗HSV—I作用。
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单纯疱疹病毒(herpes simplex virus，HSV)

是人类病毒感染性疾病中最常见的病毒，人群中

HSV感染非常普遍，经统计感染率在90％以上[1]。

其中，单纯疱疹病毒I型(HSV—I)引起的单纯疱疹

病毒性角膜炎(HSK)是一种主要的致盲性角膜

病[2]。板蓝根系十字花科植物菘蓝Isatis indigotica

Fort．的干燥根，具有清热解毒、凉血利咽之功效，

是公认的有较好抗病毒效果的中药之一。临床运用

板蓝根治疗单纯疱疹病毒性角膜炎取得了良好的效

果[3]。为进一步证实板蓝根抗HSV—I的作用，明确

其抗病毒作用机制，本研究利用Hep一2细胞体外培

养系统，对其不同化学部位进行体外抗HSV—I的

实验。

1材料

1．1药材及其化学部位的制备：板蓝根采自安徽毫

州，经华中科技大学同济医学院附属同济医院

药学部方建国教授鉴定为十字花科植物菘蓝j．

indigotica Fort．的干燥根。药材粉碎成粗粉，以

95％乙醇渗漉提取，渗漉液合并浓缩得到板蓝根乙

醇总提取物(下简称总提取物)。拌以硅藻土采用系

统溶剂分离法，依次以石油醚、氯仿、醋酸乙酯、正丁

醇、水加热回流提取，回收溶剂得到5个不同极性的

化学部位浸膏(按原生药量计，得率分别为2．0％、

2．2％、0．6％、1．5％、2．1％，编以代码简称板蓝根

I～V，各部位分别含腺苷0．004％、0．010％、

0．005％、0．042％、0．025％)。各部位按中药注射剂

工艺配液、灌封、灭菌，制备供试品液。

1．2病毒：以HSV—I F株，作为标准株，武汉大学

医学院病毒学研究所提供。在Hep一2细胞上测定

HSV—I病毒半数组织细胞感染剂量TCID。。，实验

用感染量为100 TCID。。。

1．3细胞：人喉癌上皮细胞(Hep一2细胞)，武汉大

学临床病毒学研究所提供。培养用MEM培养基+

10％小牛血清，常规加入青霉素(100 U／mL)、链

霉素(100 pg／mL)。

1．4试剂：噻唑蓝(MTT，Fluka Biochemika公

司)，二甲基亚砜(DMSO，上海菲达有限公司)。

1．5仪器：IF一1型紫外透射反射分析仪(上海长明

光学电子仪器厂)，CO。培养箱(美国Forma公司)，

SIK一202型净化工作台(安徽蚌埠净化设备厂)。
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2方法

2．1 药物细胞毒性测定：将细胞悬液稀释成8×

104／mL，接种96孑L细胞培养板中，每孔200弘L，置

37℃、5％CO：、100％相对湿度的培养箱中培养24

h后，分别在各孔中加入总提取物和I～V部位供

试品液，药物质量浓度为2、4、8、16、32、64、128 rag／

mL，相同条件下继续培养33 h。观察细胞病变

(CPE)情况，并以MTT法检测细胞存活率。每一

药物浓度重复4孑L，另设正常细胞对照。

2．2药物对HSV—I的直接灭活作用：将不同质量

浓度供试品液与100 TCID。。／o．1 mL的HSV—I等

体积混合，37℃作用90 min后，以此病毒药物混合

液感染Hep一2细胞。37℃、5％CO。吸附90 min，洗

涤，加细胞维持液置37℃、5％CO。培养。每日观察

CPE，72 h后以MTT法检测病毒抑制率。采用治疗

指数(treatment index，TI)作为评价指标来衡量

药物对病毒的抑制效力。每一药物浓度重复4孔，

同时设置正常细胞对照、药物对照及病毒对照。

2．3药物对HSV—I侵入细胞的阻断作用：用药物

预先处理细胞90 min，洗涤后以100 TCID。。／o．1

mL的HSV—I攻击，37℃、5％C0。吸附90 min后

洗涤，同2．2项方法培养与检查。

2．4药物对HSV—I生物合成的抑制作用：以100

TCID50／o．1 mL HSV—I感染细胞，吸附90 min后

洗涤，加入不同浓度供试液，同2．2项培养与检查。

2．5细胞存活率测定：采用改进的MTT法“]，吸

出培养液，每孔加入MTT(5 mg／mL)100肛L继续

培养2 h，每孔加DMSO 100肛L，振荡混匀后立即

在570 am波长下测定吸光度A值。

细胞存活率=(药物组平均A值／细胞对照组平均A

值)×100％

病毒抑制率一(实验组平均A值～病毒对照组平均A

值)／(药物组平均A值一病毒对照组平均A值)×100％

治疗指数(TI)一半数毒性浓度(TC。。)／半数抑制浓度

(IC50)

