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摘要# 目的!对玫瑰花>+3($1N,+3( .HP2\的初步筛选’ 分离及其体外抗病毒活性进行研究& 方法!用不同极性溶剂
提取玫瑰花# 分别采用呼吸道合胞病毒 ÂI)]J"’%’ 单纯疱疹5型病毒 "@̂I)"$ )]J"’%’ 肠道病毒 ," 型 "1I)
,"$ )AV细胞感染模型进行病毒筛选& 对鲜玫瑰花渗漉水溶液进行体外抗病毒实验# 同时用酶标仪测定中性红染色后
的J+%’ 值# 计算治疗指数 ".N$& 结果!鲜玫瑰花的渗漉水溶液对肠道 1I)," 病毒有明显的抑制作用# .N值大于
"*’<&( (’!乙醇沉淀物对1I)," 的抑制作用最好# .N值大于 "((<"( V"’" 大孔树脂分离效果较好# 其中 #+!乙醇洗
脱的第 " 个柱体积效果最好# .N值为 +&#<(& 结论!鲜玫瑰花 #+!醇洗脱部位的多酚类成分具有很好的抗 1I),"
活性&
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!!玫瑰花为蔷薇科植物玫瑰 >+3( 1N,+3( .HP2\$
的干燥花蕾& 春末夏初花将开时分批采收# 及时低
温干燥& 玫瑰花具有行气解郁# 和血止痛的功效&
用于肝胃气痛’ 食少呕恶’ 月经不调’ 跌打伤
痛)"* & 含有黄酮’ 香茅醇’ 萜类’ 鞣质’ 多酚’
挥发油’ 多糖等成分)#)%* & 多酚对肠道致病菌具有
不同有程度的抑制作用# 对人体呼吸系统合胞病毒
"ÂI$ 有抑制作用# 对于胃肠炎病毒’ 流感病毒
也有比较强的抑制作用& 其水提取物具有中等强度
的抗@NI作用# 其作用机理可能是不同化合物可
分别作用于病毒复制的不同阶段)+)** &

玫瑰花在 +食物本草, 中就有记载 -玫瑰花
主利肺脾’ 益肝胆’ 辟邪恶之气# 食之芳香甘美’
令人神爽.& 古代医学名著 +本草正义, 记载 -玫
瑰花香气最浓# 清而不浊’ 和而不猛’ 柔肝醒胃’
行气和血’ 芳香诸品# 殆无其匹.& 我国古籍中有

