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摘要：目的 在体外研究川楝子提取物抗单纯疱疹病毒 ’ 型 &EFG % ’ *的作用。方法 以 G=H2 细胞为宿主细

胞，阿昔洛韦为阳性对照药物，通过观察细胞病变效应 & IJ+*与空斑减数实验测定川楝子提取物抗 EFG % ’ 活

性，计算其 KI)# 与治疗指数，并从药物对病毒的直接灭活作用、对病毒吸附的影响及对病毒穿膜的影响三个方

面初探川楝子提取物抗 EFG % ’ 活性的机理。结果 川楝子提取物能明显抑制 EFG % ’ 的致病变作用，其 KI)#

为 ’(5 "@ !8 L ,M，NK 值为 ’(。研究显示，川楝子提取物在体外对 EFG % ’ 直接灭活的效果明显，而对 EFG % ’
吸附与穿入细胞的抑制作用较差。结论 川楝子提取物在体外有明显的抗 EFG % ’ 感染作用，且主要是通过直

接灭活 EFG % ’ 而发挥作用。
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单纯疱疹病毒 ’ 型 &EFG % ’ *属于疱疹病毒 " 亚

科，是最早发现的人类疱疹病毒，也是所有人类病毒

性疾病中最常见的病毒。它引起人类的主要疾病有龈

口炎、唇疱疹、角膜结膜炎、脑炎等炎症性疾病 e ’ f，

因在感染急性期出现水痘性皮疹或水疱而得名。目

前，临床使用的抗 EFG % ’ 药物主要为核苷类似物，

如阿昔洛韦、更昔洛韦等。由于这些药物都是病毒

]TQ 聚合酶底物的类似物，在用药过程中会产生耐

药性，副反应较大 e " f，因此，寻找新的、高效低毒的

抗 EFG % ’ 的药物仍为当务之急。

川楝子 & !"#$%#& %’’&()*+) * 为楝科楝属川楝的果

实，具有祛湿热、清肝火、止痛、杀虫等功效。文献

报道川楝子具有消炎、镇痛、抗菌、抗氧化、抗生

育 e A f等多种作用，对带状疱疹也具有抑制作用 e D f。有
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关川楝子提取物的抗单纯疱疹病毒实验尚未见报道，

本文对川楝子提取物抗单纯疱疹病毒的药效进行了实

验研究，并对其抗病毒活性机理进行了初步的探讨，

现报道如下。

! 材料与方法

!" ! 病 毒 、 细 胞 及 其 培 养 单 纯 疱 疹 病 毒 ; 型

@AB= C ; D E 株，由武汉大学病毒研究所提供；=-#(
细胞，购于美国 F"++ 公司，由本室保存。细胞生长

液：/GHG 培养基 @A73*()- 产品 D，加 ;: I 胎牛血清

@杭州四季青生产 D，常规加 ;:: J K 6L 青霉素，;::
J K 6L 链霉素。细胞维持液：除血清浓度降为 9 I 之

外，其余同细胞生长液。

!" # 药品与试剂 阿昔洛韦 @F+=D注射用灭菌粉末，

购于湖北科益药业股份有限公司，批号：:!;;:9；

川楝子乙酸乙酯提取物，编号为 5;M C H;，由中科

院昆明植物研究所提供，用 /GBN 溶解，药液浓度

为 O:: 61 K 6L， C 9: P 保存，临用时以细胞维持液

稀释成所需的药液浓度；G""，广州市博理生物科技

有限公司，批号：:MQR；/GBN，美国 "H/SF 公司产

品，批号：T:M:RU。

!" $ 仪器 超净工作台 @ 苏州净化设备公司，A-$*
VAE(#3- AE.$W- C ;9::HX D；+N9 培 养 箱 @ 日 本 B$)7(
公司 D；相差显微镜 @德国 L$&3$ 公司 D；OO: 型酶标仪

