
 中草药 2022 年 7 月 第 53 卷 第 14 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 July Vol. 53 No. 14 ·4399· 

   

 

椿乳凝胶抗低危型人乳头瘤病毒的作用研究 

吴梦瑶 1，彭冬冬 2, 3#，龚  云 1，彭  印 2, 3，张  鹏 1，张小冬 2, 3，唐小燕 2, 3，张妙红 2, 3，姜德建 2, 3* 

1. 株洲千金药业股份有限公司，湖南 株洲  412000 

2. 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室，湖南 长沙  410331 

3. 湖南普瑞玛药物研究中心有限公司，湖南 长沙  410331 

摘  要：目的  研究椿乳凝胶抗低危型人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）的作用。方法  建立低危型 HPV6、

HPV11 假病毒感染人胚肾 293FT 细胞模型，评价椿乳凝胶对 HPV 感染能力及对细胞周期的影响。将 HPV6、HPV11 假病毒

注入苯甲酸雌二醇预处理的雌性小鼠阴道内建立 HPV 感染动物模型，病毒感染 48 h 后检测病毒定植情况，将定植成功的小

鼠模型随机分为模型组、鬼臼毒素（1 mg/只）和椿乳凝胶低、中、高剂量（0.01、0.02、0.04 g/只）组，另设对照组，每组

16 只。每天阴道给予相应药物 1 次，连续 20 d，分别于给药第 10、20 天检测小鼠阴道外观、pH 值，末次给药后观察小鼠

阴道及宫颈组织病理形态学变化，以及 HPV6、HPV11 假病毒的病毒滴度，E6、E7 基因和蛋白表达，评价椿乳凝胶对低危

型 HPV 病毒的体内抑制作用。结果  体外实验结果显示，椿乳凝胶对 HPV6、HPV11 假病毒感染能力和所致细胞周期改变

具有一定抑制作用。体内实验结果显示，椿乳凝胶能降低 HPV6、HPV11 假病毒感染能力（P＜0.01），降低小鼠阴道 pH 值

（P＜0.01），减轻宫颈组织病变（P＜0.05、0.01），并且抑制 HPV6、HPV11 假病毒 E6、E7 基因和蛋白的表达（P＜0.05、

0.01）。结论  HPV6、HPV11 假病毒能较好地模拟低危型 HPV 病毒感染过程，而椿乳凝胶对低危型 HPV 病毒具有明显的抑

制作用，对低危型 HPV 病毒引起的感染有一定治疗作用。 
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Abstract: Objective  To study the effect of Chunru Gel (椿乳凝胶) against low risk human papillomavirus (HPV). Methods  Low-

risk HPV6 and HPV11 pseudovirus-infected human embryonic kidney 293FT cells model was established, and effect of Chunru Gel 

on HPV infection and cell cycle was evaluated. HPV6 and HPV11 pseudoviruses were injected into vagina of female mice pretreated 

with estradiol benzoate to establish HPV infected animal models. After virus infection 48 h, virus colonization was detected. The mice 

models were randomly divided into model group, podophyllotoxin (1 mg/animals) and low-, medium-and high-dose (0.01, 0.02, 0.04 

g/animal) Chunru Gel groups, and control group were set up, with 16 animals in each group. The corresponding drugs were 

administered vaginally once a day for 20 consecutive days. The appearance and pH value of the vagina and cervix of mice were detected 

on the 10th and 20th day of administration, respectively. After the last administration, the histopathological changes of the vagina and 

cervix of mice, as well as the viral titer of HPV6 and HPV11 pseudoviruses, and the expression of E6, E7 genes and proteins were 

observed to evaluate the in vivo inhibitory effect of Chunru Gel on low risk HPV virus. Results  The results of in vitro test showed 

that Chunru Gel had a certain inhibitory effect on infectivity of HPV6 and HPV11 pseudoviruses and cell cycle changes. The results  
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of in vivo experiments showed that Chunru Gel reduced the infection ability of HPV6 and HPV11 pseudovirus (P < 0.01), reduced the 

vaginal pH value of mice (P < 0.01), alleviated cervical tissue lesions (P < 0.05, 0.01), and inhibited HPV6, HPV11 pseudovirus E6, 

E7 gene and protein expressions (P < 0.05, 0.01. Conclusion  HPV6 and HPV11 pseudoviruses can better simulate the infection 

process of low-risk HPV virus, while Chunru Gel has obvious inhibitory effect on low-risk HPV virus, and has a certain therapeutic 

effect on infection caused by low-risk HPV virus. 

