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摘要：目的 观察当归多糖硫酸酯（ＡＰＳ）抗小鼠
Ｌ６５６５逆转录病毒的作用，以探讨其治疗艾滋病的
可能性。方法 用小鼠Ｌ６５６５病毒感染出生２４ｈ内
的乳鼠建立模型；以 ＲＴＰＣＲ法测定血浆病毒载量；
流式细胞术测定 ＣＤ４＋，ＣＤ８＋细胞的百分数，计算
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞的比值；镜检计数外周血白细胞、
红细胞和骨髓有核细胞数；测定脾脏、胸腺的重量并

计算脏体系数。结果 与正常对照组相比，模型组

小鼠血浆病毒载量较高（４１６５±１９８），ＣＤ４＋细胞百
分率（１８．２±４．９）、红细胞、骨髓有核细胞数及胸腺
系数显著降低，而白细胞数和脾脏系数显著升高

（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１，ｎ＝１０）；与模型组相比，ＡＰＳ
在１０和３０ｍｇ·ｋｇ－１剂量下血浆病毒载量显著降低
（３３２８±１０３和３３９４±１７１），ＣＤ４＋细胞百分率（５２．６±
５．８和５７．０±５．５），ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值（３．６±０．６和
３．４±０．５）、红细胞、骨髓有核细胞数及胸腺系数显
著升高，白细胞数和脾脏系数显著降低（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１，ｎ＝１０）。结论 ＡＰＳ不仅具有一定的抗
病毒作用，而且对免疫功能有一定的调节作用，提示

其对艾滋病可能有一定的治疗作用。
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多糖的硫酸酯化衍生物是一类具有多种生理活

性的物质，如增强机体免疫功能、抗凝血、抗肿瘤、抗
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病毒等，特别是其具有的抗艾滋病病毒（ＨＩＶ）活性，
使硫酸化多糖的研究成为多糖研究领域的新热

点［１］。关于硫酸化多糖的抗ＨＩＶ１作用已有很多报
道［２］。这一类药物不仅可以抑制病毒复制，而且具

有良好的免疫调节作用，因此受到各国学者的重视。

作者从新鲜当归中提取了水溶性当归多糖，对其进

行硫酸化修饰并证实其对免疫功能有良好的促进作

用［３］。作者合成了不同取代度的当归多糖硫酸酯

（Ａｎｇｅｌｉｃａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｕｌｆａｔｅ，ＡＰＳ），在小鼠脾细胞
增殖反应中发现取代度与增殖反应存在一定的关

系，取代度增高，作用增强。许多研究亦证实，多糖

硫酸酯抑制病毒作用与取代度有关，在较高取代度

时抑制作用较强［４］。因此选用取代度较高的一个产

物进行试验。小鼠白血病病毒（ｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａ
ｖｉｒｕｓ，ＭｕＬＶ）与ＨＩＶ同属逆转录病毒，可诱发小鼠淋
巴细胞和粒细胞白血病［５，６］，用它感染小鼠可以出

现类似人艾滋病的症状，因此常被用作抗艾滋病药

物的初筛实验。本研究应用 Ｌ６５６５ＭｕＬＶ复制小鼠
逆转录病毒模型，研究当归多糖硫酸酯体内对小鼠

逆转录病毒的治疗作用。

１ 材料和方法

１．１ 药品与试剂

ＡＰＳ为本实验室合成［３］，取代度１．５７，用时以生
理盐水溶解；齐多拉米双夫定（ｃｏｍｂｉｖｉｒ，英国葛兰素
威康集团）；ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ）；小牛血清
（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＣＤ４，ＣＤ８ＦＩＴＣ单克隆抗体（晶美公司）；
焦碳酸乙二酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）博士德生
物公司；Ｔｒｉｚｏｌ（Ｇｉｂｃｏ）；ｍＲＮＡ选择性 ＰＣＲＶｅｒ１．
１ＴａＫａＲａ（Ｂｉｏｔｅｃｈ）；参照文献［７］设计上游引物为 ５′
ＧＡＧＡＣＴＧＴＴＧＧＡＣＣＡＧＧＧＡＡ３′（Ｐ１）；下游引物为 ５′
ＴＴＧＴＣＣＴＧＡＧＡＴＴＣＣＣＡＴ３′（Ｐ２），由上海生工生物公
司合成。