许多关于玫瑰花作用的记载),* # 为玫瑰花的抗病
毒研究提供资料# 为中药现代化研究做基础&

肠道 1I)," 病毒属于微小病毒科中的肠道病
毒# 也是发现最晚的病毒# 有极强的感染性和致病
率& 肠道 1I)," 病毒可引起婴幼儿手足口病’ 脑
膜炎’ 脑干脑炎’ 脊髓灰质炎等多种神经性疾
病)(* & 据有关文献报道)-* # 玫瑰花具有抑制 @NI
以及呼吸道合胞病毒的作用# 目前还没有关于抑制
1I)," 及 @̂I的研究& 本实验主要开展筛选玫瑰
花所抑制病毒的种类及其分离有效抗病毒的部位&
GH材料
"<"!药品与试剂!玫瑰花购自道地产区济南市平
阴县# 经山东中医药大学药学院徐凌川教授鉴定为
正品& 利巴韦林购自辰新药业股份有限公司&
V"’" 型大孔树脂 "沧州宝恩化工有限公司$( Jc)
( 型大孔树脂 "南京大学化工厂$( V]&’" 型大孔
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树脂 "南京大学化工厂$( ‘)+ 型大孔树脂 "南京
大学化工厂$& "*%’ 细胞培养液 "美国 QNcCS公
司# 含 "’!牛血清$( "*%’ 细胞维持液 "美国
QNcCS公司# 含 #!牛血清$& Z@,<% 的磷酸盐缓
冲液 "Bĉ $ "含 G3C0( =’ aC0’<# =’ a@#BS%
’<# =’ G3#@BS% #<- =# 加蒸馏水至 " M# 过滤除
菌# 分装置 % d备用$& 中性红染液’ 中性红脱色
液’ 没食子酸 "上海阿拉丁生化科技股份有限公
司$( 磷钼钨酸 "厦门海标科技有限公司$( 其他
化学试剂均为分析纯&
"<#!细胞与病毒!细胞株与病毒 ]J"’% 细胞’
AV细胞 "山东省医学科学院基础医学研究所微生
物室$( 呼吸道合胞病毒’ 单纯疱疹5型病毒’ 肠
道病毒 ," 型 "中国疾病预防控制中心病毒病研究
所流感病毒研究室$&
"<&!仪器!旋转蒸发仪 "上海申生科技有限公
司$( 恒温水浴锅 "常州汉彩实验仪器制造有限公
司$( 超净工作台 "上海力申科学仪器有限公司产
品$( Ca‘)&" 倒置显微镜’ 荧光倒置显微镜 "日
本奥林帕斯公司产品$( 隔水式二氧化碳培养箱
"美国_8X23公司$( .V+]型高速台式离心机 "长
沙湘智离心机仪器有限公司$( ]a& 酶标仪 "芬兰
M3\L:LF/2L公司$( 高压灭菌锅 "上海申安医疗器
械厂$( i%’ d低温冰柜 "三洋公司$( i(’ d#
,#+ 型超低温冰柜 "美国 .H/X28_8X23公司$( 微
量移液器 "法国Q40L8E公司$&
LH方法
#<"!玫瑰花提取物制备!分别称取玫瑰花 "’’ =#
采用不同溶剂 "水’ -+!乙醇’ 乙酸乙酯’ 石油
醚$ 浸泡 " H冷凝回流提取 # 次# 第 " 次料液比为
" x"’# 提取 # H( 第 # 次料液比为 " x(# 提取 " H#
分别浓缩到 " =>2M"按干花质量算$# 冷藏备用&
#<#!制备鲜玫瑰花渗漉液""’#!称取新鲜玫瑰花
"’’ =# 粉碎# 用水为溶剂渗漉# 过滤# 取滤液#
浓缩至 " =>2M"按鲜花质量算$# 冷藏备用&
#<&!醇沉浓度的筛选!分别取 -#<#. 项下新鲜玫
瑰渗漉液 #’ 2M# 缓慢加入 -+!乙醇快速搅拌# 计
算并调节水溶液中含醇量为 +’!’ *’!’ ,’!’
(’!’ -’!# 冷藏放置 %( H# 抽滤# 滤饼加水至
" =>2M"按鲜花质量算$# 上清液减压浓缩至
" =>2M"按鲜花质量算$# 分别做体外抗病毒
实验&
#<%!大孔树脂筛选
#<%<"!大孔树脂预处理!根据玫瑰花中的具体成

