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复方中药制剂对猪传染性胃肠炎病毒的体外作用研究
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(甘肃省畜牧兽医研究所,甘肃平凉
 

744000)

摘 要:为了探讨中药复方制剂对猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)在PK-15细胞上增殖的体外抑制

作用。试验选择由白头翁、黄柏、青皮、炒白术、焦三仙、仙鹤草、木香7味中药提取物组成4个配方

的复方中药制剂,采用同时给药、预防给药、治疗给药三种作用方式,观察药物对病毒的抑制吸附穿

入、直接杀灭和抑制复制作用。结果显示:以1
 

mg/mL剂量的复方中药制剂在体外对TGEV在

PK-15细胞上增殖影响,配方2优于其他3个配方,对TGEV有较好抑制作用,且直接杀灭作用对

细胞的保护效果最好,细胞存活率达75%(P<0.01),并筛选出了同时具有3种方式抗病毒的有效

复方中药制剂。该研究结果可为后续抗TGEV药物的筛选提供科学依据。
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  Abstract:In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

compound
 

preparation
 

on
 

the
 

prolifera-
tion

 

of
 

porcine
 

transmissible
 

gastroenteritis
 

virus
 

(TGEV)
 

on
 

PK-15
 

cells
 

in
 

vitro.In
 

the
 

experiment,four
 

formulas
 

of
 

com-

pound
 

Chinese
 

medicine
 

preparations
 

were
 

selected,which
 

were
 

composed
 

of
 

seven
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

extracts
 

of
 

Pul-
satilla

 

chinensis,Phellodendron
 

chinense,Green
 

husk,fried
 

Atractylodes,jiao
 

Sanxian,Herba
 

agrimoniae,woody
 

fragrance.
Three

 

modes
 

of
 

action
 

were
 

adopted:adding
 

drugs
 

first
 

and
 

then
 

adding
 

viruses,adding
 

drugs
 

and
 

viruses
 

after
 

a
 

period
 

of
 

time,

adding
 

viruses
 

first
 

and
 

then
 

adding
 

drugs.The
 

inhibitory
 

adsorption
 

and
 

penetration
 

of
 

drugs
 

on
 

viruses,direct
 

killing
 

and
 

inhi-
bition

 

of
 

replication
 

were
 

observed.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

compound
 

Chinese
 

medicine
 

preparation
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

1
 

mg/mL
 

had
 

an
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

TGEV
 

on
 

PK-15
 

cells
 

in
 

vitro.The
 

formula
 

2
 

was
 

superior
 

to
 

the
 

other
 

three
 

formulas,

which
 

had
 

a
 

good
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

TGEV,and
 

the
 

direct
 

killing
 

effect
 

had
 

the
 

best
 

protective
 

effect
 

on
 

cells.The
 

cell
 

survival
 

rate
 

was
 

75%(P<0.01),and
 

an
 

effective
 

compound
 

Chinese
 

medicine
 

preparation
 

with
 

three
 

ways
 

of
 

anti-virus
 

was
 

screened.
The

 

results
 

can
 

provide
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

subsequent
 

screening
 

of
 

anti-TGEV
 

drugs.
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  猪传染性胃肠炎(transmissible
 