１．２ 病毒株

Ｌ６５６５ＭｕＬＶ株，由上海第二医科大学病理生理
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学教研室提供。

１．３ 动物与仪器

昆明种小鼠，出生２４ｈ内，体重１～２ｇ，♀、♂
兼用，由第四军医大学实验动物中心提供，生产合

格证为陕动字０８０１３号。
ＤＹＹⅢ２型电泳仪（北京六一仪器厂）；Ｇｅ

ｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ２４００仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）；凝胶成像
仪（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；流式细胞仪（Ｃｏｕｌｔｅｒ
ＥＬＴＴＥＥＳＰ，Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）；ＨＩＴＡＣＨＩＣＲ２１Ｆ型离
心机（日本）。

１．４ 小鼠逆转录病毒模型的建立

采用Ｌ６５６５ＭｕＬＶ复制逆转录病毒模型。参照
文献［８］并改进方法感染出生２４ｈ内的乳鼠，３周后
分笼饲养；第４周取部分动物测定血浆病毒载量、淋
巴细胞ＣＤ４＋，ＣＤ８＋百分数、主要免疫器官湿重、细
胞计数等指标，证实逆转录病毒模型建立成功。

１．５ 当归多糖硫酸酯的治疗作用

将造模动物随机分为５组（每组１０只）：模型组；
ＡＰＳ３，１０和３０ｍｇ·ｋｇ－１，ｉｐ给药；阳性药齐多拉米双
夫定９０ｍｇ·ｋｇ－１，ｉｇ给药；同时设正常对照组。每日
给药１次，连续３０ｄ。末次给药后检测上述指标。
１．５．１ 血浆病毒载量的测定

参照文献［９］用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取血浆中病毒
ＲＮＡ，紫外可见分光光度计对 ＲＮＡ样品进行定量和
纯度检验。参照试剂盒说明进行逆转录反应，制备

ｃＤＮＡ，反应总体积为 ２０μＬ，加入 ９．５μＬ提取的
ＲＮＡ，反应在４２℃孵育４５ｍｉｎ，然后９５℃５ｍｉｎ终止
反应。参照试剂盒说明进行 ＰＣＲ反应，反应体系总
体积为１００μＬ，ＰＣＲ反应循环参数设置为：变性温度
９２℃，４５ｓ；退火温度 ５７℃，４５ｓ；延伸温度 ７２℃，１
ｍｉｎ。共２８个循环，７２℃保温５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物的定
量采用琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪记录图像并对

凝胶上每一条带进行光密度扫描定量，结果以综合

吸光度值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）表示。
１．５．２ ＣＤ４＋及ＣＤ８＋淋巴细胞的测定

肝素抗凝血１００μＬ，应用ＦＩＴＣ标记的ＣＤ４、ＣＤ８
单抗，在流式细胞仪上测定外周血中 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋

