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抗禽流感病毒药物的活性筛选研究 
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聂福平 1龙贵伟 1任 玉莹 谢红 良 余方芳 张泉鹏 

(1云南农业大学动物科技学院 云南 昆明 650201 2成都军区联勤部军事医 

学研究所 云南 昆明 650032 3中国科学院昆明植物研究所 云南 昆明 650201) 

【摘要】目的：观察药物对禽流感病毒抑制作用。方法：固定病毒稀释药物的微量中和实验法，采用体外细胞培 

养技术。将系列稀释的药物与固定量病毒在细胞上感作后，置适宜条件培养5～7 d，同时设相应对照，以病毒所致的 

特异性 细胞病 变(CPE)作为观察指标 ，用 Reed—Muench法计算 中和结果 ，凡 药物能保护 细胞 不出现特 异性病 变的定 

为该 药对病毒有抑制作 用，测定 治疗指数 TI值 。结果：药物能减 少 H5N1型 的禽流 感病毒 引起 的 CPE，药物对照 实 

验也 出现同样 结果。结论 ：药物对 H5N1型 的禽流 感病毒有抑制作 用。 
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流行性感冒是由甲(A)、乙(B)、丙(c)三型病毒分别引 

起的急性呼吸道传染病 。禽流感病 毒具有 A型抗原 ，属于 A 

型流感病毒。禽流感病毒基因具有严格的宿主特异性，即在 
一 般情况下 ，禽与人流感病毒不能直接相互传播。禽流感病 

毒的特点是其抗原性容易发生变异，常造成流行和暴发流 

行。我国是禽流感的多发地，禽流感的流行给我国带来了巨 

大的经济损失【1．2]。目前禽流感疫苗接种是好的预防办法， 

没有理想特效的抗病毒药物。本试验根据在药物检测中常 

用的中和试验法(动物中和试验，鸡胚 中和试验和细胞中和 

试验法)，依据禽 流感病 毒特 性 ，选择 了组 织细胞 进行 试验 ， 

因为它较实验动物和鸡胚方便 ，试验重复性好，不存在个体 

差异问题。近年来应用微量培养板上培养的单层细胞进行 

中和试验，比一般的试管法简便，且易于判定结果【3]。本试 

* 为通讯作者 。 

验所研究的待测药物是中国科学院昆明植物研究所生产的 
一 种抗流感病毒制剂，我们应用这些药物对禽流感病毒抑制 

作用进行 了如下研究 。 

1 材料和方法 

1 1 材料 

1．1．1 待测药物：试验前编号登记、标明药名、来源、批号、 

重量、溶解度和保存条件等。见表 1。 

1．1．2 细胞株：选用对禽流感病毒敏感的传代细胞株。MD— 

CK细胞 。 

1．1．3 病 毒 株 ：禽 流感 病 毒 ，由在 实 验 室 分 离 的 禽 流感 

H5N1亚型毒株(2003年 )。 

1．1．4 仪器：37℃ 5％co2培养箱，倒置显微镜等，本试验研 

究必须在生物安全 3级试验室进行 ，毒种的管理使用必须符 

合国家的有关 规定。 

定营养为分娩后泌乳做准备。妊娠期如营养不足，常可造成 

胚胎被吸收或流产 ，或造成胎儿某些部位的发育受阻，即使 

以后改善饲养也很难纠正。但是，如果营养水平过高，不仅 

会造成生产上的浪费，且容易导致母羊流产。因此，在 山羊 

妊娠期补饲的营养水平应当适宜。 

从试验来看 ，云岭黑山羊母羊补饲不同能量水平的营养 

物质，对母羊的增重有不同的效果，对母羊的生产性能的影 

响也不相同。补饲能量水平最高的母羊，增重没有第二组 

大，且流产率大，不能合理利用饲料，造成了浪费；母羊补饲 

能量水平不同的日粮对羔羊的初生重也有影响。经统计分 

析，随着母羊补饲能量水平的降低，羔羊的初生重有下降的 

趋势，但羔羊初生重在各组之间差异不显著 (P>0．05)。其 

原因可能是母体内胚胎发育获得养分分配有优先权(及维持 

生存进行的一种 自我调节作用)，母羊优先供应营养物质保 

证胚胎的正常发育，其次则为积存营养物质 ，增加体重为泌 

乳作准备，所以羔羊初生重受日粮水平影响小。 

在本试验中，在母羊补饲不同能量水平的情况下，虽然 

云岭黑山羊羔羊的初生重差异不显著，但可看出，随着补饲 

能量水平的降低，羔羊的初生重亦有下降，但下降的幅度低 

于母羊的增重幅度。这表明妊娠母羊对营养变化较敏感 ，但 

对胎儿的生长发育具有较强的缓冲作用。因此，补饲不同能 

量水平饲料对母羊妊娠期本身增重的影响要比对羔羊初生 

重的影响更为强烈和明显。 

4 结论 

4．1 在本次试验条件下，对母羊补饲饲料中能量水平为 

1"10％NRC推荐量，平均月增重为 2．342 kg，而且增长幅度稳 

定，效果最好。 

4．2 对母羊补饲饲料中能量水平为 110％NRC推荐量，母 

羊流产率低，羔羊初生重大，体重均一 ，综合效果最好。 
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表 1 待测样品记录 