gastroenteritis
 

of
 

swine,TGE)是由冠状病毒科冠状病毒属的猪传

染性胃肠炎病毒(TGEV)引起的一种急性、高度接

触性肠道传染病,以呕吐、严重腹泻、脱水、2周龄内

仔猪高死亡率为特征,通常死于脱水和电解质代谢



紊乱[1],给养猪业造成了严重的经济损失。

  目前,国内外有关抗病毒中药的研究日益增多,
从中筛选出有效成分已成为抗病毒新药研发的一个

热点。中草药作为我国优势特色资源,因其活性强、
安全、不会产生耐药性的特点,已日益成为治疗病毒

性疾病药物研发的热点。本研究选择白头翁、黄柏、
青皮、炒白术、焦三仙、仙鹤草、木香进行配伍,组成

不同配方的复方中药提取物制剂。通过对猪传染性

胃肠炎病毒的体外试验研究,为筛选出具有良好抗

病毒作用的新型中药制剂提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

1.1.1 药物及试剂 白头翁提取物(10∶1)、黄柏提

取物(10∶1)、青皮提取物(10∶1)、炒白术提取物

(50∶1)、焦 三 仙 提 取 物(10∶1)、仙 鹤 草 提 取 物

(10∶1)、木香提取物(10∶1),均购自陕西省西安优硕

生物科技有限公司。DMEM 培养基、胰酶、犊牛血

清均购自北京索莱宝科技有限公司。

1.1.2 病毒与细胞 猪传染性胃肠炎病毒(trans-
missible

 

gastroenteritis
 

virus,TGEV)毒种由甘肃

省畜牧兽医研究所病毒室提供,PK-15细胞为猪肾

细胞,由甘肃省畜牧兽医研究所细胞室自行培养繁

殖并保存。

1.1.3 试验动物 昆明小鼠,购于中国农科院兰州

兽医研究所;家兔,购自平凉市崆峒区某兔场。

1.1.4 主要仪器 纯水仪(Millipore
 

milli-QⅡ);
医用净化工作台(苏州净化设备厂);二氧化碳培养

箱(新加波ESCO)和倒置显微镜(上海光学仪器六

厂)等。

1.2 试验方法

1.2.1 中药复方制剂的组方 针对猪传染性胃肠

炎腹泻、呕吐、严重者脱水等临诊症状及解剖十二肠

至空肠段肠管充气的特征,中兽医认为是气虚、热毒

侵袭肠管所致,常选用补气、清热解毒、水肿收敛药

物来治疗,因此选用了中草药白头翁、黄柏、青皮、炒
白术、焦三仙、仙鹤草、木香进行配伍,组成不同的配

方。配伍方案见表1。
表1 中药提取物制剂的组方

Table
 

1 Formulation
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

extract
 

preparations

组别
中药提取物在组方中所占的含量/(g/100

 

mL)

白头翁 黄柏 青皮 炒白术 焦三仙 仙鹤草 木香

组方1 0.6 0.2 0.2 0.2 0 0.6 0.2

组方2 0.6 0.2 0.2 0.2 0.2 0.6 0

组方3 0.6 0.2 0.2 0 0.2 0.6 0.2

组方4 0.6 0.2 0.2 0.4 0.4 0 0.2

  按以上组方分别配制,加入注射用水到100
 

mL,110
 

℃灭菌20
 

min,备用。

1.2.2 病毒感染力的测定 将TGEV接种在PK-
15细胞上进行培养,细胞病变(CPE)达到85%收集

细胞培养物,反复冻融3次,-20
 

℃保存备用。将

TGEV病毒液按10倍梯度稀释,分别接种在长满

PK-15细胞的24孔细胞培养板上,37
 

℃培养,每天

观察每孔细胞的细胞病变及病变程度,并记录不同

梯度细胞病变孔数,按Reed-Muench法计算半数细

胞感染量,并计算出 TCID50 来评定病毒毒力的

大小。

1.2.3 复方中药制剂对细胞的最大安全浓度 将

复方中药制剂溶解至DMSO中,使其终浓度为100
 

mg/mL,用细胞维持液稀释复方中药制剂使其终浓

度为1
 

mg/mL(含1%
 

DMSO),在此基础上进行倍

比稀释。待
 

96
 

孔板铺满单层细胞,弃去培养基,按

100
 

μL/孔向其加入稀释好的药液,每个浓度设置
 

4
 

个重复,另设正常细胞对照及含有1%
 

DMSO 对

照,置于37
 

℃体积分数为5%
 

CO2 细胞培养箱培

养96
 

h,用CCK-8法检测细胞存活率,细胞存活率

大于90%的药物浓度即为该药物最大安全剂量。
中药提取物注射液接种PK-15细胞,96

 

h观察细胞

是否出现病变。

1.2.4 中药制剂在不同给药途径和作用时间对病

毒抑制、杀灭作用的研究 安全给药剂量范围内,在
病毒敏感细胞上采用同时给药(药物和病毒同时37

 