Key words: low-risk human papillomavirus; HPV6; HPV11; pseudoviruses; Chunru Gel 

 

人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）

是一种嗜上皮组织的无包膜双链环状 DNA 病毒，

目前已发现约 200 种不同 HPV 型别[1]。根据其致病

力的大小可以分为高危型 HPV 和低危型 HPV。高

危型 HPV 包括 HPV16、18、26、31、33、35、39

等，可以引起外生殖器癌、宫颈癌、高度外阴瘤变

和其他部位的恶性病变等。低危型 HPV 主要包括

HPV6、11、40、42、43、44 等，主要引起肛门-外

生殖器疣和皮肤疣等良性病变[2]。HPV 病毒的基因

组按功能可分为早期编码区（E 区）、晚期编码区（L

区）以及非编码区。早期编码区主要负责病毒 DNA

的复制、转录和翻译调控，其中 E6、E7 在高危型

HPV 导致癌症中发挥重要作用。晚期编码区参与病

毒衣壳蛋白的合成，包括主要衣壳蛋白 L1 和次要

衣壳蛋白 L2[3-4]。 

椿乳凝胶主要由椿皮、苦参、牡丹皮、乳香、

冰片等中药组方而成，为名老中医多年的经验方，

并且有 10 多年的医院制剂使用史。方中君药椿皮

清热祛湿、止带；苦参、丹皮清热燥湿、止痒为臣

药，以增强君药功效；乳香活血化瘀、生肌，冰片

散热消肿、止痒为佐药，以助主药祛瘀生肌。全方

具有清热燥湿、祛瘀生肌的功效，主要用于慢性宫

颈炎之宫颈糜烂及中医辨证属于湿热瘀阻者。 

HPV 病毒具有高度的宿主和组织特异性，只能

特异性感染人的黏膜、皮肤上皮细胞，并且依赖上

皮细胞的分化进行复制，因此目前尚无法对 HPV 病

毒进行有效的体外培养，同时也缺乏合适的天然动

物模型，通过构建 HPV 假病毒成为目前研究 HPV

简单有效的方法[5]。本研究通过多质粒共转染方法

构建了 HPV6、HPV11 假病毒，对该 HPV 假病毒的

感染能力进行了分析，并利用该假病毒成功建立了

HPV 感染小鼠阴道模型。通过研究椿乳凝胶对

HPV6、HPV11 假病毒感染的 293FT 细胞的形态和

增殖、细胞周期的影响，以及椿乳凝胶对 HPV6、

HPV11 假病毒感染小鼠的影响，综合评价椿乳凝胶

对低危型 HPV6、HPV11 的药效作用，为临床用药

提供参考依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF级雌性 BALB/c 小鼠 100 只，体质量 15.6～

18.8 g，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，实

验动物生产许可证号 SCXK（京）2019-0010。小鼠

饲养于湖南普瑞玛药物研究中心有限公司病原微生

物实验室，实验室备案编号长卫计实备字（2021）

第 B010 号，实验动物使用许可证号 SYXK（湘）

2020-0015。动物研究遵循湖南普瑞玛药物研究中心

有限公司动物伦理委员会的指导方针，伦理批准号

IACUC-2021（3）037。 

1.2  细胞 

人胚肾 293FT细胞购自上海中乔新舟生物科技

有限公司。 

1.3  仪器 

BCR-MI02-72-C11-PPSU 型小鼠独立通气笼盒

系统、BSC1300-Ⅱ-B2 型生物安全柜（山东新华医疗

器械股份有限公司）；ST8R 型台式高速大容量冷冻

离心机、实时荧光定量 PCR 仪、CO2 培养箱（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；流式细胞仪（BD 公

司）；Spectra Max i3x 型酶标仪（Molecular Devices

公司）；5200 Multi 型化学发光成像系统、双垂直电

泳仪、转印电泳仪（Tanon 公司）；倒置荧光显微镜

（德国 Leica 公司）；AniView100 型多模式动物活体

成像系统（广州博鹭腾生物科技有限公司）。 

1.4  药品与试剂 

椿乳凝胶（批号 20191205）由株洲千金药业股

份有限公司提供；报告质粒 pcDNA3.1-EGFP-HPV6-

E6/E7、pcDNA3.1-EGFP-HPV11-E6/E7 送至通用生

物（安徽）系统有限公司合成；表达质粒 pCMV-

HPV6-L1-flag-L2-6*His、pCMV-HPV11-L1-flag-L2-

6*His 送至武汉中迈盈科生物科技有限公司合成；

DMEM 培养基（批号 AF29584966）购自 HyClone

公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，批号M009-

6）购自 Sciencell 公司；Lipo-fectamine 2000（批号

2117484）、细胞周期检测试剂盒（批号 2117484）购

自 Invitrogen 公司；Opti-MEM™（批号 31985070）、
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High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（批号

