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壮药依肝达含药血清对2215细胞分泌HBsAg和HBeAg的影响

梁帛，邓家刚，韦松基。

(广西中医学院，广西南宁530021)

乙型肝炎是由乙肝病毒(HBV)引起的，以肝

脏炎性病变为主的一种传染性疾病。尽管已有干扰

素及核苷类等各种抗HBV药物，但其疗效均不理

想。目前，中药抗HBV已成为国内外的研究热点。

壮药依肝达是通过长期的民间临床观察而拟定的治

疗急慢性乙型肝炎和肝硬化的验方，主要由壮族民

间草药饭汤子、田基黄、三姐妹等组成，具有清热解

毒、利湿退黄和促进肝功能恢复之功效，临床疗效显

著。本实验以2215细胞株为研究对象，采用中药血

清药理学方法，研究依肝达的体外抗HBV作用。

1材料

1．1 动物：昆明种小鼠，雌雄各半，体质量(18～

22)g，动物使用许可证：SYKG桂2003--2005，由

广西医科大学实验动物中心提供。

1．2细胞：2215细胞株，广西中医学院新药开发中

心惠赠。

1．3 药品与试剂：依肝达，由广西中医学院壮医药

学院壮药教研室提取制备(取组方药材饭汤子、田基

黄、三姐妹以3：5：3的比例按常规水提法提取)；

阿德福韦酯片(ADF)：天津药物研究院药业有限公

司产品，批号20070804；MEM培养基：美国Gibco

公司；胎牛血清：美国Gibco公司；HBsAg和

HBeAg酶联免疫检测试剂盒：北京万泰有限公司，

批号20080302。

1．4 主要仪器与设备：CO：孵箱(美国Thermo

Forma公司)；自动酶标仪(美国Bio—Rad公司)；培

养瓶(美国Promega公司产品)；96孔板(美国

Corning公司)。

2方法

2．1依肝达含药血清的制备：18～20 g小鼠，随机

分为3组，每组3只。对照组：等量的蒸馏水；阳性组

(ADF)：20 mg／kg；依肝达组：40 g／kg。各组动物在

同样条件下饲养，均以每日2次，早晚各1次空腹ig

给药，连续给药3 d。于末次给药(禁食不禁水)后

1 h，摘眼球取血，分离血清，经56℃30 min灭活处

理，培养液分别稀释至40％、20％，再经0．22弘m微

孔滤膜滤过除菌后，置一20 C冰箱保存备用。

2．2 EI。ISA法定量检测HBsAg和HBeAg：将

2215细胞用含lo％胎牛血清的MEM培养液置于

37 7C、5％CO。环境中的孵养箱中培养，每天在倒置

显微镜下观察其生长情况，2～3 d换培养液1次，

约7～10 d长满培养瓶。在长满2215细胞的培养瓶

中，用0．25％胰酶消化液进行消化成为单个细胞

悬液，取少量消化后的细胞置于细胞计数板进行计

数。调其浓度为含1×105／mL细胞，接种于96孔

板，每孑L加i00 pL，于37 C、5％CO。培养箱培养。

在接种2215细胞24 h后加40％、20％含药血清

(终末体积分数为20％、10％)，每种体积分数设3

孔，于第4天换含相同体积分数的含药血清，维持

8 d，于第8天时收集培养液，同时采用酶联免疫吸

附实验(ELISA)法测定HBsAg、HBeAg。结果以

抑制率表示。

抑制率=过竖塑磊震葛菪鬈严×·00％
2．3统计学处理：采用SPSS 13．0统计软件分析

数据，组间比较采用方差分析，各均数两两比较。

3结果

实验结果表明，依肝达含药血清(20％、10％)

明显降低2215细胞分泌的HBsAg、HBeAg抗原水

平(P<0．01)，与阳性组无明显差别，结果见表1。
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裹1依肝达含药血清对2215细胞分泌、HBsAg

和HBeAg的抑制作用(；士$，露一3)

Table 1 Inhibition of Yiganda drug—containing

serum on 2215 cells secretion of HBsAg

and HBeAg(；士s，开一3)

组别体譬别
HBsAg HBeAg

A值 抑制率／，6 A值 抑制率／％

与对照组比较#一尸<O．01

。。P<O．01 w control group

4讨论

2215细胞模型是Sells．等[1]在1987年将克隆

的2个头尾相连的HBV DNA全基因及抗G418质

粒直接导入受体细胞一人肝癌细胞株HepG2细胞

构建而成。该细胞不仅支持HBV DNA的复制，且

支持Dane样颗粒的包装与分泌瞳]。目前，该细胞模

型已被国内外学者公认且广泛用于抗HBV药物筛

选和评价等研究，现已成为申报抗HBV新药必须

进行的体外实验模型[3。。中药血清药理学方法是近

年来兴起的一种适合中药特点的更科学的中药药理

学实验方法。它可防止中药粗制剂本身的理化性质

对实验的干扰，还能反映中药在胃肠道消化吸收、再

经生物转化、最后产生药理效应的真实过程，并代表

了药物在体内产生作用的真正有效成分，尤其是适

合中药及中药复方化学成分复杂的特点，为中药及

其复方的药理学研究开辟了新纪元[4]。本实验采用

2215细胞模型和中药趣清药理学方法，采用

ELISA法检测依肝达含药血清在作用2215细胞

72 h后上清液中HBsAg和HBeAg的量。实验结果

表明依肝达有一定的抑制2215细胞分泌HBsAg、

HBeAg的作用，提示其抗病毒作用是通过抑制

HBV的复制而产生疗效的。
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大黄素对照品溶液8、10、12 mL，制备供试品溶液，

按上述方法测定，计算回收率，结果本方法加样回收

平均回收率为96．8％，RSD为0．90％(咒=6)。

2．9样品测定：取3批样品，每批2份，依法制备供

试品溶液，按上述色谱条件进样，每份平行测定2

次，采用外标二点法计算大黄素的质量分数，结果见

表1。

3讨论

《中国药典》记载首乌藤具有养血安神、祛风通

络的功效，用于失眠多梦、血虚身痛、风湿痹痛，为养

血安神分散片处方中主要养心安神药，是反映制剂

功能主治的重要组成部分。而大黄素是首乌藤中主

表I 养血安神分散片中大黄素的测定结果(一一2)

Table 1 Determination of emodin in Yangxue

Anshen Dispersible Tablets(一=2)

批号 大黄索／(腭·片一’，

29．5

29．9

30．O

要成分，因此选用大黄素作为指标成分以控制养血

安神分散片的质量。

实验结果显示，HPI。C法测定养血安神分散片

中大黄素的方法简便、准确、重现性好，可为本品的

质量控制提供依据。
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