℃作用2
 

h);预防给药(先给药,在37
 

℃、5%的

CO2 培养箱中孵育2
 

h后再加入病毒);治疗给药

(先加入病毒,间隔2
 

h后再给药)3种不同的作用

方式,研究药物对病毒的直接灭活作用、药物对病毒

的阻断作用、药物对病毒复制的作用、药物对病毒的

综合抑制作用。
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2 结果与分析

2.1 病毒感染力测定结果

  Reed-Muench法计算得TGEV对细胞的TCID50
为10-4.6,故实验采100

 

TCID50 病毒攻击量。

2.2 复方中药制剂对PK-15细胞最大安全浓度

  加入不同浓度药物培养
 

96
 

h后,按照
 

CCK-8
 

法检测细胞
 

OD450 nm值,并根据公式计算细胞存

活率,当细胞存活率大于
 

90%时,该浓度为药物最

大安全剂量。

  由表2可见,组方1的最大安全浓度为15.625
 

mg/mL,组方2、组方3、组方4的最大安全浓度均为

31.25
 

mg/mL。

2.3 不同组方的中药制剂对TGEV感染PK-15细

胞存活率的影响

  从表3~5可知,与正常对照组比较,病毒对照

组细胞均出现病变,细胞的病变率100%;在安全浓

度范围内,中药复方注射剂对细胞均有保护作用,3
种给药方式的中药复方注射剂细胞存活率均达

75%以上,其中配方2组的3种给药方式细胞存活

率达到100%,说明配方2组具有更好的抑制病毒

吸附、生物合成和阻断杀灭作用。
表2 复方中药制剂对PK-15细胞的最大安全浓度

Table
 

2 The
 

maximum
 

safe
 

concentration
 

of
 

compound
 

Chinese
 

medicine
 

preparation
 

on
 

PK-15
 

cells

复方中药制剂 组方1
 

组方2 组方3 组方4

细胞最大安全浓度/(mg/mL) 15.625 31.25 31.25 31.25

表3 复方中药注射剂在预防给药方式下对细胞的保护作用

Table
 

3 Protective
 

effect
 

of
 

compound
 

Chinese
 

medicine
 

injection
 

on
 

cells
 

under
 

preventive
 

administration

组别 药物浓度/(mg/mL) 细胞/孔 细胞存活/孔 细胞存活率/%

正常对照组 - 8 8 100.0

病毒对照组 - 8 0 0

配方1组 1.0 8 6 75.0

配方2组 1.0 8 8 100.0

配方3组 1.0 8 7 87.5

配方4组 1.0 8 7 87.5

表4 复方中药注射剂在同时给药下对细胞的保护作用

Table
 

4 Protective
 

effect
 

of
 

compound
 

Chinese
 

medicine
 

injection
 

on
 

cells
 

under
 

simultaneous
 

administration

组别 药物浓度/(mg/mL) 细胞/孔 细胞存活/孔 细胞存活率/%

正常对照组 - 8 8 100.0

病毒对照组 - 8 0 0

配方1组 1.0 8 7 87.5

配方2组 1.0 8 8 100

配方3组 1.0 8 8 100

配方4组 1.0 8 8 100

表5 中药复方注射剂在治疗给药方式下对细胞的保护作用

Table
 

5 Protective
 

effect
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

compound
 

injection
 

on
 

cells
 

under
 

therapeutic
 

administration
 