4368814）、PowerUP SYBR Green Master Mix（批号

A25742）、Prestained Protein Ladder（批号 26617）

购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；CellTiter-

Glo 发光法细胞活力检测试剂盒（批号 C0065M）、

RIPA 裂解液（强）（批号 P0013B）、SDS-PAGE 凝

胶快速配制试剂盒（批号 P0012AC）、ECL 化学发

光试剂盒（批号 P0018A）购自碧云天生物试剂公

司；DH5α 感受态细胞（批号 CB101）、无内毒素质

粒大提试剂盒（批号 DP117）购自天根生化科技（北

京）有限公司；RNA 提取试剂盒（批号 RC101）购

自 Vazyme；β-actin 引物（批号 H309KA9183）购自

生工生物工程（上海）股份有限公司；PVDF 膜（批

号 IPVH00010）购自 Merck Millipore；HRP 标记的

山羊抗兔 IgG 抗体（批号 AS014）、HRP 标记的山

羊抗小鼠 IgG 抗体（批号 AS003）、β-actin 抗体（批

号 AC026）购自 Abclonal 公司；HPV6 E7 抗体（批

号 LS-C144095）购自 LSBio 公司；HPV11 E7 抗体

（批号 ab100967）购自英国 Abcam 公司；鬼臼毒素

（批号 M0521B）购自苏州美仑生物科技有限公司；

苯甲酸雌二醇注射液（批号 20190312）购自四川金

科药业有限责任公司。 

2  方法 

2.1  HPV6、HPV11 假病毒构建 

2.1.1  质粒常规转化与大量提取  从−80 ℃冰箱

取出 4 管 DH5α 感受态细胞置冰上，分别向 4 管感

受态细胞悬液中加入 0.5～1.0 μL 预冷的目的质粒，

加入预热的 200 μL LB 液体培养基，混匀后于

37 ℃、200 r/min 摇床振荡 1 h。吸取细胞加到含相

应抗生素的 LB 固体培养基上，37 ℃培养 12～15 h。

挑取平板上单个菌落接种（或直接取对应合成质粒

的菌液 100～200 μL）至 2 mL 含相应抗生素的 LB

液体培养基中培养，用无内毒素质粒大提试剂盒提

取质粒，Nanodrop 测定质粒纯度与浓度，于−20 ℃

保存备用。 

2.1.2  结构基因表达质粒与报告质粒共转染至

293FT 细胞  转染前 1 d，按 1×106/mL 的密度将

293FT 细胞铺于 6 孔板中，37 ℃培养过夜，待细胞

长至密度约为 70%时即可进行转染实验，利用 Lipo-

fectamine 2000 将结构基因表达质粒分别与报告质

粒共转染至 293FT 细胞，同时设置分别转染单个报

告质粒为阴性对照组。①转染前 0.5 h 把培养孔板

中的DMEM 完全培养基换成无血清的DMEM培养

基，对细胞进行饥饿处理，且用量减半；②首先将

转染试剂 Lipofectamine 2000、对照组质粒和实验组

质粒（ pcDNA3.1-EGFP-HPV6/11-E6/E7： pCMV-

HPV6-L1-flag-L2-6*His＝1∶1，2 种质粒均取 1.25 

μg）分别用 Opti-MEM 培养基进行稀释，放置 5 min；

③将 Lipofectamine 2000 分别与对照组质粒和实验

组质粒混合，漩涡混匀，放置 20 min；④将转染混合

液加入已换成无血清培养基的培养板中，48～72 h 后

收获假病毒，进行病毒滴度测定。 

2.1.3  病毒滴度测定   将 293FT 细胞按 1.5×

104/mL 的密度铺于 96 孔板中，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养过夜。将 HPV6/11 假病毒用 DMEM

培养基分别进行 0.1、0.01、1×10−3、1×10−4、1×

10−5 倍稀释，取各梯度病毒稀释液 100 μL 加入

293FT 细胞中，每个稀释梯度 8 个复孔，将 96 孔板

放入 37 ℃培养箱孵育 72 h 后，置于倒置荧光显微

镜下观察，出现 1 个以上病变细胞定为阳性孔。用

Reed-Muench 方法计算细胞培养半数感染量（half of 

tissue culture infective dose，TCID50），即病毒感染一

半细胞时的病毒稀释度。 

2.2  椿乳凝胶体外实验 

2.2.1  椿乳凝胶对 293FT 细胞形态及增殖的影响  

将 293FT 细胞按 1.5×104/mL 的密度铺于 96 孔板

中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养过夜。待细

胞长成单层细胞后，用 PBS 溶液洗涤细胞 2～3 次，

将椿乳凝胶（40 mg/mL）用含 10% FBS 的 DMEM

培养基分别稀释 6 个质量浓度（1000、500、250、

125、62.5、31.25 μg/mL）；鬼臼毒素设置 6 个浓度

（100、50、25、12.5、6.25、3.125 µmoL/L），取每组

药物 100 μL 加入 96 孔板中，同时设置溶媒对照组，

每组设 3 个复孔，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中

培养，分别于 24、48、72 h 后于倒置荧光显微镜下

观察细胞形态，采用 CellTiter-Glo 发光法测定 72 h

后的细胞活性，并计算椿乳凝胶和鬼臼毒素的半数

抑制浓度（half inhibitory concentration，IC50）及 TC0

（IC20），共重复 3 次。 

2.2.2  椿乳凝胶对 HPV6、HPV11 假病毒感染力的

影响  将 293FT 细胞按 1.5×104/mL 的密度铺于 96

孔板中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 24 h。用

培养基将椿乳凝胶（125 μg/mL）和鬼臼毒素（3.12 

µmoL/L）进行多浓度稀释。待细胞长满约 80%时弃

培养液加入 100 倍 TCID50 病毒液，100 μL/孔，再

加入 100 μL/孔的椿乳凝胶（125 μg/mL）和鬼臼毒



·4402· 中草药 2022 年 7 月 第 53 卷 第 14 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 July Vol. 53 No. 14 

