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摘要： 目的　 探究夏枯草酶解水提液分级醇沉部分的成分组成及其抗 ＨＳＶ⁃１ 活性。 方法　 利用纤维素酶酶解法选择性

提高夏枯草多糖的提取率， 对其酶解水提液进行分级醇沉， 用细胞病变效应 （ＣＰＥ） 实验对各浓度的乙醇沉淀进行活

性测试， 根据细胞试验计算 ＥＣ５０。 筛选出夏枯草水提液中抗 ＨＳＶ 活性最优的部分， 采用大孔树脂 Ｄ３０１ 对夏枯草酶解

水提液分级醇沉中具有抗 ＨＳＶ⁃１ 活性的部分进行分离纯化， 除去多酚及蛋白质类成分， 得到多糖含量较高的部分， 并

测试该部分的抗 ＨＳＶ 活性。 结果　 夏枯草粉末经纤维素酶酶解后的水提液分级醇沉沉淀中， ２０％ 、 ３０％ 乙醇的沉淀具

有良好的抗 ＨＳＶ⁃１ 活性， 其 ＥＤ５０分别为 ６０􀆰 ７９、 ４２􀆰 ４５ μｇ ／ ｍＬ， ４０％ 乙醇以上的分级沉淀无活性或活性较弱。 经大孔

树脂 Ｄ３０１ 纯化后的夏枯草多糖纯度可达 ７７􀆰 ７８％ ， 但其抗 ＨＳＶ 活性反而丧失。 结论 　 夏枯草多糖含量高低与其抗

ＨＳＶ 活性强弱并不呈正相关， 可为进一步研究研究其有效部位及构效关系提供参考。
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　 　 单纯性疱疹是单纯疱疹病毒 （Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ，
ＨＳＶ） 所引起的一种急性疱疹性皮肤病， 此病毒终生感染

宿主， 可引起从简单的口腔和外生殖器溃疡到非常严重的

肿瘤和脑炎等一系列疾病［１］ 。 目前临床上的治疗药物以阿

昔洛韦等核苷类抗病毒药物为主， 但由于长期大量的使用，
临床已产生耐药病毒株［２］ 。 因此， 开发具有新型抗病毒作

用机制的药物来取代或者辅助洛韦类用药迫在眉睫。
徐宏喜等［３⁃５］ 对 ３００ 多种中药进行了系统的抗病毒筛

选， 首次报道夏枯草水提物具有体外抗 ＨＳＶ⁃１ 活性， 继而

对夏枯草多糖进行了抗 ＨＳＶ 活性的导向分离， 获得了分子

量分别 ３ ５００ 和 ８ ５００ 的 ２ 个多糖组分， 初步化学研究显示

为木质素多糖复合物； 用夏枯草提取物制备的凝胶制剂，
体内豚鼠动物模型 （ＨＳＶ⁃１） 及小鼠动物模型 （ＨＳＶ⁃２）
均有活性， 且无细胞毒性； 进一步研究发现， 夏枯草多糖

通过阻止病毒吸附和穿透进入宿主细胞而发挥作用， 作用

机制与阿昔洛韦的直接杀灭病毒不同［６⁃１２］ 。
目前， 多数文献将夏枯草水提醇沉部分默认为夏枯草

多糖， 其分离方法也多以提高多糖纯度为目标。 本实验将

夏枯草酶解提取液用乙醇梯度沉淀分段， 以抗 ＨＳＶ 活性为

导向， 尝试寻找夏枯草抗 ＨＳＶ 活性组分， 分析各部分成分

组成， 以期为进一步探寻夏枯草抗 ＨＳＶ 复合多糖构效关系

提供研究基础。
１　 材料

夏枯草 （批号 ２０１８０５２１０２） 购自上海华鹰药业有限公

司， 经上海中医药大学中药学院生药教研室张红梅副教授

鉴定为正品。 纤维素酶 （批号 ６４００１１３６）、 Ｄ⁃葡萄糖 （批
号 １０１３３０５７６）、 没食子酸 （批号 ２０１８０７１０）、 考马斯亮蓝

Ｇ⁃２５０、 无水碳酸钠、 ９５％ 乙醇、 苯酚、 浓硫酸、 磷酸， 均

购自 上 海 国 药 试 剂 有 限 公 司； 牛 血 清 蛋 白 （ 批 号

Ｅｘｐ２０１９１０３） 购自上海泰坦科技股份有限公司； 磷钼钨酸

试液 （上海化科实验器材有限公司）； 细胞活力检测试剂

盒 ＣＣＫ８ （上海李记生物科技有限公司）。
Ｖｅｒｏ 非洲绿猴肾细胞购自美国模式培养物集存库， 货

号 ＣＣＬ⁃８１； １０％ 胎牛血清 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链

霉素 （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； ２ ｍＭ Ｌ⁃谷氨酰胺、 １％ 非必需

氨基酸、 １％ 丙酮酸钠、 ＤＭＥＭ 培养液 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）。
ＨＳＶ⁃１ ＧＨＳＶ⁃ＵＬ４６ 株购自美国模式培养物集存库， 货