@美国 Y&( C 2$% 公司 D。
!" % 病毒滴度的测定 将 AB= C ; 病毒液，以 ;: 倍

递次稀释成 ;: C ; Z ;: C Q，常规方法感染单层 =-#( 细

胞，每个稀释度设 ! 孔，同时设不加病毒液的正常细

胞做对照，RM P 、O I +N9 的培养箱中继续培养。

每日观察细胞的病变程度 @ +5H D 并做记录，待 +5H
稳定 @ R Z U % D 后判定结果，计算 V O X 病毒的半数感染

量 @ "+S/O: D。 +5H 记 录 方 法 ： “ C ” 为 无 细 胞 病

变；“ [ ”为 ; I Z 9O I 的细胞出现病变；“#”

为9T I Z O: I 的细胞出现病变；“$”为 O; I Z
MO I 的细胞出现病变；“%”为 MT I Z ;:: I 的细

胞出现病变。

!" & ’!( ) *! 的细胞 毒性 测定 在 QT 孔 板上 培养

=-#( 细胞，长满成单层后弃去生长液，换用含 5;M C
H; 的维持液继续培养。药液浓度分别为 O::，9O:，

;9O，T9> O，R;> 9O，;O> TR !1 K 6L，每个稀释度均重

复 R 孔，同时设正常细胞对照组，RM P、O I+N9 培

养箱中培养，每天观察细胞的变化，U! , 后用改良

G"" 法检测各孔细胞的存活率。改良 G"" 法操作步

骤如下 V O X：每孔加 G""@O 61 K 6LD ;: !L，RM P 继续

培 养 U ,；轻 吸弃 各孔 内上 清 液， 每孔 加 入 /GBN
;:: !L，振荡混匀 ;: 6&)，使结晶充分溶解；测定

OM: )6 波长处吸光度 @N/ 值 D。细胞存活率 @I D \ 药

物组 N/ 值 K 正常细胞组 N/ 值 ] ;:: I 。用直线回

归法算出药物对细胞的半数中毒浓度 @ "+O: D。
!" + 药物抗病毒的药效学实验

!" +" ! +5H 观察实验 将不同浓度的 5;M C H; 药液

和病毒稀释液 @ ;:: "+S/O: D等体积混合后直接加到单

层 =-#( 细胞上，置于 RM P、O I +N9 细胞培养箱培

养 U! ,，光镜下观察细胞病变效应 @ +5HD。
!" +" # 空斑减数实验 在 9U 孔板上培养 =-#( 细胞，

长满成单层后弃去生长液，分别将不同浓度的 5;M C
H; 药液和病毒稀释液各 O: !L 混合后加入细胞中，

每个浓度设 R 个复孔，设病毒对照组和正常细胞对照

组 ，RM P 、O I +N9 培 养 9 ,，弃 上 清液 ， 加 入含

:> O I 羧甲基纤维素细胞维持液 @覆盖液 D ; 6L，观察

M9 , 后，;: I 甲醛固定 R: 6&)，; I 结晶紫染色R:
6&)，清水漂洗、晾干，参照 ?&’’$VT X 的方法空斑计

数，计算空斑抑制率。空斑抑制率 @I D \ @病毒对照

组空斑数 C 药物处理组空斑数 D K 病毒对照组空斑数

] ;:: I 。通过线性回归法，以不同药物浓度的对数

值为横坐标，相应的空斑抑制率为纵坐标，得出直线

回归方程，根据该方程计算出药物对病毒的半数抑制

浓度 @ O: I &),&^&’&)1 3()3-)’#$’&()，S+O: D。
!" +" $ 抗 病 毒 效 果 的 评 价 通 过 比 较 5;M C H; 与