   

素（3.12 µmoL/L），同时设置溶媒对照组（单纯加

入 DMEM 培养基），每组 8 个复孔，置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中孵育 24～72 h 后。共重复 3 次，

于倒置荧光显微镜下观察并记录实验组与对照组的

细胞病变情况。 

2.2.3  椿乳凝胶对 293FT 细胞周期的影响   将

293FT 细胞按 1.5×106/孔的密度铺于 6 孔板中，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养过夜，待细胞长至

80%左右时，用 PBS 溶液洗涤细胞 2～3 次，加入

100 倍 TCID50 病毒液，100 μL/孔。在 100 μL/孔培

养基中分别加入低、中、高质量浓度（32.3、64.6、

129.2 μg/mL）的椿乳凝胶和鬼臼毒素（ 3.12 

µmoL/L），同时设置病毒对照组和溶媒对照组。将细

胞培养板置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中孵育 48 h

后，1000 r/min 离心 3 min 收集细胞；加入 10 μL 碘

化丙啶（PI）至终质量浓度为 20 μg/mL（用 190 μL 

1×Binding Buffer 稀释），4 ℃避光染色 30 min，离

心；加入 200 μL 1×Binding Buffer 清洗，离心；加

入 200 μL PBS 溶液重悬细胞，用流式细胞仪进行细

胞周期数据的收集和分析（单次流式细胞仪检测，

1 份样品细胞数量约 106）。 

2.2.4  椿乳凝胶对 293FT 细胞凋亡的影响   将

293FT 细胞按 1.5×106/孔的密度铺于 6 孔板中，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养过夜，待细胞长至

