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羊栖菜提取物的体外抗病毒作用
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摘要　目的：探讨羊栖菜提取物的体外抗病毒作用。方法：对羊栖菜的提取物进行了常见的第三类病原体病毒呼吸道合
胞病毒（ＲＳＶ）、单纯疱疹病毒１型（ＨＳＶ１）、肠道病毒７１型（ＥＶ７１）、柯萨奇病毒Ａ１６、柯萨奇病毒Ｂ２、柯萨奇病毒Ｂ３、柯萨
奇病毒Ｂ５（ＣＶＡ１６、ＣＶＢ２、ＣＶＢ３、ＣＶＢ５）等７种病毒的抗病毒效应研究，显微镜下观察细胞存活率。结果：羊栖菜提取物对
上述７种病毒的抑制能力远远优于广谱抗病毒药物利巴韦林，尤以对 ＥＶ７１的抑制效果最为明显，抑毒指数极高。结论：
羊栖菜提取物对这７种病毒均具有良好的抑制作用，为进一步研究羊栖菜提取物对第三类病原体病毒的广谱抗病毒作用
奠定基础。
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　　２０１５版《中华人民共和国药典》中规定海藻为
马尾藻科植物羊栖菜 Ｓａｒｇａｓｓｕｍｆｕｓｉｆｏｒｍｅ（Ｈａｒｖ）
Ｓｅｔｃｈ或海蒿子 Ｓａｒｇａｓｓｕｍｐａｌｌｉｄｕｍ（Ｔｕｒｎ）ＣＡｇ
的干燥藻体。具有利水消肿，消痰软坚散结的功能。

主治痰饮水肿，瘰疬，睾丸肿痛，瘿瘤。目前，已有许

多含海藻成分的中成药，例如，消瘿丸、心通口服液、

乳核散结片等等。海藻中含有大量的碳水化合物，

其中最重要的是多糖，通常占海藻干物质的５０％以
上，具有良好的抗肿瘤、抗凝血、抗病毒、降血脂等众

多生物活性［１］。羊栖菜作为中药海藻的重要组成部

分，已经有文献研究证实其多糖具有抗 ＨＳＶ１及
ＣＶＢ３的作用。本实验通过提取、分离、纯化羊栖菜，
对其提取物进行了体外抗７种第３类病原体病毒的
筛选，效果显著。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　ＭＡ１０４（为 ＲＳＶ、ＨＳＶ１、ＣＶＢ２敏
感细胞）；Ｈｅｐ２（为 ＣＶＢ３、ＣＶＢ５敏感细胞）；ＲＤ（为
ＥＶ７１、ＣＶＡ１６敏感细胞）；均由山东省医学科学院微
生物室提供。
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病毒株ＲＳＶ（ｌｏｎｇ株，２０００年１０月引自中国预
防医学科学院病毒所毒种室）；ＨＳＶ１（Ｆ株，１９９６年
引自山东医科大学微生物学教研室）；ＥＶ７１（分离自
济南市传染病医院手足口病患者，经全序列测定证

实为ＥＶ７１）；ＣＶＢ３（Ｎａｎｃｙ株，２０１０年引自山东省防
疫站流感病毒室）；均由山东省医学科学院微生物室

提供。

１１２　药物　羊栖菜采集自烟台近海，经山东中医
药大学基础医学院闫滨副教授鉴定为羊栖菜。新鲜

海藻低温烘干之后研磨成细粉，以海藻粉末：蒸馏水

为１∶３０的比例，水煎煮４５～６ｈ，中间换液共提取３
次。合并滤液，旋蒸浓缩为原体积的 １／４后，加入
５％三氯乙酸，５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ以除去粗提
溶液中的蛋白质，所得溶液装入透析袋中透析（３ｄ
左右），将溶液冷冻过夜，加入４倍体积的９５％乙醇
沉淀多糖，离心取沉淀，真空干燥即可得到羊栖菜粗