分 "黄酮’ 香茅醇’ 萜类’ 鞣质’ 多酚’ 挥发油’
多糖等$# 选择非极性或弱极性树脂)""* # 分别称取
V"’" "非极性$’ V]&’" "弱极性$’ ‘)+ "非极
性$’ Jc)( "弱极性$ % 种树脂 #’’ =进行筛选#
先用 -+!乙醇浸泡 #% H# 乙醇液面高出树脂 + 72#
再用湿法装柱装入层析柱中# 用 -+!乙醇冲洗树
脂柱# 随时检查流出来的液体# 将液体与水按 " x
+ 混合# 若混合后所得溶液不呈白色浑浊而为澄清
透明时# 停止用乙醇洗脱# 最后用蒸馏水冲洗树脂
柱# 至流出液没有醇味# 备用&
#<%<#!大孔树脂上样及洗脱!将 -#<&. 项下抗
病毒效果较好的乙醇沉淀物制成 #’ 2M水溶液分别
加入处理好的大孔树脂柱中# 药物水溶液高出树脂
+ 72# 静置 " H# 待其完全吸附# 分别用蒸馏水’
#+!’ +’!’ ,+!乙醇洗脱# 控制其体积流量为
& cI>H# 每种洗脱液接收 + 个柱体积# 将洗脱液
分别浓缩至 + 2M"相当于 " =>2M$# 进行体外抗
病毒实验&
#<+!体外抗病毒实验
#<+<"!细胞复苏传代)"#*!把冻存的 ]J"’% 细胞’
AV细胞从液氮中取出# 迅速放入 &, d水中快速
搅拌使其溶解# 离心 "(’’ X>24E# + 24E$# 弃掉
冻存液# 往细胞沉淀中加入 "’! "*%’ 培养基混
匀# 将细胞转入细胞培养瓶中# 放置于 &, d’ +!
CS# 的培养箱中培养 %( H# 待其长成单层后# 用
’<#+!胰蛋白酶消化# 进行 " x# 传代培养# 等到
细胞长成单层时用于后续实验&
#<+<#!病毒扩增!将呼吸道合胞病毒’ 单纯疱疹N
型病毒接种于生长状态良好的 ]J"’% 细胞上# 将
1I)," 肠道病毒接种于生长状态良好的 AV细胞
上# 加入 #! "*%’ 培养液# 放置于 &, d’ 体积分
数为 +!CS# 的培养箱中培养 #% e%( H# 显微镜下
观察细胞病变效应 "CB1$# 待CB1为 -’!时终止
实验# 进行收集& 将培养瓶在 i#’ d反复冻融 &
次# 吹打# 离心 "" ’’’ X>24E# + 24E$# 上清液定
量分装# 放入i%’ d保存备用&
#<+<&!药物细胞毒性实验!将各供试样品用 #!
"*%’ 细胞维持液分别以 # 倍比作系列稀释 "# i" e
# i""$ 然后按稀释度顺序# 横向接种于 -* 孔板中
的单层 AV "]J"’%$ 细胞上# 每孔为 "’’ "M# &
个复孔# 设置细胞对照组# 将其放在 &, d’ +!
CS# 的培养箱中培养 #% e%( H# 显微镜下观察
CB1# CB1大于 +’!为毒性& 用酶标仪测定吸光度
J+%’ 值# 得到其半数中毒浓度 ".C+’$&
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#<+<%!药物体外抗病毒实验)"&*!将生长状态良好
的细胞接种于 -* 孔板中# 放置于 &, d’ +!CS#
的培养箱中培养 #% H# 弃去上清液# 每孔加入
+’ "M按 # 倍比稀释的 "# 个不同浓度的药物溶液#
每个稀释度设重复 & 孔# 随即加入 +’ "M含
"’’.CNV+’ 1I)," 的病毒悬液# 细胞对照每孔加
"’’ "M细胞维持液’ 病毒对照组加入病毒 +’ "M#
细胞维持液和 +’ "M含 "’’.CNV+’ 1I)," 的病毒悬
液# 阳性对照加入利巴韦林# -* 孔板置于 &+ d’
+!CS# 的培养箱中培养# 显微镜下持续观察细胞
病变 CB1# "病变率 ’!CB1为 - i.( CB1在
"!e#+!为 - m.( CB1在 #+! e+’!判为 - m
m.( CB1在 +’! e,+!判为 - mmm.( CB1大
于 ,+!为 - mmmm.$# 当病毒对照组出现 - m
mmm. 时# 而阴性对照组正常时# 记录各孔的
CB1# 求出各样品的半数有效浓度 "1C+’$# 并计
算治疗指数 ".N$& ÂI’ @̂I)" 的体外抗病毒实
验同上# 阳性对照# 利巴韦林 " ÂI$’ 病毒清
"@̂I)"$&

细胞存活率 n "病变孔 CF值 i空白孔 CF
值$ >"细胞对照孔平均 CF值 i 空白孔 CF
值$ f"’’!(

细胞比距n "高于 +’!病变率 i’$+$ >"高
于 +’!病变率i低于 +’!病变率$(

1C+’ nJEF408="08=高于 +’!存活率药物稀释
度的值i比距$(

.C+’ nJEF408="08=高于 +’!病变率药物稀释
度的值i比距$(

.Nn.C+’ >1C+’&
#<+<+!理化鉴别!对 V"’" 大孔树脂 #+!乙醇洗
脱的第 " 个柱体积洗脱液进行理化鉴别# 因为提取
物水溶性较大# 故实验只做鞣质类’ 黄铜类’ 糖苷
类’ 生物碱类的理化鉴别# 初步确定其化学物的
种类&
#<+<*!多酚含有量测定!根据修改后的 +中国药
典, 鞣质含有量测定方法# 测量总酚含有量&
MH结果
&<"!玫瑰花不同提取物对病毒的抑制效果!将不同
极性的玫瑰花提取物药品进行体外抗病毒筛选# 用
酶标仪测定吸光度值# 按照A//9)]P/E7H 两氏法分
析数据# 并计算 .N值 "见表 "$& 结果表明玫瑰花
-+!乙醇提取物以及水提物对 ÂI有一定的抑制作
用# 但是效果不明显# 鲜花渗漉液对其也有一定作
用# 其他 #种提取物对其无抑制作用( 鲜花渗漉液
"" =>2M$ 对1I)," 有明显的抑制作用# 其他 % 种
提取物对其无抑制作用# 水提取物’ -+!乙醇提取
物’ 乙酸乙酯提取物’ 石油醚提取物’ 鲜花渗漉液
对 @̂I)"均无抑制作用&

