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了鸡红细胞免疫后的小鼠的特异性体液免疫。血溶素实验结果 

表明：AR(20，40，80 mg／kg)对鸡红细胞诱导的小鼠血清溶血素 

生成具有促进作用，提示能够促进小鼠的特异性体液免疫功能。 

体外实验也证明AR(160，320，640 I,zg／m1)对 B淋巴细胞据有明 

显的增殖作用。巨噬细胞具有强大的吞噬能力是细胞免疫应答 

中不可缺少的一部分 ，参与免疫应答 的反馈和调节作用，能非特 

异性的吞噬多种抗原 ，从而提高机体的免疫力 ，实验中可见 AR 

显著提高小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能，表明该药对机体非特异 

性免疫功能具有一定的增强作用。 

本实验结果表明，AR对小鼠的细胞免疫与体液免疫均有促 

进作用。能够增强吞噬细胞的吞噬功能，这一作用对解释 AR的 

多种药理作用有重要意义。但其调节免疫的作用机制还有待机 
一 步的探讨。 
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摘要：目的 从19种南药提取物中筛选具有抗单纯疱疹病毒I型活性的成分。方法 采用细胞病变效应法(Cytopathogen． 

ic effect，CPE)测定不同提取物的细胞毒性及抗 HSV—I活性。结果 从 19种南药提取物中找到了5种含有抗单纯疱疹病 

毒I型的活性成分。结论 对这5种提取物及其相关化合物的进一步研究，有希望开发出抗单纯疱疹病毒I型的新药。 
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Abstract：Objective To screen the active extracts of anti—herpes simplex virus type I activity from nineteen southern Chinese 

herbs．M ethods The method of Cytopathogenic effect assay was adopted to measure cytotoxicity and anti-HSV一1 activity of differ- 

ent extracts．Resets Five active extracts of anti-herpes simplex virus type I activity were found in the nineteen southern Chinese 

herbs．Conclusion The five extracts and related compounds should be studied furtherly． 
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南药是指长江以南，南岭以北地区，包括云南、湖南、广东、福 

建、台湾等省区的全部或大部分地区所产的地道药材。本文选取 

了四川老鹰茶、山樱桃、余甘子 、顶杯衣、金丝刷 、白雪茶、石耳和 

金丝带8种植物的19种提取物，以单纯疱疹病毒 I型感染 Vero 

细胞为模型研究这 l9种南药提取物体外抑制单纯疱疹病毒I型 

导致细胞病变作用。 

1 材料与仪器 

1．1 试剂与仪器 DMEM培养基(GIBCOBRL公司)，除菌过滤后 

用碳酸氢钠调 pH至 7．0—7．2；新生牛血清，杭州 四季青，经 
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56℃，30 min灭活补体，除菌分装；维持液为含 2％ 小牛血清的 

DMEM培养基；96孔培养板(美国CORNING公司)；无环鸟苷 

(ACV)购于湖北科益药业股份有限公司；CO：培养箱 (日本 

Sanyo公司)；超净工作台(苏州净化设备公司)；相差显微镜(德 

国 Laiea公司)。 

1．2 病毒和细胞株’单纯疱疹病毒I型毒株来源于美国ATCC(F 

株 VR733)，Vero细胞购于美国 ATCC(CCL81)，由本室保存。 

Vero细胞用含10％胎牛血清的DMEM培养基连续传代3次保持 

对数生长期供实验用。 

1．3 南药样品 19种南药提取物由中国科学院昆明植物研究所 

提供。植物样品(100 g)一粉碎一醋酸乙酯提取一甲醇提取一 

热水提取一依次得到醋酸乙酯提取物、甲醇提取物和水提物⋯。 

醋酸乙酯提取物、甲醇提取物由DMSO溶解为 100 g／Ixl贮存液 

待用。 

2 方法 

2．1 病毒滴度测量 将活化好的毒株作 10倍系列稀释，10～一 

10一，常规方法感染致密单层 Vero细胞，设 8个复孔，同时设正 

常细胞对照，37℃，5％CO 培养3 d，观察细胞病变效应(CPE)情 
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况，CPE程度可分为从“+” 