F+= 的 "+O:，S+O:，"S@ 治疗指数，"S \ "+O: K S+O: D 来

评价它们的抗病毒效果。

!" ( 药物抗病毒作用机理实验

!" (" ! 药物直接灭活病毒实验 将不同浓度的 5;M C
H; 药液与病毒稀释液等体积混合，RM P放置 ;> O ,。

病毒对照组以等同条件处理。然后将各药物与病毒混

合液加入单层 =-#( 细胞中，每个浓度设 R 个复孔，

设病毒对照组和正常细胞对照组，RM P、O I+N9 培

养 9 ,。其余步骤同 ;> T> 9 项的空斑减数实验。

!" (" # 病毒吸附抑制实验 V M X 将已长成单层 =-#( 细

胞的 9U 孔培养板置于 U P预冷 ; ,，同时加入不同浓

度的 5;M C H; 药液与病毒稀释液 U P孵育 R ,。每个

浓度设 R 个复孔，设病毒对照组和正常细胞对照组。

其余步骤同 ;> T> 9 项的空斑减数实验。

!" (" $ 病毒穿入抑制实验 V ! X 将已长成单层 =-#( 细

胞的 9U 孔培养板置于 U P预冷 ; ,，加入病毒稀释液

后 U P 孵育 R ,。然后加入不同浓度的 5;M C H; 药

液，RM P、O I +N9 培养 ;: 6&)。每个浓度设 R 个复

孔，设病毒对照组和正常细胞对照组。药物作用 ;: 6&)
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后，加入 "# $ %& ’ 的磷酸盐缓冲液 ()*+,处理 - ./0，

灭活未穿入的病毒，最后加入 "# $ -- 的 )*+ 中和后

吸弃。其余步骤同 -& 1& 2 项的空斑减数实验。

!" # 统计学处理 细胞毒性实验与空斑减数实验的数

据以“ ! " #”表示，组间比较采用 $ 检验。

$ 结果

$" ! 病 毒 滴 度 按 3445 6 78409: 法 计 算 病 毒 的

;<=>?’ 为 -’ 6 1& @， 即 接 种 滴 度 为 -’ 6 1& @ 的 病 毒 每 孔

’& -.A，可使 ?’ B 细胞发生明显病变。实验用病毒

浓度为 -’’ ;<=>?’。

$" $ %!& ’ (! 的细胞毒性测定 在细胞毒性的实验

中，-2? !C D .A 及以下浓度实验组的 E4FG 细胞形态与

正常细胞对照组无明显差别，当浓度达到 2?’ !C D .A
时，实验组的细胞有明显的变圆缩小、死亡脱落等细

胞形态改变。经噻唑蓝染色后，测得各药物浓度的细

胞存活率，见表 -，用直线回归法算出 )-H 6 I- 对

E4FG 细胞的 ;<?’ 为 %2J& 1? !C D .A。参考本实验室的

前期实验结果 K ! L，M<E 的 ;<?’ 为 1?1 !C D .A。

表 ! )-H 6 I- 对 E4FG 细胞毒性的影响 ( ! " #， % $ % ,

注：与正常细胞对照组比较，!!& N ’& ’-。

$" ) 药物抗病毒的药效学实验 通过 <)I 观察实验

结果可以看出，随着药物浓度的增大，药物抑制细胞

<)I 的程度增强。当用药浓度为 -?& 1 !C D .A 时，

)-H 6 I- 显示有较好的抗 #+E 6 - 活性，见表 2。

空斑减数实验中，病毒对照组的平均空斑数为

2’& % 个，不同浓度的 )-H 6 I- 作用下的平均空斑数

和空斑抑制率见表 %，通过回归方程计算得 )-H 6 I-
的 =<?’ 分别为 -@& 21 !C D .A。比较 <)I 法与空斑减

数实验两种药效检测方法，可见 )-H 6 I- 在两种方

法中，抗病毒效果趋近一致，且抗病毒活性呈剂量依

赖性增加。参考本实验室的前期实验结果 K ! L，M<E 的

=<?’ 为 ’& !H !C D .A。

$" * 抗病毒效果的评价 )-H 6 I- 与 M<E 的 ;<?’、

=<?’、;= 值如表 J 所示。实验结果显示 )-H 6 I- 的安

全范围不及 M<E 的宽，但仍有良好的安全性。

表 " )-H 6 I- 抑制 #+E 6 - 的致细胞病变作用

注：<)I 等级：- B O 2? B 为“ P ”；21 B O ?’ B 为“#”；

?- B O H? B 为“$”；H1 B O -’’ B 为“%”。

表 # )-H 6 I- 抑制 #+E 6 - 的平均

空斑个数和空斑抑制率 ( ! " #， % $ % ,

注：与病毒对照组比较，! & N ’& ’?，!!& N ’& ’-。

表 $ )-H 6 I- 抗 #+E 6 - 活性结果

$" + 药物抗病毒作用机理实验 空斑减数结果见表

?，在直接灭活实验中，低浓度的药物即对 #+E 6 -
有抑制作用，其 =<?’ 为 H& 2@ !C D .A。而在病毒吸附

与病毒穿入实验中，药物浓度需在 @?& ?2 !C D .A 与

%!& J! !C D .A 才 能 有 效 抑 制 #+E 6 - 感 染 E4FG 细

胞，显示川楝子提取物在体外具有很强的直接灭活

#+E 6 - 的作用。

) 讨论

#+E 6 - 的基因组为双链 >QM，易与宿主 >QM
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的

