
较优于醇提取物&
前期研究发现食用土当归中多个化合物具有抗

炎镇痛作用$ 因此本课题组将总有机酸作为整体进
行开发研究& 经课题组初步研究表明$ 总有机酸除
了具有抗炎镇痛作用外$ 还具有一定程度的抑制肿
瘤细胞生长作用$ 且课题组的目的主要是为了开发
有效部位$ 使有效部位有机酸含有量达到 ’(!以
上$ 为 ’ 类创新中药的研究提供研究方向和研究思
路$ 这对进一步将总有机酸作为创新药物研究具有
一定的意义$ 其相关的毒性试验有待进一步展开&
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甘草酸体外抗人巨细胞病毒 4>EI] 的作用
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摘要# 目的!探讨甘草酸体外抗人巨细胞病毒 GK")+ 的作用& 方法!人胚肺成纤维细胞感染人巨细胞病毒后$ 用细
胞病变法 "-Q3# 评价甘草酸的抗病毒作用& 并计算甘草酸的半数中毒浓度 "0-’( #$ 病毒半数抑制浓度 "P-’( # 以
及治疗指数 "0P#$ 并与更昔洛韦抗病毒作用相比较& 结果!甘草酸的 0-’(为 ,S)’ 4:I4J$ P-’(为 %""S’’ 4:IJ$ 0P
为 $#S’’( 更昔洛韦的0-’(为 (S+/ 4:I4J$ P-’(为 ##S"’ 4:IJ$ 0P为 $$S$(& 结论!甘草酸的0-’(比更昔洛韦的0-’(
高出将近 / 倍$ 其治疗指数也优于更昔洛韦$ 故甘草酸具有较好的抗人巨细胞病毒应用前景&

关键词! 甘草酸( 人巨细胞病毒GK")+( 抗病毒活性
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!!人巨细胞病毒 " 8E459 >bC?41:52?‘6_EB$ V-*
LN# 属于疱疹病毒科$ 又称为人疱疹病毒 ’ 型$
是线性双链 KMG病毒)"* & 在世界范围内$ 成人
V-LN抗体阳性率高达 )(! e+’!$ 最常见的巨
细胞病毒相关疾病是先天性巨细胞病毒感染$ 这是
造成儿童神经系统发育异常的重要原因)$* & 由于
V-LN是条件致病性病原微生物$ 免疫功能正常的
人群一般是隐性感染但可以长期携带病毒$ 只有在
机体免疫功能低下时易发生显性感染$ 因此胎儿和
免疫功能低下的人群是V-LN感染的主要对象)%* &
目前临床用于治疗 V-LN感染的药物大多数有较
强的毒副作用& V-LN感染的首选药物更昔洛韦$
在动物实验中有致畸和致癌作用$ 同时临床上已有
耐药V-LN毒株的产生)#* ( 而 V-LN疫苗研究也
尚未取得突破性进展)’* $ 因此寻找新的有效抗V-*
LN药物有重要意义&

甘草酸 ":2b>b__8676>5>6D#$ 又称甘草甜素
":2b>b__86769# 是中药甘草根部的提取物$ 是甘草
的主要有效成分之一$ 易溶于热水$ 可水解成两分
子的葡萄糖醛酸和一分子的甘草次酸))* & 甘草酸
是一种高甜度的甜味剂$ 广泛应用于食品$ 饮料和
糖果的生产$ 还可应用于化妆品中),* & 现代实验
研究表明甘草酸具有抗炎症’ 抗氧化’ 抗病毒’ 抗
肿瘤’ 保肝和稳定细胞膜等作用)/* & 目前关于甘
草酸是否具有抗 V-LN的效果尚未明确$ 本实验
主要采用 -Q3法探讨甘草酸在体外抗 V-LN的作
用$ 初步研究甘草酸的抗V-LN效果&