淋巴细胞的百分数，并计算其比值。

１．５．３ 免疫器官重量的测定

以上各组动物活杀后取胸腺、脾脏称湿重并计

算脏体系数。

１．５．４ 外周血白细胞、红细胞及股骨髓有核细胞计数
分别取全血２０μＬ加入ＷＢＣ和ＲＢＣ稀释液，显

微镜下计数 ＷＢＣ和 ＲＢＣ；剥离股骨，用 Ｈａｎｋｓ液使
骨髓细胞分散成单个细胞悬液，镜下计数骨髓有核

细胞。

１．６ 统计学处理

所有数据用珋ｘ±ｓ表示，经 ＳＰＳＳ统计软件进行
方差分析。

２ 结果

２．１ 当归多糖对血浆病毒载量的影响

模型组血浆病毒载量较高，条带较亮；ＡＰＳ及齐
多拉米双夫定组与模型组相比，病毒载量明显降低，

条带亮度明显减弱（图１）。定量分析结果见表１。

Ｆｉｇ１． ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｓｕｌｆａｔｅ
（ＡＰＳ）ｏｎｖｉｒａｌｌｏａｄｉｎｍｉｃｅ．Ｌａｎｅ１：ｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ２：
ｍｏｄｅｌ；ｌａｎｅ３：ｃｏｍｂｉｖｉｒ；ｌａｎｅｓ４－６：ＡＰＳ３，１０ａｎｄ３０ｍｇ·
ｋｇ－１；ｌａｎｅ７：ｍａｒｋｅｒ．ＮｅｏｎａｔａｌｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬ６５６５
ｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｔｏｓｅｔｕｐｍｏｄｅｌ．Ｆｏｕｒｗｅｅｋｓｌａｔｅｒ，ｔｈｅｍｉｃｅ
ｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｂｙＡＰＳｏｒｃｏｍｂｉｖｉｒｆｏｒ３０ｄ．ＴｈｅｎｔｈｅｖｉｒａｌＲＮＡｉｎ
ｐｌａｓｍａｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＴｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｖｉｒａｌｌｏａｄｉｎｐｌａｓｍａ．
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Ｔａｂ１． ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＰＳｏｎｖｉｒａｌｌｏａｄｉｎｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ
／ｍｇ·ｋｇ－１

ＩＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７９±２６

Ｍｏｄｅｌ ４１６５±１９８

ＡＰＳ ３ ３９３５±２４３

１０ ３３２８±１０３＃＃

３０ ３３９４±１７１＃＃

Ｃｏｍｂｉｖｉｒ ９０ １９８２±１４９＃＃

ＳｅｅＦｉｇ１ｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＩＡ＝ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｍｏｄｅｌ．

２．２ 当归多糖对淋巴细胞百分数的影响

表２结果显示，模型组ＣＤ４＋淋巴细胞的百分数
与正常对照组相比明显降低；与模型组相比，ＡＰＳ在

３～３０ｍｇ·ｋｇ－１范围内，ＣＤ４＋细胞的百分数显著升
高，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值亦明显升高。

Ｔａｂ２． ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＰＳｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣＤ４＋ ａｎｄ
ＣＤ８＋ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ
／ｍｇ·ｋｇ－１ ＣＤ４＋／％ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３３．６±７．３ １．６±０．４
Ｍｏｄｅｌ １８．２±４．９ １．４±０．３
ＡＰＳ ３ ５５．８±２．６＃＃ ３．６±０．７＃＃

１０ ５２．６±５．８＃＃ ３．６±０．６＃＃
３０ ５７．０±５．５＃＃ ３．４±０．５＃＃

Ｃｏｍｂｉｖｉｒ ９０ ２７．０±２．１＃＃ １．８±０．９

ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣＤ４＋ｃｅｌｌｓｍｅａｎｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣＤ４＋ｃｅｌｌｓｉｎｔｏｔａｌ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ．

２．３ 当归多糖对小鼠免疫器官脏体系数的影响

解剖动物肉眼可见模型组动物的脾脏、淋巴

结明显肿大，个别动物脾、淋巴结异常巨大。由表３
结果也可以看出，模型组小鼠的脾脏系数显著升高，

而胸腺系数显著降低；与模型组相比，ＡＰＳ和齐多拉
米双夫定均能显著降低模型动物的脾脏系数、升高

胸腺系数。

Ｔａｂ３． ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＰＳｏｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｔｈｙｍｕｓｉｎｄｅｘｉｎ
ｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ
／ｍｇ·ｋｇ－１

Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ
／ｍｇ·ｋｇ－１

Ｔｈｙｍｕｓｉｎｄｅｘ
／ｍｇ·ｋｇ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．２±０．６ ２．３±０．５

Ｍｏｄｅｌ ９．１±２．７ ０．９±０．５

ＡＰＳ ３ ５．６±０．９＃＃ ２．３±０．７＃＃

１０ ５．９±１．２＃＃ １．６±０．５＃

３０ ６．９±１．５＃＃ １．８±０．６＃＃

Ｃｏｍｂｉｖｉｒ ９０ ３．８±０．６＃＃ １．７±０．５＃

珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎ
ｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ．