80%左右时，用 PBS 溶液洗涤细胞 2～3 次，加入

制备得到的 100 倍 TCID50 的 HPV6 和 HPV11 假病

毒液，100 μL/孔。继续培养 2 h 后更换为低、中、

高质量浓度（32.3、64.6、129.2 μg/mL）的椿乳凝胶

和鬼臼毒素（3.12 µmoL/L），100 μL/孔，同时设置

病毒对照组和溶媒对照组。将细胞培养板置于

37 ℃、5% CO2的培养箱中孵育 48 h 后，1000 r/min

离心 3 min 收集细胞，用 PBS 轻轻吹打洗涤细胞 2

次，用 200 μL 1×Binding Buffer 重悬细胞，再用 195 

μL 细胞悬液中加入 Annexin V-FITC，室温混合孵育

10 min；加入 200 μL 1×Binding Buffer 洗涤细胞，

再用 190 μL 1×Binding Buffer 重悬细胞，加入 PI 室

温孵育 10 min 后，加入 200 μL 1×Binding Buffer 清

洗细胞；加入 200 μL PBS 溶液重悬细胞，进行流式

细胞仪检测，共重复 3 次。 

2.3  椿乳凝胶对 HPV6、HPV11 假病毒感染

BALB/c 小鼠模型的影响 

2.3.1  造模、分组与给药  取雌性 BALB/c 小鼠 100

只，每只动物 sc 0.1 μg 苯甲酸雌二醇，1 次/d，连

续 3 d，第 3 天下午取 25 μL HPV 假病毒与 15 μL 

4%羧甲基纤维素（CMC）的混合物灌入小鼠阴道内

进行感染，另取 16 只对照组小鼠灌入 40 μL 的 4% 

CMC 进行处理；假病毒感染 48 h 之后，乙醚轻微

麻醉小鼠，利用多模式动物活体成像系统检测小鼠

阴道内荧光的表达情况。选取造模成功的 BALB/c

小鼠 80 只，按体质量随机分为模型组、鬼臼毒素组

（1 mg/只）和椿乳凝胶低、中、高剂量（0.01、0.02、

0.04 g/只）组，每组 16 只。采用称量好的阴道装药

器经阴道推注相应的药物，1 次/d，连续 20 d。 

2.3.2  pH 值检测  分别于给药后 10、20 d 采用无

菌棉签进行阴道分泌物的取样。取材部位为小鼠的

宫颈口或宫颈后穹窿，分泌物使用一次性无菌阴道

拭子采集，圆周滚动 3 次，采用 0.1 级精密 pH 试纸

检测阴道分泌物的 pH 值。 

2.3.3  组织病理检查  末次给药后各组选取 8 只动

物颈椎脱臼处死，解剖取阴道、子宫组织进行苏木

素-伊红（HE）染色观察小鼠阴道、子宫及子宫颈组

织形态学变化。评分标准[6-7]：上皮细胞正常，且未

见炎症细胞浸润，计为 0 分；上皮细胞坏死，计为

1 分；上皮细胞坏死及增生，计为 2 分；上皮细胞

坏死及增生，且炎症细胞浸润，计为 3 分。 

2.3.4  宫颈组织病毒滴度检测  取一定量的组织

匀浆，离心取上清液，在 96 孔板中接种 293T 细胞，

第 2 天用完全培养基按（1～1×10−9）10 个梯度稀

释病毒液，每孔加入 100 μL 稀释后的病毒液，每个

梯度设置 3 个重复孔；48 h 后观察细胞中绿色荧光

蛋白（green fluorescent protein，GFP）的表达，若

1×10−8 梯度孔中分别有 2、3、4 个细胞 GFP，则取

平均值，此病毒滴度为 3×108 TU/mL。采用血凝抑

制试验检测宫颈悬液的血凝抑制滴度（以完全抑制

红细胞凝集的最大稀释倍数为血凝抑制滴度），以

log2（最大稀释倍数），反映宫颈中病毒效价。 

2.3.5  HPV6 E6/E7、HPV11 E6/E7 mRNA 检测  取

各组宫颈组织，提取总 RNA，逆转录为 cDNA，进

行 PCR 反应，根据 Genbank 里的基因数据，使用

Primer Premier 6 和 Oligo 7 软件设计引物序列。内参

为 β-actin。设定对照基因表达量为 100，以目的基

因占对照基因相对百分含量代表目的基因表达量。

引物序列：HPV6 E6 上游引物 5’-TGTTTCAGGA- 

CCCACAGGAG-3’，下游引物 5’-TCACGTCGCAG- 

TAACTGTTG-3’；HPV6 E7 上游引物 5’-CAGCTC- 

AGAGGAGGAGGATG-3’，下游引物 5’-AACCGA- 
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AGCGTAGAGTCACA；HPV11 E6 上游引物 5’-

CACTATAGAGGCCAGTGCCA-3’，下游引物 5’-

CTTGTGTTTCTCTGC GTC GT；HPV11 E7 上游引

物 5’-CGAACCACAACGTCACACAA-3’，下游引物

5’-AGAAACAGCTGCTGGAATGC-3’。 

2.3.6  HPV6、HPV11 E7 蛋白表达  留取样本用

BCA 法测定蛋白浓度，制备分离胶、浓缩胶，上样，

电泳。将电泳后凝胶上的蛋白转移至聚偏二氟乙烯

膜，ECL 显色曝光。目的蛋白相对表达量为目的蛋

白条带灰度值与 β-actin 条带灰度值比值。 

2.3.7  统计学方法  用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析，结果用 x s 表示，多组间比较采用方差分析。 

3  结果 

3.1  椿乳凝胶体外实验 

3.1.1  HPV6、11 假病毒滴度测定  HPV6/11 假病

毒滴度测定结果见表 1。根据公式 lgTCID50＝lg（高

于 50%的死亡百分数的稀释度）＋（距离比例×lg

稀释倍数）可知，TCID50终点稀释比例为1∶630.95，

即测定 HPV6/11 假病毒中，每 0.1 mL 接种量含有

630 个 TCID50 单位。因此，把 HPV6/11 假病毒原液

用 DMEM 培养基按照 1∶6.3 倍稀释即可得 100 

TCID50。 

3.1.2  椿乳凝胶对 293FT 细胞形态及增殖的影响  

如表2所示，椿乳凝胶对293FT细胞的 IC50为333.80 

μg/mL，TC0 为 129.20 μg/mL，鬼臼毒素在 100～3.12 

μmol/L 浓度对 293FT 细胞的毒性差异不大，实验浓

度范围内未检测到鬼臼毒素对 293FT细胞的 IC50和

TC0。加入椿乳凝胶溶液（1000～31.25 μg/mL）处理

24～72 h 后对 293FT 细胞形态的影响见图 1，对照 

表 1  HPV6/11 假病毒的滴度测定出现 CPE 孔的统计 

( x s , n = 8) 

Table 1  Statistics of CPE wells in titer determination of 

HPV6/11 pseudovirus ( x s , n = 8) 

病毒稀释度 出现 CPE 孔数 无 CPE 孔数 
累计出现 CPE 孔

占比/% 

1×10−1 8 0 100.0 

1×10−2 8 0 100.0 

1×10−3 3 5 37.5 

1×10−4 2 6 25.0 

1×10−5 0 8 0 

表 2  椿乳凝胶和鬼臼毒素对 293FT 细胞的毒性结果 

( x s , n = 3) 

Table 2  Toxicity results of Chunru Gel and podophyllotoxin 

on 293FT cells ( x s , n = 3) 

药物 
质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
抑制率/% 

IC50/ 

(μg·mL−1) 

TC0/ 

(μg·mL−1) 