表 GH玫瑰花不同提取物对 M 种病毒的:<值
:)IJGH:<[)(’%/"-!#--%+%3*%U*+).*/"-,’".1<:4’". -"+*2+%%[#+’/%/

样品 .C+’"]J"’%$ .C+’"AV$
@̂I)""]J"’%$ ÂI"]J"’%$ 1I),""AV$

1C+’ .N 1C+’ .N 1C+’ .N

水提物 &"<# "#+<’ ! ! "<( ",<# ! !

-+!乙醇提取物 &"<# &"<# ! ! "<* "-<+ ! !

乙酸乙酯提取物 #+’<’ #+’<’ ! ! *+<, &<( ! !

石油醚提取物 +’’<’ +’’<’ ! ! ! ! (*<# +<(

玫瑰花汁 *#<+ #+’<’ ! ! ’<( ,-<# "<+ "*’<&

!!注!!表示无效#当.N值高于 %#具有一定的治疗效果#可进行活性追踪

&<#!不同浓度的玫瑰花乙醇沉淀部分对 1I)," 抑
制效果!根据预实验中病毒的筛选结果# 鲜玫瑰花
渗漉液对 1I)," 有明显的抑制作用# 再用不同体
积分数乙醇进行醇沉# 分离纯化鲜花渗漉液& 将上
清液和沉淀部分分别进行体外抗 1I)," 实验# 用
酶标仪测定吸光度值# 计算 .N值# 上清液均无效
果# 沉淀部分结果见表 #&

表 # 可知# 鲜玫瑰花渗漉液 (’!乙醇沉淀部
分的.N值大于 "((<"# 效果最好# 表明鲜玫瑰花渗

表 LH不同浓度的玫瑰花乙醇沉淀部分对>eÔG 的:<值

:)IJLH:<[)(’%/"-%[ÔG -"+*2%."3.%3*+)*#"3"-,’".1

<:4’". %*2)3"(#3!#--%+%3*."3.%3*+)*#"3/

种类 .C+’ >"2=/2Mi"$ 1C+’ >"2=/2Mi"$ .N

+’!乙醇沉淀 +’’<’ "%<* &%<#

*’!乙醇沉淀 +’’<’ ,<# *-<*

,’!乙醇沉淀 +’’<’ ,<’ ,"<’

(’!乙醇沉淀 +’’<’ #<, "((<"

-’!乙醇沉淀 +’’<’ *<- ,"<*

!!注!当.N值高于 %#具有一定的治疗效果#可进行活性追踪
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漉液的沉淀部分对 1I)," 具有十分明显的抑制作
用# 继而对 (’!乙醇沉淀物进行大孔树脂的分离’
纯化&
&<&!不同树脂的不同洗脱部位对 1I)," 抑制效
果!将(’!乙醇沉淀分为 % 份# 用蒸馏水溶解后

"每份 "’ 2M$ 分别上样V"’"’ V]&’"’ ‘)+’ Jc)
( % 种树脂# 以蒸馏水’ #+!’ +’!’ ,+!乙醇进
行洗脱# 收集洗脱液# 分别进行抗 1I)," 实验&
见表 & "+’!’ ,+!乙醇洗脱没有抗病毒作用# 故
省略&$&

表 MH不同树脂不同洗脱部位对>eÔG:<值的影响
:)IJMH>--%.*/"-!#--%+%3*%(’*#"35)+*/"-!#--%+%3*+%/#3/"3*2%>eÔG:<[)(’%/

树脂
水 #+!乙醇

" i" " i# " i& " i% " i+ # i" # i# # i& # i% # i+

V"’" &’(<# "*#<% "*&<, ((<* (-<& +&#<( "%&<% "’<+ *<# +<,
Jc)( #-,<’ "’"<( "’"<& ,%<" &"(<, %,<& -<( %<, ! !

‘)+ "(-<% "-’<+ "(<( +<- ! ",#<" %’<# ! ! !

V]&’" #(<% ! ##"<’ #+<, ! "-(<" +-<& *"<( ! !