备注：根据样品溶解-隋况 ，严格遵 守无菌操作 ，并经过严格 的无 

菌滤器过滤(过滤器孔径 为 o．22 nm)，过 滤除 菌后，接 种 25 1样 品 

于装有 LB细菌生长液的试管中，37℃水浴摇动 48 h，检验样品无菌 

时．放4℃保存备用。所有溶解了的药物在进行试验时，均配成 1％ 

的浓度，再从 此浓度起依次 lO倍 稀释 。盐酸吗啉胍为试验对 照药。 

1．2 方 法 

1．2．1 病毒毒力测定：用细胞维持液稀释病毒，连续 10倍 

系列稀释 ，设 10_。、10～、10～ 、10～、10～、10～ 、10 7个 

滴度，分别接种于每孔含 100 l MDCK细胞液的96孔塑料 

板的 4个 孔 内。同时设 不接 毒 的细 胞 孔对 照 。放 37℃5％ 

C 培养箱，培养 5～7 d，观察细胞病变(CPE)出现孔数，计 

算毒价，用 Reed—Mueneh法计算 TCID5o。100 TCID50／ml 

用于实验【3J。 

1．2．2 药物对细胞毒性实验：以细胞病变为观察指标，观察 

5～7 d，药物设 10、1、0．1、0．01、0．001五个浓度进行测定，将 

培养板已长成细胞单层的孔内培养液倒掉，加入不同稀释度 

的药液 100“l，每个稀释度药液各做 4孔，同时设正常细胞对 

照、病毒对照及阳性药物对照。将培养板置 37℃ 5％c02培 

养箱中培养 5～7 d，每日用倒置显微镜观察药液对细胞的影 

响，以细胞不出现病变的最小稀释度作为判定该药对细胞的 

无毒界限，然后用 Reed—Mueneh法求出药物对细胞无毒的 

最大浓度 (TI)0)和半数 中毒浓度 (TD50)。试验重 复 3次 。选 

对细胞无毒性的药物最大浓度供进一步实验用[3,41。 

1．2．3 待测药物抑制流感病毒实验 ：经预试验求出病毒的 

TCID50和药物的TI)0后，在禽流感病毒的敏感细胞模型上进 

行抗病毒活性筛选，适宜的培养液及培养条件下，在 96孔板 

培养 MDCK细胞，细胞长成单层后，倒掉培养液，加入待测 

药物，只做一个最大无毒浓度(TI)0)，4个孔。37℃ 5％ cch 

培养箱作用 2 h后，倾 出药物，然 后每孔 加 100 td(100 

TCIDso左右)禽流感病毒感染，吸附 2 h后，观察。试验设病 

毒对照、细胞对照、阳性药物对照。置 37℃ 5％ c02培养箱 

中培养 5～7 d，每日在倒置显微镜下镜检一次，观察细胞病 

变。细胞病变程度的判断，以病毒对照孔出现病变达 75％ ， 

显微镜观察对细胞的致病变作用 ，将给药孔与病毒对照孔进 

行比较，如最大无毒浓度药物无抑制病毒 CPE作用则不继 

续做 ，如有抑制作用须 进行补 充试验 。最大无 毒浓度 (TI)n) 

的药物如有抗病毒作用，应进行补充筛选试验。模型和培养 

条件同上，试验设阳性药物对照组 、病毒对照组及正常细胞 

对照组。选用最大无毒浓度(TI)n)药液，10倍系列稀释的 4 

个浓度，每浓度 4孔，每孔 100“l，分别加入未感染或感染的 

细胞培养孔内，37℃ 5％ Co2培养箱吸附 2 h，倾出药物，然 

后每孔加入 100 TCIDs0左右病毒感染，再吸附2 h，用倒置显 

微镜观察，记录细胞病变程度。当病毒对照组孔病变达 4+ 

时可终 止试 验 ，判 定 药物 的效 果 。试 验重 复 3次【3-5】。用 

CPE法，对各组进行比较并计算产生 50％病变抑制的药物 

浓度，即药物的半数有效量 (IC5。)，并计算治疗指数(TI)。 

TI= 半数 中毒浓度(TD50)／半数有效 浓度(IC50)。 

2 结果 

2．1 病毒毒力测定结果为 H5N1病毒稀释 10 时有 50％ 

细胞产生病变，100个 TCID50为 10～。结果见表2。 

表 2 病毒毒力测定结果 

备注：测病毒毒价共 7个浓度 ．每一列代表一个浓度，其中第8 

列为正常细胞对 照。记 录中“+”代表 有细胞病 变；“一”代 表无细胞 

病 变。 

2．2 药物毒性试验结果以及待测药物对禽流感病毒抑制 

作 用的试验 结果 见表 3。 

表 3 样品对禽流感病毒抑制作用 

备注：用Reed—Muench法求出TD50及IC50．TI：半致中毒浓度(TD50)／ 

半致有效浓度(IC50)。TI值越高的药物对病毒的抑1}j作用越好。 

3 讨论 

由病毒引起的传染病 ，约占甲、乙、丙类传染病的 1／4，如 

病毒性肝炎、艾滋病、流行性出血热、流行性感 冒以及由疱疹 

病毒引起的各种疾病 ，这些病毒传染性强 ，分布广泛 ，但缺少 

有效的治疗药物。组织培养技术 已成为研究抗病毒药物重 

要手段，其特点是操作方便，受非特异因素影响较小，能适应 

大量药物的初筛及抗病毒机制的研究。抗病毒药物的效果 

用抑制细胞病变、抑制病毒感染的滴度来测定。本研究采用 

体外细胞培养技术 ，模拟临床应用管外给药法，对待测药物 

抑制流感病毒活性进行的鉴定，结果可靠。证明待测药物对 

H5N1型禽流感病毒均有抑制作用，但治疗指数偏低。在临 

床使用的抗禽流感病毒有效药品并不多，故迫切需要加紧研 

究高效、低 毒、选 择 性强 的抗 病 毒药物 ，以适应 临床 需 
要‘ ·2、8J。 
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