椿乳凝胶 1000.00 66.53±0.83 309.09 129.14 

500.00 53.34±0.74 

250.00 48.95±0.25 

125.00 19.01±0.66 

62.50 8.88±0.95 

31.25 1.96±0.30 

鬼臼毒素 100.00 66.04±0.85 / / 

50.00 63.18±0.67   

25.00 63.21±1.34   

12.50 61.45±0.91   

6.25 59.64±0.87   

3.12 61.92±1.85    

 
图 1  椿乳凝胶对 293FT 细胞形态的影响 

Fig. 1  Effect of Chunru Gel on morphology of 293FT cells

对照              椿乳凝胶 1000 μg·mL−1       椿乳凝胶 500 μg·mL−1      椿乳凝胶 62.5 μg·mL−1 
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组细胞形态呈圆形，棱角分明。与对照组比较，椿

乳凝胶干预组中细胞形态出现明显变化，以细胞脱

落，皱缩为主，提示药物干预后细胞增殖受到一定

的抑制作用。 

3.1.3  椿乳凝胶对 HPV6、HPV11 假病毒感染力的

影响  如图 2 所示，与溶媒对照组比较，病毒感染

48 h 后，病毒对照组细胞出现明显的增殖速度减慢，

细胞碎片增多、细胞间的间隙增大等病变现象。与

病毒对照组比较，椿乳凝胶干预后细胞病变程度明

显减少，表明其有一定抑菌病毒增殖的能力；至培

养 72 h 后，椿乳凝胶抑制病毒的效果呈现降低的趋

势，病毒对照组与椿乳凝胶干预组出现细胞病变的

差异性不大，鬼臼毒素在 72 h 表现出一定抑制病毒

增殖的能力。提示随着时间的延长椿乳凝胶抗病毒

的能力慢慢减弱，需连续给药增强药效。综上所述，

椿乳凝胶对HPV6/HPV11病毒的感染有一定的抑制

作用。 

3.1.4  椿乳凝胶对 293FT 细胞周期的影响  PI 单

染流式细胞仪分析 293FT细胞周期中各期细胞的变

化，结果见图 3。HPV6/HPV11 感染 48 h 后，细胞

中 G0/G1 期细胞比例显著低于溶媒对照组，S 期细

胞比例高于溶媒对照组，G2/M 细胞比例与溶媒对照

组相比无显著差异。椿乳凝胶低、中、高剂量组

G0/G1 期细胞比例显著高于 HPV6/HPV11 组，S 期

细胞比例低于 HPV6/HPV11 组，G2/M 细胞比例低

于 HPV6/HPV11 组。椿乳凝胶组 G0/G1 期细胞比例

低于溶媒对照组，与鬼臼毒素组相比 G0/G1 期细胞

比例无显著差异。 

3.1.5  椿乳凝胶对 293FT 细胞凋亡的影响  如图 4

所示，经 Annexin V-FITC 染色后利用流式细胞仪检

测细胞凋亡情况，经假病毒处理的病毒对照组

293FT 细胞凋亡率明显低于溶媒对照组，提示 HPV

假病毒能抑制细胞凋亡。经鬼臼毒素和低、中、高

剂量椿乳凝胶处理后的 293FT细胞凋亡率明显高于

病毒对照，并且椿乳凝胶具有剂量相关性。 

3.2  椿乳凝胶体内实验 

3.2.1  一般观察结果（定植检查）  造模后 48 h 通

过动物活体成像系统对 HPV 定植进行检查，如图 5

所示，模型组荧光强度高，且造模后 22 d 模型组荧

光强度仍然较高，提示 HPV 在阴道体内定植良好，

维持时间较长。一般临床观察显示给药后各组动物

一般情况（自主活动、摄食摄水等）均未见异常，

 

图 2  椿乳凝胶对假病毒感染 293FT 细胞的影响 

Fig. 2  Effect of Chunru Gel on pseudovirus infection of 293FT cells

 

图 3  PI 单染流式细胞仪分析 293FT 细胞周期 

Fig. 3  PI single staining flow cytometry analysis of 293FT cell cycle
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图 4  椿乳凝胶对 293FT 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of Chunru Gel on apoptosis of 293FT cells ( x s , n = 3) 

 

图 5  模型组 HPV 定植检查 

Fig. 5  HPV colonization examination in model group 

且阴道外观无明显分泌物和红肿。 

3.2.2  对阴道 pH 的影响  如表 3 所示，与对照组

比较，给药第 10、20 天模型组阴道 pH 值明显升高

（P＜0.01）；与模型组比较，给药第 10 天鬼臼毒素

组和椿乳凝胶低、高剂量组阴道 pH 值均明显降低

（P＜0.05、0.01），给药第 20 天各给药组阴道 pH 值

均明显降低（P＜0.01）。 

3.2.3  对宫颈组织病毒滴度的影响  如表 4 所示，

与对照组比较，模型组宫颈组织病毒滴度明显升高

（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组宫颈组织病毒

滴度均明显降低（P＜0.01）。 

3.2.4  组织病理学镜下观察  如图 6 所示，对照组

仅个别动物阴道及宫颈组织镜下可见黏膜上皮细胞

坏死，并伴有少量炎症细胞浸润；模型组宫颈及阴 

表 3  椿乳凝胶对阴道 pH 值的影响 ( x s , n = 8) 