利巴韦林 +%#<(

!!注!!表示无效#当.N值高于 %#具有一定的治疗效果#可进行活性追踪

!!结果显示V"’" 大孔树脂的效果最好# 实验表
明吸附率和解吸率相比也是最好的& 其中 #+!乙
醇第 " 个柱体积抗病毒效果最好# 根据 A//9)
]P/E7H两氏法分析表中数据# V"’" 大孔树脂 #+!
乙醇第 " 个柱体积的治疗指数.N为 +&#<(# 阳性对
照组利巴韦林的治疗指数 .N为 +%#<(# 玫瑰花
V"’" 大孔树脂 #+!醇洗脱部位抗病毒效果最好&
&<%!理化鉴别结果!实验中三氯化铁反应 "酚羟
基$’ 乙酸铅反应 "酚类$’ 香草醛浓硫酸反应
"多酚类$ 均为阳性反应( 盐酸一镁粉反应 "鉴别
黄酮$’ ]804LH 试验 "鉴别糖类$’ 碘)碘化钾反应
"鉴别生物碱$ 现象均不明显& 通过理化鉴别可以
得出结论# V"’" 大孔树脂 #+!乙醇洗脱的第 " 个
柱体积洗脱液中化学成分主要为多酚类&
&<+!总酚含有量!在 #<’# e"’<’( "=>2M的范围
内# 8n&"<(#"Xm’<’+& + "># n’<--($# 吸光度
与多酚含有量线性关系良好# 平均回收率为
"’’<’(! " ÂVn’<+(!$# 总酚平均含有量
为 *(<-(!&
VH讨论

本实验主要用鲜玫瑰花的渗漉液作为药液做抗
病毒实验& 在预实验中# 玫瑰花几种不同极性溶剂
的提取液效果不好& 后查阅相关文献# 发现抗病毒
成分可能为多酚类# 多酚类性质不稳定)"%* # 加热
后结构改变# 抗病毒活性大大降低# 实验中没有采
用丙酮水溶液低温提取多酚# 原因在于丙酮残留对
细胞有毒性# 影响实验结果& 后来利用理化鉴别#
初步证实主要抗病毒成分为多酚类# 再对玫瑰花渗
漉液做抗病毒实验# 获得很好的实验效果& 在不同

体积分数乙醇沉淀液中# (’!乙醇沉淀部分对 1I)
," 的抑制效果最好# (’!乙醇沉淀后# 富集了水
溶性成分# 多酚的极性较强# 可溶于水’ 甲醇’ 乙
醇# 实验结果中 -’!乙醇沉淀效果不如 (’!乙醇
沉淀# 可能是由于其中有效的多酚富集的多# 所以
对病毒的抑制作用比 -’!乙醇沉淀好&

通过不同极性的树脂洗脱液对病毒的抑制效果
和解吸附率来确定最佳的大孔树脂类型# 经过筛
选# V"’" 大孔树脂效果最好& 实验中采用鲜花渗
漉提取# 不同以往的回流提取避免了多酚的遇热分
解# 保留了有效成分的活性# 但也存在提取效率
低# 提取不完全的问题& 在实验测完总酚含有量
后# 对其做了制备液相分离# 目的想继续分离出抗
病毒的单体物质# 制备条件为 &’!乙腈# #’’ "M
进样量# 体积流量 # 2M>24E# 结果在 ( 24E左右出
峰# 并收集浓缩# 做了质谱分析# 得到分离的物质
主要为脂肪类物质# 抗病毒结果不理想& 第 " 柱体
积中脂肪类物质的存在表明含有量测定中总酚含有
量不是很高的原因# 接下来将第 " 个柱体积的总酚
加乙醚萃取# 水溶性部分浓缩# 抗病毒效果没有降
低# 表明玫瑰花中抗病毒主要成分为多酚类&

本实验筛选出了玫瑰花抗病毒的活性部位为多
酚类# V"’" 大孔树脂 #+!乙醇洗脱的第 " 个柱体
积比利巴韦林的药效还要好# .N值为 +&#<(# 表明
玫瑰花多酚对肠道 1I)," 病毒有很好的抑制作用#
而且# 多酚类成分在很多文献中有抗病毒的研究基
础)*#-#"+* # 因此# 接下来将对玫瑰花多酚的对肠道
1I)," 病毒作用机制及其具体的活性单体物质的提
取分离作更加深入的研究&
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