EF材料与方法
"S"!材料
"S"S"!细胞和病毒!人胚肺成纤维细胞 "LF-*’#
购于上海优选生物科技有限公司$ 实验细胞代数为
"( e$’ 代& 细胞培养液的配比为 /+!最低限度基
本培养基 "L3L# n"(!胎牛血清 n"!双抗
""(( ]I4J青霉素和 "(( #:I4J链霉素#& 细胞维
持液的配比为 +)! L3L培养基 n%!胎牛血清 n
"!双抗& 细胞冻存液的配制为 +(!胎牛血清 n
’!二甲基亚砜n’! L3L培养基& 本实验使用的
毒株是 V-LN*GK")+$ 由成都医学院病原微生物
教研室提供& 病毒使用前在 LF-*’ 细胞上连续感
染 % e# 次$ 以提高病毒滴度& 在细胞病变达到
+(!以上时收毒$ 将培养瓶中的细胞反复冻融 %
次$ 用 (S$$ #4微孔滤器除菌过滤后$ 加入 "(!
的胎牛血清分装保存&
"S"S$!药物!注射用更昔洛韦$ 商品名丽科伟$
由湖北科益药业股份有限公司生产$ 产品批号为
"’(,(,*$$ 性状为干粉$ (S"’ :每支& 甘草酸购于
北京坛墨质检科技有限公司$ 产品批号为
$("#(/"/$ 性状为干粉$ $( 4:每支&
"S"S%!主要的试剂!L3L培养基$ 购于南京凯基
生物科技发展有限公司$ 产品批号为 "’"($’$
’(( 4J每瓶( 胎牛血清$ 美国WP.-[公司$ 生产批
号为 "’$,#+#$ ’(( 4J每瓶( (S$’!胰酶 "美国Vb*
>2?91公司#( 四甲基偶氮唑盐"L00#"美国 H6:45公
司#( 二甲基亚砜 "KLH[# "美国 H6:45公司#( 双
抗 "美国 Vb>2?91公司#( +) 孔板 "德国 -[HL[
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公司#( (S$$ #4滤器 "美国L626Z?_1公司#&
"S$!方法
"S$S"!V-LN病毒滴度的测定!用 (S$’!胰酶将
LF-*’ 消化离心后$ 加入配制好的细胞培养液调
整细胞密度为 "S’ m"(’ I4J$ 铺于 +) 孔培养板中$
每孔加入 "(( #J$ 放置于 %, f’ ’! -[$ 的细胞
培养箱培养& 放置 $# 8 后细胞生长至单层$ 用枪
头吸弃每孔的培养液& 将 V-LN病毒原液用维持
液按 "( 倍传递稀释法)+*稀释 , 个梯度 "稀释倍数
分别为 "( i"$ "( i$$ "( i%$ "( i#$ "( i’$ "( i)$
"( i,#& 每个梯度设 / 个复孔$ 每孔加 "(( #J$ 吸
附 $ 8后弃去病毒液体$ 每孔加 "(( #J细胞维持
液$ 同时设 LF-*’ 细胞对照 / 孔& 放置于 %, f’
’! -[$ 的细胞培养箱$ 每日在镜下观察细胞病变
情况并记录出现病毒致细胞病变效应 "-Q3# 的孔
数$ 待病变稳定时记录实验结果 "一般在 , D 左
右#& -Q3程度的记录方法)"(* ! ,(- 表示无细胞
病变( ,"- 表示&$’!的细胞出现病变( ,$- 表
示 $’!e’(!的细胞出现病变( ,%- 表示 ’(! e
,’!的细胞出现病变( ,#- 表示 ,’!e"((!的细
胞出现病变& 最后用 F11D*LE19>8 方法)""*计算病
毒的 ’(! 组织细胞感染量 "0-PK’( #& F11D*
LE19>8计算公式为! 0-PK’( c"(