提粉末［２４］。再经 ＳｍａｒｔｒｏｓｅＣＬ６Ｂ凝胶过滤色谱柱
过滤进行纯化。采用蒽酮硫酸法测定海藻提取物多

糖含量，以０１ｇ／Ｌ的葡萄糖溶液配制系列浓度溶
液，紫外分光光度计在 ６２５ｎｍ处测定吸光度（Ａ
值），绘制标准曲线，根据回归方程计算海藻粉末的

含糖量。以葡萄糖计多糖含量８０４１％。
称取适量海藻粉末溶解于 ＰＢＳ中，用０２２μｍ

的滤器过滤除菌，放置于－２０℃冰箱备用。
阳性对照药为利巴韦林注射液，５０ｇ／Ｌ，产品批

号１５０１１６６１４１，辰欣药业股份有限公司生产，作为广
谱抗病毒药物，是本实验的阳性对照药。用 ＰＢＳ将
其稀释到２０μｇ／ｍＬ的浓度，用０２２μｍ的滤器过
滤除菌，放置于－２０℃冰箱备用。
１１３　试剂与仪器　细胞培养液（含１０％胎牛血
清及１００μｇ／ｍＬ青霉素和链霉素的 ＧＩＢＣＯ生产的
１６４０）；细胞维持液（含２％胎牛血清及１００μｇ／ｍＬ
青霉素和链霉素的 ＧＩＢＣＯ生产的１６４０）；细胞消化
液（称取Ｄｉｆｆｉｃｏ公司胰酶２５ｇ溶解于１０００ｍＬＰＢＳ
制成０２５％胰酶）。细胞消化液放至－２０℃冷冻备
用，其他置于４℃冷藏备用。

ＢＣＪ１６０Ｓ型水套红外二氧化碳培养箱（上海博
讯实业有限公司）；荧光倒置显微镜（日本 ＮｉｋｏｎＥ
ＣＬＩＰＳＥＴｉ系列）；ＨＦｓａｆｅ１２００／Ｃ型生物安全柜（上
海力申科学仪器有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　细胞生物学方法：按照常
规方法复苏细胞，并进行传代，待细胞形态规范、长

势良好之时分别以１０５／ｍＬ细胞浓度接种于 ９６孔

板，在５％ＣＯ２、３７℃条件下培养，２４ｈ后待细胞长成
单层用于下一步实验。

病毒生物学方法：病毒活化，取保存的 ２００μＬ
毒种分别接种在已长成单层的相关细胞上，加入

２％细胞维持液，在３５℃、５％ＣＯ２条件下培养。显
微镜下持续观察，细胞病变达到９０％时收集。将收
获的病毒反复冻融 ３次，吹打，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，上清液定量分装，－４０℃冰箱冻存备用。病毒
毒力测定，用细胞维持液取病毒原液做１０倍比系列
稀释，纵向重复３孔，横向依次接种１００μＬ病毒于
已长成单层细胞的 ９６孔板上，设置正常对照，３５
℃、５％ＣＯ２培养，４８ｈ后观察细胞出现病变情
况［５８］。用ＭＴＴ法染色，测定４９０ｎｍ处的 Ａ值，然
后用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ两氏法计算各病毒的半数细胞感
染量ＴＣＩＤ５０。
１２２　给药方法　药物细胞毒性测定：将受试药物
用细胞维持液进行２倍比稀释１２种浓度，分别接种
在长成单层ＲＤ、ＭＡ１０４、Ｈｅｐ２细胞的９６孔板上，每
个浓度重复３孔，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养４８ｈ，持
续观察药物毒性，显微镜下观察其ＣＰＥ。

体外药物抗病毒实验：用细胞维持液将药物从

第１孔开始２倍比稀释１２个浓度，以每５０μＬ的浓
度加在长成单层细胞的９６孔板上，设细胞对照、病
毒对照以及阳性药对照，药物的每个稀释度设重复

３孔。除细胞对照外，各孔加５０μＬ１００ＴＣＩＤ５０毒力
的病毒。３５℃、５％ＣＯ２条件下培养，显微镜下持续
观察。病毒对照孔的 ＣＰＥ达到 ９０％后终止培
养［９１２］。

１２３　检测指标与方法　药物细胞毒性测定：ＭＴＴ
法染色，酶标仪测定 Ａ值，计算药物半数中毒浓度
（ｔｏｘｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ５０％，ＴＣ５０）。

体外药物抗病毒实验：正常细胞与相应发生病

变细胞图见图１。ＭＴＴ法染色测定 Ａ值，根据公式
计算药物半数有效浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ５０％ ｏｆ
ｍａｘｉｍａｌｅｆｆｅｃｔ，ＥＣ５０）