Muench 方法计算 TCID5o。 

～ “ + + + + ”
，按 Reed 昂： ，故筛选有效的抗病毒中药是当前抗病毒研究热点之一。 

2．2 细胞毒性测定 将消化后的 Vero细胞加入 96 

孔板中，每孔 1．5×10 个细胞。待细胞长成致密单 

层后，弃去生长液，用维持液将提取物倍比稀释成 8 

令浓度，起始浓度为 500 ml，每个浓度 100 l，设 

4个复孔 ，同时设立正常细胞对照组，置于 37％，5％ 

CO，培养箱培养48 h，每天观察细胞的变化，计算药 

物的最大无毒浓度TC 。 

2．3 药物抗病毒的药效学实验(CPE法)Vero细 

胞在 96孑L板培养至单层 ，弃生长液 ，用维持液分别 

将样品稀释成8个系列浓度(从样品的最大无毒浓 

度开始)，每孔加入含样品维持液和病毒稀释液各 

5O l，每个浓度设 4个复孔 ，同时设病毒对照组和 

正常细胞对照组，置 5％CO，孵箱中 37℃培养 36～ 

48 h，其间置倒置显微镜下观察细胞病变的情况。 

待病毒对照组的细胞病变达到75％以上而正常细 

胞对照组正常时，观察并记录各孔的 CPE。CPE的 

记录方法为：无细胞病变为“一”；1％ 一25％细胞出 

现病变为“+”；26％ ～50％细胞病变为“++”；51 

％ ～75％细胞病变为“+++”；76％ ～100％的细 

胞病变为“++++” 。 

3 结果 

3．1 病毒滴度 按 Reed—Muench法计算病毒的 

TCID 为 10 ，即接种滴度为 10。 的病毒每孑L0．1 

ml，可使 50％细胞发生明显病变。实验用病毒浓度 

为 100 TCID50。 

3．2 细胞毒性测定 倒置显微镜下观察细胞形态， 

以细胞无死亡，无病变的最高药物稀释浓度为对 

Vero细胞的最大无毒浓度 Tc。，各样品的 Tc。见表 

1。 

3．3 药物抗病毒的药效学实验(CPE观察法)倒 

置显微镜下观察，Vero细胞被 HSV—I病毒感染后， 

呈现典型的细胞皱缩、变圆、碎裂 、脱落等细胞病变 

现象 ，多数样品在最大无毒浓度范围内对 HSV—I所 

导致的细胞病变没有明显的抑制作用 ，有 7种提取 

物具有抑制 HSV—I病毒导致细胞病变的作用。具体 

作用见表2。 

4 讨论 

单纯疱疹I型病毒是广泛存在于人体的一种病 

毒，发展中国家 90％以上的人血清 HSV—I抗体阳 

性 ，HSV—I还具有复制周期短，致细胞病变作用强 ， 

在细胞培养中容易扩散，在神经节中常形成潜伏感 

染等特点。HSV．I主要感染 口、眼、唇的皮肤和黏 

膜以及中枢神经系统，可造成口唇疱疹、脑炎、角膜 

结膜炎等疾病。目前临床常用的治疗药物主要是无 

环鸟苷(ACV)类药物，这些药物的共同特点是抗病 

毒谱窄 ，易产生交叉耐药性 ，毒副作用大且价格高 
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表 1 南药提取物对 Vero细胞毒性结果 

表2 部分南药提取物抑制 HSV一1病毒所致细胞病变作用结果 

SML—P23．E2 ． ． 一 一 

SML．P25．E2 + + ++ + +++ + ++ ++ 

SML—P28．E1 ． 一 一 一 

SML．P29．E1 一 一 ． ． 

SML—P29一E2 ． 一 + + 

“
． ”表示未测 

本文在本室已有的抗病毒研究的基础上，对 5种植物来源的提取物进行 

了抗单纯疱疹病毒 1型的筛选，结果显示这5种提取物分别来源于四川老鹰 

茶叶子、山樱桃树皮与小枝叶、余甘子根部，全部为醋酸乙酯提取物和甲醇提 

取物 ，没有一种提取物的水提物检测出抗病毒效果。实验结果表明醋酸乙酯 

提取和甲醇提取的方法明显优于水提取法。 

已有文献报道余甘子具有良好的抗乙肝病毒的作用 ，但尚未有关于四 

川老鹰茶，山樱桃的抗单纯疱疹病毒 I型活性的文献介绍，这两种提取物抗单 

纯疱疹病毒活性的发现，为开发抗单纯疱疹病毒 I型药物提供了新的可能。 
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