5$ 5c细胞病变率
大于 ’(!的病毒稀释度的对数 n "细胞病变率大
于 ’(!的百分数 i’(!# I"细胞病变率大于
’(!的百分数 i细胞病变率小于 ’(!的百分
数# m稀释系数的对数&
"S$S$!药物细胞毒性的测定!将LF-*’ 消化离心
后用细胞培养液调整细胞密度为 "S’ m"(’ I4J$ 加
入 +) 孔板中$ 每孔 "(( #J$ 放置于 %, f’ ’!
-[$ 的细胞培养箱培养& 待细胞长成单层时吸弃孔
中的培养液$ 用细胞维持液将甘草酸稀释成 "$’
)’ %’ "S’’ (S,’ 4:I4J$ 将更昔洛韦稀释成 %’
"S’’ (S,’’ (S%,’’ (S"/, 4:I4J$ 每 孔 加 入
"(( #J$ 每个稀释度设 # 个复孔$ 同时设 LF-*’
细胞对照 # 孔$ 置于 %, f’ ’! -[$ 的细胞培养
箱中培养$ 每天观察并记录在药物不同稀释度下出
现的-Q3情况& % D后细胞病变情况基本稳定$ 每
孔加入 ’ 4:I4J的L00$( #J$ 在 %, f’ ’! -[$
的细胞培养箱中放置 # 8$ 用枪头吸弃各孔的液体
后$ 每孔加入 "’( #J的二甲基亚砜$ 在微量振荡
器上振荡 "( 469$ 然后在 #+( 94的波长下$ 用酶
标仪测各孔的吸光度 C值& 计算药物不同质量浓
度下的细胞存活率和细胞病变率$ 细胞存活率c药

物处理组C值I细胞对照组C值m"((!$ 细胞病变
率c"((! i细胞存活率$ 最后用 F11D*LE19>8 方
法计算甘草酸和更昔洛韦的半数中毒浓度 "0-’(#&
"S$S%!药物对V-LN增殖的抑制作用!调整细胞
密度为 "S’ m"(’ I4J$ 加入 +) 孔板中$ 每孔加入
"(( #J$ 放置于 %, f’ ’! -[$ 的细胞培养箱培
养& 待细胞长成单层后用枪头吸弃孔中的培养液$
每孔加入 "(( #J"(( 倍 ’(!组织细胞感染量 ""((
0-PK’(# 的 V-LN病毒感染细胞$ 于 %, f’ ’!
-[$ 的细胞培养箱中放置 $ 8 后吸弃孔中的病毒液
体$ 用细胞维持液将甘草酸稀释成 $ (((’ " (((’
’((’ $’(’ "$’’ )$S’ 4:IJ$ 将更昔洛韦稀释成
’((’ $’(’ "$’’ )$S’’ %"S$’’ "’S)% 4:IJ$ 每孔
加 "(( #J$ 药物不同质量浓度各设 # 个复孔$ 同
时设LF-*’ 细胞对照组和 V-LN病毒对照组各 #
个复孔& 置于 %, f’ ’! -[$ 的细胞培养箱培养$
每天在镜下观察不同质量浓度药物处理组的细胞病
变情况$ 待病毒对照组的病变达 +(!以上时$ 记
录各孔的 -Q3情况$ 记录方法与感染性滴度的测
定相同& 然后每孔加入 ’ 4:I4J的L00$( #J$ 在
%, f’ ’!-[$ 的细胞培养箱中放置 # 8$ 用枪头
吸弃各孔的液体后$ 每孔加入 "’( #J的二甲基亚
砜$ 在微量振荡器上振荡 "( 469$ 然后在 #+( 94
的波长下$ 用酶标仪测各孔的吸光度 C值& 最后
用F11D*LE19>8方法计算甘草酸和更昔洛韦的病毒
半数抑制浓度 "P-’(#& 以治疗指数 "0P# 评价甘
草酸和更昔洛韦的体外抗 V-LN效果$ 0Pc
0-’( IP-’(&
"S$S#!统计分析!用 HQHH "%S( 统计软件进行数
据分析$ 不同质量浓度药物处理组与对照组间-Q3
情况的比较使用秩和检验$ )R(S(’ 认为差异有统
计学意义&
GF结果
$S"!V-LN病毒滴度!正常的LF-*’ 细胞长成单
层后在镜下呈漩涡样排列$ 细胞呈条梭状生长$ 细
胞排列规则紧密$ 细胞边界清晰$ 胞质中没有黑色
小颗粒& 感染上人巨细胞病毒后$ 细胞开始变圆$
胞质膨胀变亮$ 病变细胞可聚集在一起$ 结果见图
"& 在细胞和病毒状态都良好的情况下$ 测定病毒
感染性滴度& 不同稀释度下$ 病毒感染的判读结果
见表 "$ 用F11D*LE19>8方法计算病毒感染性滴度
0-PK’(& 病毒的 0-PK’( c"(