［１３］。

１３　统计学方法　根据所得检测指标结果计算药
物抑毒指数（ＴＩ），ＴＩ＝ＴＣ５０／ＥＣ５０，ＴＩ大于４者即为
有效［１４１６］。

２　结果
正常状态的 ＭＡ１０４、ＲＤ以及 Ｈｅｐ２细胞形态，

以分别感染病毒后的细胞形态见图１。正常细胞感
染不同的病毒后在细胞形态结构功能等会发生各自

特异性的病变，显微镜下观察到细胞形态学的变化，

细胞会变圆、变小，细胞皱缩，甚至破裂，折光性变
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强，或者发生细胞融合，等等。但是在加入羊栖菜提

取物之后细胞病变明显减弱，甚至未显现细胞病变，

羊栖菜提取物保护细胞免受病毒感染的效果显著，

抑毒指数极高。

图１　正常细胞以及病变细胞镜下观（×２００）

　　本实验体外抗病毒药物羊栖菜提取物对 ＲＳＶ、
ＨＳＶ１、ＥＶ７１、ＣＶＡ１６、ＣＶＢ２、ＣＶＢ３、ＣＶＢ５等７种病毒
的抗病毒效应分别做９６孔板实验，为排除羊栖菜提
取物对病毒的抑制作用与羊栖菜提取物引起的细胞

毒性无关，检测了其对 ＲＤ、ＭＡ１０４、Ｈｅｐ２细胞毒性

作用，并且考虑到减小对细胞观察的影响，得出对

ＲＤ细胞 ＴＣ５０＝６１１ｇ／Ｌ，对 ＭＡ１０４细胞 ＴＣ５０＝
３１５ｇ／Ｌ，对 Ｈｅｐ２细胞 ＴＣ５０＝６３３ｇ／Ｌ，利巴韦林
低于１００００μｇ／ｍＬ的浓度对各细胞存活率无显著
影响。

与病毒对照组、利巴韦林对照（ＥＣ５０＝２０００
μｇ／ｍＬ）组比较，羊栖菜提取物对各病毒的药物半数
有效浓度见表１。

表１　羊栖菜提取物药物半数有效浓度

病毒 ＲＳＶ ＨＳＶ１ ＥＶ７１ ＣＶＡ１６ ＣＶＢ２ ＣＶＢ３ ＣＶＢ５
羊栖菜ＥＣ５０／（μｇ／ｍＬ）７３８ ２６３８ ２１３ ５４５ ２３０５ ２１８８２５００

　　根据抑毒指数ＴＩ＝ＴＣ５０／ＥＣ５０公式，得到羊栖菜
和利巴韦林对各病毒的 ＴＩ，可见羊栖菜提取物对上
述７种病毒的抑制能力远远优于广谱抗病毒药物利
巴韦林，羊栖菜提取物是优质高效的抗病毒药物，尤

以对ＥＶ７１的抑制效果最为明显。见图２。

图２　羊栖菜提取物和利巴韦林对各病毒的ＴＩ折线图

３　讨论
本实验进行了羊栖菜提取物对呼吸道合胞病

毒、单纯疱疹病毒、肠道病毒７１型、柯萨奇病毒系列
Ａ１６、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ５等７种病毒的体外细胞水平的抑制实
验，实验研究表明羊栖菜提取物具有非常显著的体

外抗病毒效果。由于其抗病毒性质的普遍，而且研

究所用为第三类病原体病毒，我们可以大胆推测羊

栖菜对第三类危害程度病毒（国家根据病原微生物

的传染性、感染后对个体或者群体的危害程度，将病

原微生物分为四类。第三类病原微生物，是指能够

引起人类或者动物疾病，但一般情况下对人、动物或

者环境不构成严重危害的微生物）具有广谱抑制作

用，此推断有待进一步抗病毒筛选研究和体外药理

作用研究证实。其抗病毒作用的机理也是将要进一

步研究的方向。

海藻是生长于海洋中的低等隐花植物，种类多，

（下接第２０６页）
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分布广。在鱼、虾、贝、藻四大类海洋生物中，仅海藻

是海洋中的植物，具有地球最大的生物蕴藏量，极具

开发潜力。而羊栖菜作为中药用的海藻具有其中医

学价值和保健价值，近年来其抗病毒作用愈来愈受

到关注，对其抗病毒作用的研究也是对传统中药功

能主治的拓展和延伸，对中医学和中药学的继承与

发展具有重要的意义。
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