号 ＶＲ⁃１５４４。
粉碎机、 冷冻干燥机 （Ａｌｐｈａ ２⁃４ ＬＤｐｌｕｓ ＣＨＲＴＳＴ）； 旋

转蒸发仪 （ ＲＶ１０ＤＳ２５ ＩＫＡ）； ＣＰ２２５Ｄ 分析天平 （德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒ 离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）； ＳＫ７２００ＨＰ 超声仪 （上海科导超声仪器有限公司）；
紫外分光光度计 （Ｍａｐａｐａ Ｐ３）； 酶标仪 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ２ｅ
（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 夏枯草酶解水提物分级醇沉　 取夏枯草果穗， 粉碎过

２ 号筛， 取 １００ ｇ 粉末， 加 ５ ｇ 纤维素酶混匀， 加 １０ 倍水于

５０ ℃搅拌 ３ ｈ， 迅速升温至 １００ ℃灭活， 加 １０ 倍水煎煮 ２
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次， 每次 １􀆰 ５ ｈ， 所得滤液合并浓缩后， 依次用 ２０％ 、
３０％ 、 ４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 乙醇醇沉， 醇沉液于 ４ ℃静

置 １２ ｈ 后， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ， 取沉淀冷冻干燥得各

分级 醇 沉 部 分 （ 依 次 为 ＰＶＬＭ⁃１、 ＰＶＬＭ⁃２、 ＰＶＬＭ⁃３、
ＰＶＬＭ⁃４、 ＰＶＬＭ⁃５、 ＰＶＬＭ⁃６）
２􀆰 ２　 抗 ＨＳＶ⁃１ 活性测试 　 ＣＰＥ （ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ） 指病毒

在宿主细胞内大量增殖， 导致细胞病变甚至死亡的现象，
通过检测细胞活力， ＣＰＥ 实验被广泛用于化合物对可引起

细胞病变的病毒的抑制活性测定［１３］ 。 本研究应用该实验，
采用 Ｖｅｒｏ 细胞、 ＧＨＳＶ⁃ＵＬ ４６ 病毒株、 ＣＣＫ８ 检测试剂、
Ａｃｙｃｌｏｖｉｒ 阳性对照， 化合物处理 ５ ｄ ／终点法， 检测受试样

品对 ＨＳＶ⁃１ 的体外抑制活性。
将 Ｖｅｒｏ 细胞以每孔 １０ ０００ 个细胞的浓度接入 ９６ 孔细

胞培养板中， 并于 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃培养箱中培养过夜。 第 ２
天分别加入受试样品 ／阳性对照化合物和病毒 （ ＭＯＩ ＝
０􀆰 ０２）。 细胞培养液中的 ＤＭＳＯ 终浓度为 ０􀆰 ５％ 。 细胞在

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下继续培养 ５ ｄ 至病毒对照孔 （细胞

感染病毒， 无化合物处理） 内细胞病变率达到 ８０％ ～ ９５％ 。
细胞毒性实验与抗病毒实验同时进行测试， 实验条件一致，
但无病毒感染。

使用细胞活力检测试剂 ＣＣＫ８ 检测细胞活力。 受试样

品的抗病毒活性和细胞毒性分别由受试样品对病毒引起的

细胞病变效应的抑制率和细胞活率表示。 计算公式如下。

抑制率＝ 样品值－病毒对照平均值
细胞对照平均值－病毒对照平均值( ) ×１００％ ，

细胞活率＝ 样品值－培养基对照平均值
细胞对照平均值－培养基对照平均值( ) ×１００％ 。

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ （ｖｅｒｓｉｏｎ ５） 软件对受试样品的抑

制率和细胞活率进行非线性拟合分析， 得到受试样品的

ＥＣ５０和 ＣＣ５０值。
结果显示， 受试样品 ＰＶＬＭ⁃１、 ＰＶＬＭ⁃２、 ＰＶＬＭ⁃６ 对

ＨＳＶ⁃１ 具 有 抑 制 活 性， ＥＣ５０ 值 分 别 为 ６０􀆰 ７９、 ４２􀆰 ４５、
１０１􀆰 ７０ μｇ ／ ｍＬ； 其他受试样品在测试浓度内没有显示出抗