Table 3  Effect of Chunru Gel on vaginal pH ( x s , n = 8) 

组别 剂量/(g·只−1) 
pH 值 

第 10 天 第 20 天 

对照 － 6.3±0.2 6.4±0.2 

模型 － 6.9±0.5## 7.0±0.5## 

鬼臼毒素 0.001 6.5±0.2* 6.5±0.1** 

椿乳凝胶 0.01 6.4±0.3** 6.2±0.3** 

 0.02 6.5±0.2 6.4±0.2** 

 0.04 6.4±0.2* 6.3±0.2** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，

下表同 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, 

same as below tables 

表 4  椿乳凝胶对宫颈组织病毒滴度的影响 ( x s , n = 8) 

Table 4  Effect of Chunru Gel on cervical tissue virus titer 

( x s , n = 8) 

组别 剂量/(g·只−1) log2 末次给药病毒滴度 

对照 － 0.0±0.0 

模型 － 4.4±0.7## 

鬼臼毒素 0.001 2.6±0.7** 

椿乳凝胶 0.01 3.1±0.4** 

 0.02 2.1±0.4** 

 0.04 1.6±0.5** 

道上皮细胞坏死，部分动物出现上皮细胞增生，上

皮层及黏膜固有层炎症细胞浸润；各给药组阴道及

宫颈组织镜下均可见黏膜上皮细胞变性坏死，伴有

少量炎性细胞浸润。小鼠造模后经阴道给予不同剂

量的椿乳凝胶，阴道组织病变程度变化不明显，宫

颈组织病变有不同程度的减轻。连续给药 20 d 后，

各组动物子宫组织镜下观察未见上皮细胞增生、坏

死及炎症细胞浸润。

溶媒对照              病毒对照             鬼臼毒素 

椿乳凝胶 32.3 μg·mL−1  椿乳凝胶 64.6 μg·mL−1  椿乳凝胶 129.2 μg·mL−1 
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图 6  各组小鼠阴道、宫颈组织病理切片 (HE, ×100) 

Fig. 6  Histopathological sections of vagina and cervix in mice (HE, × 100)

3.2.5  组织病理学评分  如表 5 所示，与对照组比

较，模型组宫颈组织病变评分明显升高（P＜0.01），

阴道组织病变评分有增加趋势，但无统计学差异；

与模型组比较，鬼臼毒素组和椿乳凝胶中、高剂量

组宫颈组织病变评分均明显降低（P＜0.05、0.01）。

各给药组阴道组织病变评分与模型组比较，均无统

计学差异。 

3.2.6  对 HPV6、HPV11 的 E7 蛋白表达的影响  如

图 7 所示，与对照组比较，模型组 HPV6、HPV11

的 E7 蛋白表达水平均明显增加（P＜0.01）；与模型

组比较，鬼臼毒素组 HPV6、HPV11 的 E7 蛋白表

达水平明显降低（P＜0.01），椿乳凝胶各剂量组

HPV11 的 E7 蛋白表达水平均明显降低（P＜0.05、 

表 5  椿乳凝胶对组织病变评分的影响 ( x s , n = 8) 

Table 5  Effect of Chunru Gel on histopathological score 

( x s , n = 8) 

组别 剂量/(g·只−1) 阴道组织病变评分 宫颈组织病变评分 

对照 － 0.4±0.7 0.1±0.4 

模型 － 0.9±1.0 1.9±0.4## 

鬼臼毒素 0.001 1.0±0.5 1.0±0.9* 

椿乳凝胶 0.01 1.1±0.8 1.4±0.7 

 0.02 0.8±0.7 0.9±0.6** 

 0.04 1.3±0.7 1.3±0.7* 

 

 
与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 7  椿乳凝胶对小鼠宫颈组织 HPV6、HPV11 E7 蛋白表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Effect of Chunru Gel on HPV6 and HPV11 E7 protein expressions in cervical tissue of mice ( x s , n = 6)
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0.01），椿乳凝胶中、高剂量组 HPV6 的 E7 蛋白表

达水平均明显降低（P＜0.05、0.01）。 

3.2.7  对 HPV6、HPV11 E6/E7 mRNA 表达的影响  

如图 8 所示，对照组小鼠宫颈组织中未检测到

HPV6/HPV11 E6/E7 mRNA 表达；模型组小鼠宫颈

组织 HPV6/HPV11 E6/E7 mRNA 表达水平均明显升

高（P＜0.01）；与模型组比较，鬼臼毒素组 HPV6 

E6/E7、HPV11 E7 mRNA 均明显降低（P＜0.05、

0.01），椿乳凝胶低剂量组 HPV6 E7、HPV11 E7 

mRNA 均明显降低（P＜0.05），椿乳凝胶中、高剂

量组 HPV6 E6/E7、HPV11 E7 mRNA 均明显降低

（P＜0.05、0.01）。

 