２．４ 当归多糖对白细胞、红细胞、骨髓有核细胞数

的影响

表４结果显示，与对照组相比，模型组 ＷＢＣ显
著升高，ＲＢＣ和骨髓有核细胞数显著降低；与模型组
相比，齐多拉米双夫定及 ＡＰＳ能显著降低 ＷＢＣ数；

ＡＰＳ分别在３和１０ｍｇ·ｋｇ－１剂量下显著升高ＲＢＣ和
骨髓有核细胞数；齐多拉米双夫定组骨髓有核细胞

数与模型组相比没有显著差异，而 ＲＢＣ进一步显著
降低。

Ｔａｂ４． ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＰＳｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＷＢＣ，ＲＢＣａｎｄｍａｒｒｏｗｋａｒｙｏｔｅｓｉｎｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ
／ｍｇ·ｋｇ－１ ＷＢＣ×１０－９／Ｌ ＲＢＣ×１０－１２／Ｌ Ｍａｒｒｏｗｋａｒｙｏｔｅｓ×１０－９／Ｌ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５．８±１．２ ６．６±０．７ ４．６±０．９

Ｍｏｄｅｌ ２１．８±９．７ ５．０±１．０ ２．０±０．７

ＡＰＳ ３ ４．３±０．９＃＃ ８．５±１．７＃＃ ２．２±０．６

１０ ５．１±０．１＃＃ ５．５±１．６ ３．２±１．０＃＃

３０ ６．３±１．４＃＃ ４．８±１．５ ２．７±０．６

Ｃｏｍｂｉｖｉｒ ９０ ４．４±０．９＃＃ ３．１±１．３＃＃ ２．０±０．５

珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ．

·５９·中国药理学与毒理学杂志 ２００５年４月；１９（２）



３ 讨论

艾滋病发病机制研究结果显示，即使大部分病

毒从被感染的个体排除，病人的免疫系统也不能回

复到正常功能［１０］。ＨＩＶ感染引起的免疫功能异常
是多方面的，其中最主要的是 ＣＤ４＋淋巴细胞数减
少和免疫功能下降，因此，病毒载量和 ＣＤ４＋淋巴细
胞计数常被临床作为 ＡＩＤＳ发病和衡量治疗效果的
重要指标。齐多拉米双夫定是鸡尾酒疗法的骨干药

物，能有效清除病人体内的病毒。

从本研究结果看，在疗效上，齐多拉米双夫定在

降低血浆病毒载量方面的作用明显优于当归多糖硫

酸酯，但后者在提高 ＣＤ４＋淋巴细胞数方面的作用
要明显好于前者，能显著提高病毒感染小鼠 ＣＤ４＋

淋巴细胞数和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值，这是当归多糖硫酸
酯的优势所在。在副作用方面，齐多拉米双夫定的

组成成分齐多夫定和拉米夫定存在较严重的副作

用，能引起贫血、中性粒细胞和白细胞减少。

本研究中观察到齐多拉米双夫定显著降低

ＷＢＣ和 ＲＢＣ，恰是药物副作用的表现。遗憾的是，
本研究观察到的当归多糖硫酸酯也存在一定的副作

用，甚至在个别指标如脾指数的恢复上还不如齐多

拉米双夫定。

总之，作者在当归多糖硫酸酯治疗艾滋病方面

做了初步的探索，观察到了一定的疗效，有其自身的

优势，也存在不足，其最终的治疗效果还有待临床评

价。

另外，在实验中作者还观察到当归多糖硫酸酯３
个剂量的量效关系不明显，可能主要原因为多糖类药

物作用在一些观察指标上存在最适剂量，作用的强弱

不一定随剂量的升高而增强，在最适剂量时作用最

强，作者的其他实验也观察到类似现象。
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ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ；ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ；ｖｉｒａｌｌｏａｄ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅｏｆＳｈａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（０３４７）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．

（本文编辑 乔 虹）

更 正

由于本人失误，发表在《中国药理学与毒理学杂志》２００４年第１８卷第６期的论文“利用细菌／杆状病毒系
统在昆虫细胞中表达人类ＵＧＴ１Ａ６”（第４４４－４４８页）中，所有 Ｖｍａｘ值的单位应更正为μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１ｐｒｏ．，特
此更正。

作者 郑水莲

２００５０２２３

·７９·中国药理学与毒理学杂志 ２００５年４月；１９（２）