病毒活性， ＥＣ５０值为大于最高检测浓度＞２５０ μｇ ／ ｍＬ。
受试样品在测试浓度内对 Ｖｅｒｏ 细胞没有显示出细胞毒

性， ＣＣ５０值为大于最高检测浓度＞２５０ μｇ ／ ｍＬ。 见表 １。
表 １　 夏枯草酶解水提物各梯度乙醇沉淀抗 ＨＳＶ⁃１ 活性

（μｇ ／ ｍＬ）
受试样品 ＥＣ５０ ＣＣ５０

ＰＶＬＭ⁃１ ６０􀆰 ７９ ＞２５０
ＰＶＬＭ⁃２ ４２􀆰 ４５ ＞２５０
ＰＶＬＭ⁃３ ＞２５０ ＞２５０
ＰＶＬＭ⁃４ ＞２５０ ＞２５０
ＰＶＬＭ⁃５ ＞２５０ ＞２５０
ＰＶＬＭ⁃６ １０１􀆰 ７０ ＞２５０
ａｃｙｃｌｏｖｉｒ ０􀆰 ８７ ＞１００

２􀆰 ３　 成分分析　 结果见表 ２。
２􀆰 ３􀆰 １　 多糖含量测定　 采用硫酸⁃苯酚法［１４］ ， 以葡萄糖为

对照品， 在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度。 以吸光度为纵坐标

　 　 　 　 　表 ２　 夏枯草酶解水提物各梯度乙醇沉淀成分组成 （％ ）
编号 多糖 蛋白质 多酚 浸膏得率

ＰＶＬＭ⁃１ ５５􀆰 ０９ １０􀆰 ２６ ８􀆰 ３８ ６􀆰 ９６
ＰＶＬＭ⁃２ ３６􀆰 ０８ １１􀆰 ７６ １０􀆰 ６６ ４􀆰 ３２
ＰＶＬＭ⁃３ ５３􀆰 ３２ ３􀆰 ４２ ３􀆰 １２ ２􀆰 ４１
ＰＶＬＭ⁃４ ３３􀆰 ６２ ５􀆰 ０５ ２􀆰 ８３ ０􀆰 ４３
ＰＶＬＭ⁃５ ４５􀆰 ４４ ６􀆰 ００ ３􀆰 ２１ ０􀆰 ６５
ＰＶＬＭ⁃６ ２１􀆰 ６８ ９􀆰 ２６ ６􀆰 ９８ ０􀆰 ６６

　 　 注：浸膏得率为质量百分比，即分级沉淀得到的各组分质量与

“２􀆰 １”项下夏枯草果穗粉末取样量（１００ ｇ）的比值。

（Ａ）， 质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方程 Ａ ＝
２４􀆰 ６７４Ｘ－０􀆰 ３４６２ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ０）， 在 ５􀆰 ０３４ ～ ５０􀆰 ３４ μｇ ／ ｍＬ
范围内线性关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 蛋白质含量测定 　 采用考马斯亮蓝法［１５］ ， 以牛血

清蛋白为对照品， 于 ５９５ ｎｍ 波长处测定其吸光度。 以吸光

度为纵坐标 （Ａ）， 质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方

程Ａ＝２２􀆰 ６１１Ｘ－０􀆰 ２５９ ７ （ｒ＝０􀆰 ９９７ ４）， 在 １􀆰 ６８７～１６􀆰 ８６７ μｇ ／ ｍＬ
范围内线性关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 多酚含量测定 　 采用 Ｆｏｌｉｎ⁃Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 法［１６］， 以没食

子酸为对照品， 在 ７６０ ｍｎ 的波长处测定吸光度， 以吸光度

为纵坐标 （Ａ）， 质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方程

Ａ＝１０􀆰 ０４８Ｘ－０􀆰 ００９ ８（ｒ＝０􀆰 ９９９ ９）， 在 ２􀆰 ０８～２０􀆰 ８０ μｇ ／ ｍＬ 范

围内线性关系良好。
２􀆰 ４　 夏枯草酶解水提液 ３０％ 醇沉部分多糖的纯化及其活性

测试

２􀆰 ４􀆰 １　 夏枯草抗 ＨＳＶ 活性部位制备 　 取夏枯草果穗， 粉

碎过筛， 取粉末 １００ ｇ， 加 ５ ｇ 纤维素酶混匀， 加 １０ 倍水于

５０ ℃搅拌 ３ ｈ， 迅速升温至 １００ ℃灭活， 加 １０ 倍水煎煮 ２
次， 每次 １􀆰 ５ ｈ， 所得滤液合并浓缩后， 加无水乙醇至醇浓

度 ３０％ ， 于 ４ ℃静置 １２ ｈ 后， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ， 取

沉淀冷冻干燥， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ２　 柱色谱前处理 　 大孔树脂 Ｄ３０１ 用 ９５％ 乙醇浸泡