图 8  椿乳凝胶对小鼠宫颈组织 HPV6、HPV11 E6/E7 mRNA 表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 8  Effect of Chunru Ningjiao on HPV6 and HPV11 E6/E7 mRNA expressions in cervical tissue of mice ( x s , n = 6)

4  讨论 

尖锐湿疣（condyloma acuminatum，CA）也叫

生殖器疣、性病疣，是一种由 HPV 病毒感染引起的

性传播疾病，主要引起生殖器、肛门部位增生性损

害[8]。据报道，全球每 10 万人中就有近 200 人感染

CA。美国每年用于 CA 的直接医疗费用约 1.77 亿美

元，而在发展中国家，CA 造成的影响更加严重[9-11]。

CA 传染性强，并且有一定潜伏期，导致发病率逐年

升高[12]。目前 CA 治疗手段多局限于去除疣体及

HPV 感染组织，非针对 HPV 的病原学治疗，因此

该病容易复发[13]。研究表明，90%以上的 CA 都与

HPV6 和 HPV11 2 种基因型有关[14-15]。 

HPV 是乳多空病毒科乳头瘤空泡病毒 A 属的

病毒，只特异性感染人的上皮细胞，依靠上皮细胞

的分化途径来完成其生命周期。HPV 可能通过上皮

表面的微磨损感染上皮基底层的细胞，利用伴随伤

口愈合的基底细胞的横向延伸进入细胞[16]。HPV 感

染上皮细胞后，癌蛋白 E6、E7 可以通过各种机制

逃避宿主的免疫系统监测，并且将自身基因整合进

人基因组，使得病毒免于被免疫系统清除。E6 和 E7

还能共同促进细胞增殖、延长细胞周期进程并防止

细胞凋亡，使得病毒大量复制。衣壳蛋白 L1 和 L2

在上皮的最表层表达，并且进行病毒组装，最后，

新的感染性病毒颗粒从上皮表面脱落[17-18]。 

尽管目前对于 HPV 已经有广泛研究，然而对于

低危型 HPV 的可用数据仍然有限。有研究显示在

中国西南地区，HPV6 是第 2 流行的 HPV 类型，同

时也是最流行的低危型 HPV[19]。因此本研究以最常

见的 5 种低危型 HPV 类型 HPV6、HPV11 为研究

对象，评价椿乳凝胶在体内外对于低危型 HPV 的

抑制作用。 

由于 HPV 真病毒的复制具有严格的宿主特异

性和细胞分化依赖性，因此目前并没有成功建立

HPV 体外培养体系，也缺乏合适的动物感染模型，

构建假病毒成为目前 HPV 研究快速有效的方法。

研究发现，将 HPV 结构蛋白 L1、L2 基因进行密码

子优化后，可以极大提高其在细胞中蛋白的表达，

而这 2 种蛋白能够自我组装成病毒样颗粒（virus-

like particles，VLP），其可以将外源性报告质粒包裹

进病毒颗粒内，形成与天然病毒结构相似的假病毒，

具有单次感染细胞的能力，通过检测报告质粒的表

达可以间接反映病毒的感染情况[20-21]。 

椿乳凝胶为株洲千金药业股份有限公司自主开

发并独家生产的中药制剂，由椿皮、苦参、牡丹皮、

乳香、冰片 5 味中药组方而成，具有清热燥湿、祛

瘀生肌的功效，主要用于慢性宫颈炎之宫颈糜烂及

中医辨证属于湿热瘀阻者。根据其功能主治的特点，

本实验对椿乳凝胶体内及体外抗低危型 HPV 病毒

的药效学作用展开了研究。本研究成功建立了

HPV6、HPV11 假病毒感染 293FT 细胞的体外模型，
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发现假病毒能使细胞产生病变，影响细胞周期变化，

并且抑制细胞凋亡。椿乳凝胶干预可以显著降低假

病毒细胞感染能力，恢复细胞正常周期，促进细胞

凋亡。同时本研究利用 HPV6、HPV11 假病毒建立

了雌性小鼠生殖器感染体内模型，病毒感染上皮细

胞后其包裹的报告基因可以立即表达，通过小动物

体内可见光成像系统检测 GFP 荧光表达可以反映

假病毒在上皮细胞中的感染情况。研究结果显示，

HPV6、HPV11 假病毒成功感染小鼠，宫颈组织中

病毒滴度显著升高，并且 HPV6、HPV11 的 E7 蛋

白和 E6、E7 基因表达水平明显升高。同时宫颈组

织上皮细胞出现增生和坏死，伴有明显炎性浸润，

阴道 pH 值明显升高，研究显示正常阴道的酸性环

境可以维持阴道微环境稳态，抵御 HPV 感染[22]。椿

乳凝胶给药后，可以有效降低假病毒感染小鼠宫颈

组织中的病毒滴度，抑制 HPV6、HPV11 的 E7 蛋

白和其 E6、E7 基因的表达，保护宫颈上皮细胞。 

综上所述，通过体内体外实验证明椿乳凝胶可

以明显抑制低危型 HPV 复制，减轻低危型 HPV 感

染引起的组织病变。 
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