i#S)($ 即接种病毒滴度
为 "( i#S)(的病毒 "(( #J每孔$ 可以使 ’(!的细胞
发生明显病变&

%$"$
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图 EF<$:K感染前后的:8$VY细胞 % ZE[[’
L#SQEF:8$VY *)//1P),"&)%.!%,()&<$:K#.,)*(#".% ZE[[’

表 EF <$:K病毒滴度的测定
7%PQEF>)()&R#.%(#".",<$:K+#&31(#()&

病毒稀释度 孔数I孔
观察结果 累计孔数

-Q3 M?9*-Q3 -Q3 M?9*-Q3
感染比 感染率I!

"( i" / / ( %% ( %%I%% "((S((
"( i$ / / ( $’ ( $’I$’ "((S((
"( i% / , " ", " ",I"/ +#S##
"( i# / ’ % "( # "(I"# ,"S#%
"( i’ / % ’ ’ + ’I"# %’S,"
"( i) / $ ) $ "’ $I", ""S,)
"( i, / ( / ( $% (I$% (

$S$!药物的细胞毒性!将高质量浓度的甘草酸和更
昔洛韦加入细胞后$ 在光镜下大部分的细胞从条梭
状开始收缩变圆$ 多散在分布$ 细胞间隙明显增大$
胞质里出现许多细小颗粒$ 和病毒感染后的病变有
较大区别$ 随着药物质量浓度的降低细胞毒性作用
明显减弱$ 结果见图 $& 甘草酸和更昔洛韦的药物

质量浓度分别在 %’ (S,’ 4:I4J以下时细胞病变率
均明显小于 ’(!& 将不同质量浓度药物处理组分别
与LF-*’细胞对照组比较$ 当)R(S(’ 时差异有统
计学意义$ 结果见表 $& 采用 F11D*LE19>8 法计算
甘草酸和更昔洛韦的半数中毒浓度 "0-’(#$ 计算结
果分别为 ,S)’ 4:I4J和 (S+/ 4:I4J&

图 GF甘草酸对:8$VY的毒性作用 % ZE[[’
L#SQGF7"0#*),,)*(1",S/X*X&&-#_#*%*#!".:8$VY % ZE[[’

#$"$
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表 GF不同质量浓度的甘草酸和更昔洛韦对:8$VY 的细胞
毒性作用 %$J;法’

7%PQGF$X("("0#*#(X ",!#,,)&).(*".*).(&%(#".1",S/X*X&V
&-#_#*%*#!%.!‘%.*#*/"+#&".:8$VY %$J;’

组别
质量浓度I

"4:+4Ji"#
# 个复孔的-Q3 细胞病变率I!

甘草酸组 "$ % # % # /"S$’!

甘草酸组 ) $ $ $ " %%S((!

甘草酸组 % " " " " "’S’(!

甘草酸组 "S’ " " ( " ,S%’

甘草酸组 (S,’ ( " " ( #S((

更昔洛韦组 % # # # # +"S’(!

更昔洛韦组 "S’ % % # % ,’S%$!

更昔洛韦组 (S,’ $ $ " $ %#S"’!

更昔洛韦组 (S%,’ " " " " "/S%(!