method

组别 药物浓度/(mg/ml) 细胞/孔 细胞存活/孔 细胞存活率/%

正常对照组 - 8 8 100

病毒对照组 - 8 0 0

配方1组 1.0 8 7 87.5

配方2组 1.0 8 8 100

配方3组 1.0 8 7 87.5

配方4组 1.0 8 7 87.5
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3 讨 论

  中药抗病毒的活性成分一般为黄酮类、多糖类、

三萜类、生物碱类等[2-5]。复方注射液的药物筛选以

临床症状和病原为依据,选用清热解毒、抗菌抗病毒

的中药提取物和增强机体抗病力的补气中药提取物

组成,其各药物的功效如下:白头翁提取物具有清热

解毒、凉血止痢的功效,可消痈散结,主治热毒血痢、

疮痈肿毒[6];黄柏提取物具有抗炎、抗氧化、抗菌、促

进肠道健康、缓解应激和提高动物生产性能等功

能[7];青皮提取物富含胡桃醌、多糖、多酚等活性物

质,具有抗氧化、抑菌、抗病毒、提高免疫力等活性作

用。炒白术提取物具有健脾益气、燥湿利水的功效,

主要用于治疗水肿、腹胀泄泻、脾虚食少等症状;另

外还具有抗菌、抗炎、抗氧化、抗肿瘤、提高免疫力和

改善胃肠道健康等生物学功能;焦三仙提取物具有

健脾开胃、消食导滞、行气散瘀的功效;仙鹤草具有

收敛止血、止泻截疟的功效,其在临床上常被用于治

疗肠炎、肠痈等消化道疾病,研究发现仙鹤草提取物

能通过调节机体免疫治疗炎症性疾病,并能调控细

胞凋亡、抑制癌细胞增殖;木香具有行气健脾之功

效,主要用于治疗脘腹胀痛、腹泻、痢疾等,其主要化

学成份有挥发油、萜类、糖苷类等多种成分,通过调

节胃肠功能、抗肿瘤、抗菌、抗炎作用发挥生物学功

能[8-10]。本项研究对以上7味中药提取物组方,共

计组成4个配方,按照兽药典的制剂通则中注射剂

规定及中药研究指导原则进行4个组方的中药提取

物复方注射剂的制备,经对猪传染性胃肠炎毒株在

细胞上的影响试验证明,组方2对猪传染性胃肠炎

毒株有很好的抑制作用。

  本试验旨在研究中草药在体外对病毒的直接作

用效果。通过3种作用方式探讨其作用机理。第一

种方式为先加药物后加病毒目的是观察药物能否与

细胞膜表面受体结合而阻止病毒的吸附和进入;第

二种作用方式为药物和病毒作用一段时间后再加

入,目的是观察药物是否具有对病毒的直接灭活作

用;第三种作用方式为先加病毒后加药物,目的是观

察药物是否能进入细胞对细胞内的病毒起作用。在

临床看来,第一种作用方式是药物对病毒性疾病的

预防作用,而后两种作用方式是药物对病毒性疾病

的治疗作用。本研究发现中药的直接杀灭作用效果

好于吸附阻断作用与复制阻断作用,与张伟民等[11]

研究的黄苓苷,金修哲等[12]研究的咖啡酸对TGEV
直接杀灭作用优于其他两种作用方式的结果相一

致。黄仕千等[13]研制的复方金连菊中药制剂溶液

浓度在62.5~500
 

mg/mL范围对TGEV具有极显

著的直接杀灭作用(P<0.01),均与本研究结果相

一致。

  在兽医科研方面,应用体外细胞培养技术研究

中草药的药效在国内外报道相对很少,而用于研究

复方中药制剂抗TGEV活性及作用机理的相关报

道更少。本试验研究以3种作用方式在细胞水平对

抗TGEV的复方中药制剂配方进行筛选,并首次证

明白头翁、黄柏、青皮、炒白术、焦三仙、仙鹤草、木香

复方制剂具有体外抗TGEV的效果。但是体外试

验的结果不能完全等同于体内的治疗效果,关于其

体内抗病毒效果及其复方制剂的安全性试验等,均

需进一步试验加以验证。

4 小 结

  本研究由白头翁、黄柏、青皮、炒白术、焦三仙、

仙鹤草、木香7味中药提取物组成4个配方的中药

提取物复方注射剂,采用体外抗病毒药效试验以3
种给药方式,以1

 

mg/mL剂量对TGEV影响研究,

结果显示配方2优于其它3个配方,且对TGEV有

较好的抑制作用。
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