3 结果

3．1 药物对细胞的毒性作用：供试品液对Hep一2

细胞的毒性作用表现为细胞增殖缓慢、颗粒较多、折

光性强、形态改变、部分细胞破碎脱落。由于细胞代

谢活性降低或死亡，MTT法检测到的活细胞数减

少，故A值下降。结果表明，总提取物毒性较大，

TC。。值为3．6 mg／mL，I～V部位TC。。值分别为：

15．2、23．9、>128、17．2和38．2 mg／mL。

3．2药物对HSV—I的直接杀伤作用：HSV—I感

染所致的Hep一2细胞CPE特征为细胞肿胀、变圆、

细胞间融合、脱落、碎裂。总提取物及I、11I～V各

部位不同浓度组均出现典型的HSV—I感染所致

CPE，且病毒抑制率与病毒对照组差异无显著性，说

明以上各部位不能直接灭活HSV—I。Ⅱ部位在

2～8 mg／mL，随着药物浓度增加，HSV—I所致的

CPE程度降低，病毒抑制率与药物浓度呈正相关，

说明该部位具有直接灭活HSV—I的作用。其对

HSV—I的IC。o为4．9 mg／mL，TI为2．2。

3．3药物阻止HSV—I侵入细胞的作用；各部位不

同浓度组均出现典型的CPE，且病毒抑制率与病毒

对照组差异无显著性，说明板蓝根各部位对病毒侵

入细胞均无阻断作用。

3．4药物对HSV—I生物合成的抑制作用：实验结

果表明，板蓝根各部位均能明显抑制HSV—I生物

合成，这表现在：随着各部位药物浓度的增加，细胞

肿胀、变圆、脱落、碎裂等典型CPE特征逐渐减弱，

病毒抑制率(细胞存活率)明显升高。根据各部位

抑制HSV—I生物合成的TI值不同，将它们归为3

类：(1)高效：TI>6，即Ⅳ部位；(2)有效：3<TI<6，

即总提取物、I、11I、V部位；(3)低效：TI<3，即Ⅱ

部位。结果见表1。

表1板蓝根不同化学部位对HSV—I生物合成的抑制作用

Table 1 Inhibitory effects of different chemical fractions of Radix lsatidis on biosynthesis of HSV-I

*一表示此项未做

*--undetected
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4讨论

HSV—I的基因为双链DNA，易与宿主DNA

发生整合。病毒严格寄生在细胞内，使得药物杀伤病

毒的同时对机体细胞也有损害。现有的抗疱疹病毒

化学药物因为毒性太大或耐药性的产生，其临床难

以取得令人满意的效果。传统中药的多靶点作用机

制、较少不良反应、无耐药性等优点表现出诱人的应

用前景，筛选高效低毒的抗病毒中药是当前抗病毒

研究热点之一。对清热解毒类中药的现代研究发现

其中不少中药具有抗病毒作用，除杀灭病原微生物

外，还具有多种免疫学活性，能非特异性增强免疫系

统功能，改善机体状况，增强对各种感染的抵抗力。

如果能够明确这类药物的抗疯毒作用，其意义是不

言而喻的。

板蓝根是清热解毒类中药的典型代表，应用于

临床多年，其传统清热解毒功效已得到认同，尤其是

对于病毒感染性疾病的治疗。国内外学者对板蓝根

进行了大量的研究，但是板蓝根中究竟何种成分起

主导作用，是作用于单一靶点还是作用于不同部位

协同表现其抗病毒作用尚无定论。本实验初步研究

了板蓝根的抗病毒的活性成分及作用机制，结果显

示，板蓝根不同化学部位的抗病毒作用强度有较大

差异，但其相关活性物质并未集于某一个单一的化

学部位，表明板蓝根是通过多种有效成分，多环节、

多途径地发挥协同作用而表现出抗病毒功效。抑制

HSV—I的生物合成是板蓝根抗病毒的主要作用途

径，其中Ⅱ部位尚能直接杀灭病毒。HSV—I是有包

膜的病毒，最外层的包膜由脂质和糖蛋白组成，其中

任何一种成分改变，即可使包膜变性，从而灭活病

毒，故推测Ⅱ部位中的某些化学成分能使病毒包膜

变性以灭活病毒。本研究结论将指导笔者进一步提

取分离板蓝根中与抗病毒功效相符的活性物质，并

为深入探讨其作用机制提供科学依据。
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蟾蜍灵对白血病U937细胞生长抑制和凋亡诱导作用
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蟾蜍灵是蟾蜍毒素的主要成分之一，蟾蜍毒素

具有强心、麻醉、解毒、止痛、开窍、醒神等药理作用，

已被广泛应用于临床。近年来发现，含有蟾蜍毒素的

中药制剂在体外能抑制多种肿瘤细胞生长，诱导白

血病细胞的分化。临床观察提示，含有蟾蜍毒素的中

药制剂对肝癌、肺癌、胃癌、食管癌、白血病等具有明

显的抑制作用。Numazawa[1]研究表明，蟾蜍毒素的

各种成分以剂量依赖的方式抑制K562细胞生长。

在所有的蟾蜍毒素中，蟾蜍灵是诱导白血病细胞分

化最有效的成分，蟾蜍灵在较低浓度(1×10_8～

1×10_9 tool／L)能够在较宽的范围内(有较宽的白

血病细胞谱)引起人白血病细胞分化[2’3]。在较高的

浓度(≥1×10-7 mol／L)诱导人白血病细胞凋

亡[4]。本实验以蟾蜍灵单体作用U937细胞株，研究

其抑制自血病细胞生长和诱导凋亡作用。

1材料与方法

1．1药品、试剂和仪器：蟾蜍灵由天津药物研究院

制备，纯度大于99．5％，用无水乙醇配制成母液，用

D—Hanks液稀释，乙醇控制在体积分数小于0．1％

(预试验表明该体积分数的乙醇对细胞没有影响)。
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