更昔洛韦组 (S"/, " ( " " /S#%

细胞对照组 i ( ( ( ( i

!!注! 与细胞对照组比较$!)R(S(’

$S%!药物对 V-LN致细胞病变的抑制效果!
LF-*’ 细胞对照组的细胞形态良好$ 排列规则紧
密$ 见图 %O& V-LN病毒对照组细胞大部分变圆
变大$ 聚集到一起$ 病变程度大于 +(!$ 见图 %3&

甘草酸药物质量浓度为 $ ((( e’(( 4:IJ时$ 对
V-LN致细胞病变的抑制率明显大于 ’(!$ 随着
甘草酸药物质量浓度的下降$ 对 V-LN增殖的抑
制效果逐渐减弱& 更昔洛韦的药物质量浓度在
’(( e)$S’( 4:IJ内对V-LN致细胞病变有较强的
抑制作用$ 结果见图 % 和表 %& 由于多次重复实验
发现$ 虽然在显微镜下 LF-*’ 细胞对照组的细胞
形态良好$ V-LN病毒对照组的细胞病变率达
+(!以上$ 但是L00法测得的吸光度 C值却始终
是V-LN病毒对照组的 C值高于 LF-*’ 细胞对照
组$ 见图 #& 鉴于 -Q3法和 L00法结果不平行$
且用-Q3法时LF-*’ 细胞对照组与 V-LN病毒对
照组间对照成立$ 故采用 -Q3法记录实验结果&
将不同质量浓度药物处理组分别与 V-LN病毒对
照组比较$ 当 )R(S(’ 时差异有统计学意义$ 结
果见表 %& 用F11D*LE19>8法计算甘草酸和更昔洛
韦的病毒半数抑制浓度"P-’(# 分别为 %""S’’ 4:IJ
和 ##S"’ 4:IJ& 根据 0Pc0-’( IP-’($ 计算得出甘
草酸的治疗指数为 $#S’’$ 更昔洛韦的治疗指数
为 $$S$(&

图 HF不同质量浓度的甘草酸对<$:K的抑制效果 % ZE[[’
L#SQHF9.-#P#("&X ),,)*(1",!#,,)&).(*".*).(&%(#".1",S/X*X&&-#_#*%*#!".<$:K % ZE[[’

HF讨论
V-LN在世界范围内引起广泛感染$ 中国育龄

妇女的V-LN抗体阳性率为 +)S/!)"$* & 病毒的传
播途径较多$ 如唾液$ 尿液$ 精液$ 乳汁$ 血液和

胎盘传播等)"%* & V-LN感染后是否出现症状主要
取决于病毒的感染量’ 患者自身免疫力及有无伴随
疾病等因素有关)"#* & 妊娠妇女感染 V-LN后病毒
常通过胎盘传给胎儿$ 导致流产’ 早产’ 死胎以及

’$"$
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图 WF<$:K病毒对照组和:8$VY细胞对照组用$J;法和:77法的结果比较 % ZE[[’
L#SQWF$"R’%&#1".",(-)&)13/(1",$J;R)(-"!%.!:77R)(-"!#.<$:K*".(&"/S&"3’%.!:8$VY *".(&"/

S&"3’% ZE[[’

表 HF不同质量浓度的甘草酸和更昔洛韦对 <$:K的抑制
效果 %$J;法’

7%PQHF9.-#P#("&X ),,)*(1",!#,,)&).(*".*).(&%(#".1",S/XV
*X&&-#_#*%*#!%.!‘%.*#*/"+#&".<$:K %$J;’

组别
质量浓度I

"4:+Ji"#
# 个复孔的-Q3 病毒抑制率I!

甘草酸组 $ ((( ( " ( " +)S,’!

甘草酸组 " ((( " " " " /’S$’!

甘草酸组 ’(( $ " $ $ ,$S’(!

甘草酸组 $’( % % $ % #"S%’!

甘草酸组 "$’ % # % % %$S’(!

甘草酸组 )$S’ # % # % "/S((!

更昔洛韦组 ’(( ( ( " ( +,S’(!

更昔洛韦组 $’( " " ( " +"S,’!

更昔洛韦组 "$’ $ " $ $ ,,S%#!

更昔洛韦组 )$S’ % $ % % )#S’%!

更昔洛韦组 %"S$’ % % % % %’S#’!