１２ ｈ后湿法装柱， 用 ９５％ 乙醇冲洗层析柱 （体积流量 ２
ＢＶ ／ ｈ， ＢＶ 为树脂体积数， 下同）， 至流出液加 ２ 倍蒸馏水

后不产生浑浊为止， 再用大量蒸馏水洗至流出液澄清， 继

续洗脱 ２ ～ ３ ＢＶ； ＨＣｌ 溶液洗层析柱 （体积流量 ４ ～
６ ＢＶ ／ ｈ）， 并浸泡 ２～３ ｈ， 再用蒸馏水以同样的体积流量洗

至中性， 用 ２～３ ＢＶ ４％ ＮａＯＨ 溶液洗层析柱 （体积流量 ４～
６ ＢＶ ／ ｈ）， 浸泡 ２～ ３ ｈ 后， 再用蒸馏水以同样的体积流量

洗至中性。
２􀆰 ４􀆰 ３　 柱色谱纯化过程　 取 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下夏枯草抗 ＨＳＶ
活性部位适量， 制备成质量浓度为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 的上样液，
以料液⁃填料 １ ∶ ５０ 的比例上样， 首先用蒸馏水作流动相，
５ ｍＬ 为一流分， 用自动接收器接收， 每一流分用浓硫酸⁃
５％ 苯酚进行显色， 收集显色者， 浓缩， 冻干， 进行含量测

定及抗 ＨＳＶ⁃１ 活性检测。 再用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液作流动相，
以 ５ ｍＬ 为一流分， 用自动接收器接收， 每一流分用浓硫

酸⁃５％ 苯酚进行显色， 收集显色者， ３ ｋＤ 超滤离心管离心，
１％ ＡｇＣｌ 溶液检测， 去除 ＮａＣｌ 至无沉淀产生， 冻干， 按
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“２􀆰 ３” 项下方法测定多糖、 蛋白质、 多酚含量， 按 “２􀆰 ２”
项下方法进行体外抗 ＨＳＶ⁃１ 活性检测。 结果见表 ３。

表 ３　 夏枯草多糖及其他成分含量、 活性测定结果

编号 多糖 ／ ％ 蛋白质 ／ ％ 多酚 ／ ％ ＥＣ５０ ／ （μｇ·ｍＬ－１）
Ｄ３０１ 水 ７７􀆰 ７８ ０􀆰 ００ ０􀆰 ５３ ＞２５０
Ｄ３０１ ＮａＣｌ ６６􀆰 ９７ ０􀆰 ００ ０􀆰 ４８ ＞２５０

３　 讨论

纤维素酶解可通过酶水解破碎植物细胞壁的作用， 使

细胞内多糖物质充分溶出， 从而提高药用成分的提取

率［１６⁃１７］ 。 纤维素酶水解过程中应注意温度不能过高， 酶解

后需立即升温灭活。 应用 ＣＰＥ 试验， 对夏枯草酶解水提液

各梯度乙醇沉淀进行抗 ＨＳＶ 活性筛选， 发现 ２０％ 及 ３０％
乙醇的沉淀具有良好的抗 ＨＳＶ⁃１ 活性， 其 ＥＤ５０ 分别为

６０􀆰 ７９、 ４２􀆰 ４５ μｇ ／ ｍＬ， ４０％ 乙醇及以上的分级沉淀无活性

或有较弱的活性； 经大孔树脂 Ｄ３０１ 纯化后的夏枯草多糖，
纯度可达 ７７􀆰 ７８％ ， 但其抗 ＨＳＶ 活性反而丧失。 通过对各

部分分级醇沉及经大孔树脂 Ｄ３０１ 纯化后的夏枯草多糖进

行各类成分分析发现， 多糖含量的高低与其抗 ＨＳＶ 活性强

弱并不呈现正相关， 反而蛋白质及多酚类成分的去除会消

除相应成分的抗 ＨＳＶ 活性， 其构效关系有待进一步探究。
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