热点之一。

川楝子为楝科植物川楝的果实，广泛分布于四

川、湖北、贵州、河南等地。川楝子中主要有效成分

为川楝素，此外，还含有挥发油、黄酮及多糖等多种

化学成分 K -’ L。近年来研究表明川楝子具有消炎、镇
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本刊入选中医药类“双核心” ?中文核心、科技核心 @期刊

《中药新药与临床药理》杂志入选《中文核心期刊要目总览》:""A 年版 ?第五版 @之中国医学类的核心

期刊。本次核心期刊的评价涉及期刊 !: B"" 种，参加评审的学科专家达 C C"" 多位。经过 D 个评价指标的定

量筛选和专家定性评审，从我国正在出版的中文期刊中评选出 !DA" 余种核心期刊。

本刊继续入选 :""A 年《中国科技期刊引证报告 @ ?核心版 @。经过中国精品科技期刊遴选指标系综合评价，

本刊也被评选为 :""A 年度中国精品科技期刊。

?本刊编辑部 @

注：与病毒对照组比较，! ! E "= "C，!!! E "= "!。

直接灭活 吸附抑制 穿入抑制

表 ! 6!F G H! 抑制 IJ< G ! 的平均空斑个数和空斑抑制率 ? " # $， % K L @

组 别

6!F G H! 组

病毒对照组

剂量 M !2·7N G !

!:C= "

O:= C

L!= L

!C= O

F= A

G

平均空斑个数 M 个

"= " P "= ""!!

"= " P "= ""!!

"= L P "= C"!!

C= L P "= CA!!

!B= F P != CL!!

:D= F P B= "B

空斑抑制率 M Q

!""= " P "= ""

!""= " P "= ""

DD= : P != OD

A:= " P != DC

C"= O P C= !C

G

平均空斑个数 M 个

F= L P := C:!!

!O= F P L= :!

!D= " P != FL

::= " P F= DB

:L= F P != CL

:L= L P L= "O

空斑抑制率 M Q

OA= O P !"= FD

:A= O P !L= FA

!A= O P F= B:

C= F P LB= ":

G != B P O= CC

G

平均空斑个数 M 个

B= L P := "A!!

!"= F P "= CA!!

!L= L P := "A!

!F= F P L= "O
:"= F P != CL
:B= " P L= BO

空斑抑制率 M Q

A!= D P A= OF

CC= O P := B!

BB= B P A= OF

:O= B P !:= FL

!L= D P O= LO

G

痛、抗菌、抗氧化、抗生育等多种作用，但作为一种

抗病毒药研究较少，研究表明，以川楝子为主药治疗

带状疱疹及其发生前后引起的诸般疼痛，收到了良好

的疗效 R B S。

本 研 究 结 果 显 示 ， 川 楝 子 提 取 物 能 明 显 抑 制

IJ< G ! 所致 ,6H 的 产生 ，半 数抑 制浓 度为 !A= :O
!2 M 7N，浓度为 O:= C!2 M 7N 时能完全抑制 IJ< G !
所致 ,6H 的产生，证实了川楝子在体外具有很强的

抑制 IJ< G ! 的作用。而其抗 IJ< G ! 的治疗指数达

!A，表示其具有一定的安全性。通过初步的作用机理

研究，发现川楝子提取物对抑制 IJ< G ! 吸附与穿入

细胞的效果较差，但其对 IJ< G ! 直接灭活作用强。

IJ< G ! 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 6!F G H! 中的某些化学

成分能使病毒包膜变性以灭活病毒，但是其直接灭活

病毒的具体作用机制及其有效成分尚待进一步的实验

研究。
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