更昔洛韦组 "’S)% % # % % $"S’(!

病毒对照组 i # # # # i

!!注! 与病毒对照组比较$!)R(S(’

幸存胎儿先天性感染$ 遗留严重的后遗症)"’* & 器
官移植的患者若接受 V-LN抗体阳性者的器官$
则有很大的可能发生 V-LN感染$ 导致移植手术
的失败)")* & V-LN的感染是艾滋病患者最常见的
机会性感染和死亡原因之一)",* &

甘草酸是中药甘草的主要有效成分之一& 已有
许多研究结果表明$ 甘草酸具有良好的抗病毒活

性& 在体外细胞模型上$ 甘草酸有抗 3.病毒
"3.N# 复制的作用$ 病毒半数抑制浓度为
(S(# 44?2IJ$ 发挥作用的阶段可能是 3.N复制周
期的早期$ 对病毒的吸附没有影响$ 也没有直接灭
活病毒的作用)"/* & 甘草酸在体外能有效的抑制水
痘*带状疱疹病毒 "NUN# 的复制$ 病毒半数抑制
浓度是 (S," 44?2IJ$ 治疗指数为 %(& 此外$ 用
$S# 44?2IJ的药物浓度处理病毒$ 在 %, f的环境
中放置 %( 469$ 可以使 ++!以上的 NUN病毒失
活)"+* & 甘草酸可以抑制丙肝病毒颗粒的释放$ 可
能的机制是甘草酸抑制细胞膜的 ".组磷脂酶 G$
"QJG$W".#( 同时甘草酸还可以增强干扰素对丙
肝病毒的作用)$(* & 在单纯疱疹病毒 " 型 "VHN*"#
吸附进入细胞后$ 加入甘草酸可以明显的减少病毒
空斑形成$ P-’(是 (S’) 44?2IJ& 甘草酸既不能抑
制VHN*" 的吸附$ 也不能直接灭活VHN*" )$"* &

本实验用 V-LN感染 LF-*’ 细胞作为甘草酸
体外抗病毒的细胞模型& 最初采用 -Q3法和 L00
法来综合评价甘草酸和更昔洛韦的抗 V-LN作用$
但在多次重复实验中发现 L00法评价 V-LN病毒
对照组和LF-*’ 细胞对照组的结果时$ L00法测
得的 C值与显微镜下观察到的相应的细胞病变程
度不一致 "见图 ##$ 故本实验采用 -Q3法判定实

)$"$
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验结果& 导致-Q3法与 L00法检测结果不平行的
原因可能是V-LN感染后细胞虽会发生明显病变$
但线粒体损伤并不明显&

用-Q3法判定实验结果$ 计算出甘草酸和更
昔洛韦的0-’(分别为 ,S)’ 4:I4J和 (S+/ 4:I4J&
甘草酸和更昔洛韦的 P-’(分别为 %""S’’ 4:IJ和
##S"’ 4:IJ& 根据0Pc0-’( IP-’($ 甘草酸的治疗指
数为 $#S’’$ 更昔洛韦的治疗指数为 $$S$(& 虽甘
草酸的P-’(明显高于更昔洛韦的 P-’($ 但甘草酸的
0-’(为 ,S)’ 4:I4J比更昔洛韦的 0-’(高出将近 /
倍$ 甘草酸的治疗指数也大于更昔洛韦$ 故甘草酸
在体外具有较好的抗人巨细胞病毒作用& 在临床上
甘草酸类药物有多种生物活性$ 不良反应比更昔洛
韦少& 目前使用的抗 V-LN药物大多都是核苷类
衍生物$ 主要的缺点是毒副作用大$ 抗病毒谱窄和
易造成V-LN耐药等& 甘草酸类药物长期应用于
临床$ 尚未发现其对人体有严重的毒副作用$ 同时
甘草酸还具有广谱抗病毒作用$ 且原料易获得’ 价
格低廉& 因此$ 甘草酸具有较好的抗 V-LN应用
前景$ 值得进一步研究&
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