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广西藤茶提取物 ＴＴＦ含药血清

对乙型肝炎病毒 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ的抑制作用

杨　柯，郑作文，欧贤红
（广西中医学院药学院，南宁　５３０００１）

［摘　要］　目的　观察从广西藤茶中提取出的一有效部位ＴＴＦ抗乙型肝炎病毒的作用。方法　采用 ＭＴＴ法观察
ＴＴＦ含药血清对２．２．１５细胞分泌 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的抑制作用。结果　ＴＴＦ含药血清对２．２．１５细胞分泌的 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｅＡｇ有显著抑制作用。结论　ＴＴＦ可明显抑制２．２．１５细胞ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的分泌，提示ＴＴＦ具有抗ＨＢＶ的作用。
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　　 藤茶系葡萄科蛇葡萄属植物显齿蛇葡萄
（Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ（ＨａｎｄＭａｚｚ）Ｗ．Ｔ．Ｗａｎｇ）的
嫩茎叶，在广西、广东、云南、贵州、福建等均有分布，亦

称甜藤茶、田婆茶、乌蔹、红五爪金龙、大齿蛇葡萄。其

味甘、淡，性凉。具有清热解毒、祛风湿、强筋骨、抗炎

镇痛之功效。藤茶在民间流传应用已有数百年历史，

是瑶族群众的家常备用药。民间用于治疗黄疸型肝

炎、感冒发热、咽喉肿痛、急性结膜炎或水煎外洗治疗

痈疮湿毒等［１～３］。藤茶主要成分是黄酮类化合物，含

量约为４５．５２％［４］。郑作文等［５］研究结果表明藤茶总

黄酮对２．２．１５细胞分泌的ＨＢｓＡｇ抑制率为４３．１４％，
半数有效剂量（ＩＣ５０）为 ４０．２１μｇ·ｍＬ

１，治疗指数

（ＳＩ）为３．１１；对２．２．１５细胞分泌的ＨＢｅＡｇ抑制率为
３３．７６％；对 ＨＢＶＤＮＡ有一定抑制作用。为此，笔者
应用血清药理学原理对从广西藤茶中提取出的一有效

部位ＴＴＦ进行半体内抗乙型肝炎病毒的实验研究。
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现报道如下。

１　实验材料　
１．１　药物　ＴＴＦ为浅黄色粉末结晶，由本校中药化学
教研室提供，含量 ＞９０％。阳性对照药：拉米夫定，葛
兰素威康制药公司生产，批号：Ｂ００８９２３。
１．２　细胞和病毒　２．２．１５细胞是 ＨＢＶＤＮＡ克隆转
染人肝癌细胞株，由美国 ＭｏｕｎｔＳｉｎａｉ医学中心构建，
购自中国医学科学院医药生物技术研究所。

１．３　试剂　ＥａｇｌｅｓＭＥＭ干粉（美国 ＧＩＢＣＯ公司产
品）；胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）；

Ｇ４１８（Ｇｅｎｔｉｃｉｎ）；Ｌ谷氨酰胺（Ａｍｒｅｓｃｏ分装）；ＭＴＴ
（Ｆｌｕｋａ，ＭＷ４１４．３）；ＤＭＳＯ（ＡＲ，广州市新港化工有限
公司）；ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ试剂盒（厦门英科新创科技有
限公司产品，批号：２００６０３１１）。
１．４　仪器　ＢＰ２１１Ｄ万分之一克电子天平（德国赛多
利斯）；倒置显微镜（德国 ＬＥＩＣＡＢＭＩＲＢ）；酶标仪（奥
地利ＳＵＮＲＩＳＥ）；培养瓶（美国 ＰｒｏｍｅｇａＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；
９６孔板、２４孔板（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；微量移液器（法
国 Ｇｉｌｓｏｎ）；ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ高速低温离心机（德国
Ｈｅｒａｅｕｓ）；二氧化碳 （ＣＯ２）培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｏｒｍａ）；ＤＬＥ５６０超净工作台（荷兰 ＣｌｅａｎＡｉｒ）；座式自
动电热压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）。
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２　方法　
２．１　ＴＴＦ含药血清在２．２．１５细胞培养中对 ＨＢＶ的
抑制作用［６］　
２．１．１　细胞培养　把２．２．１５细胞用含１０％胎牛血
清的ＭＥＭ培养液置于３７℃、５％ＣＯ２环境中的孵养箱
中培养，每天在倒置显微镜下观察其生长情况，２～３ｄ
换培养液１次，７～１０ｄ长满培养瓶。
２．１．２　含药血清的制备　取健康小鼠１５只，分为空
白对照组（给予０．９％氯化钠溶液）、实验药物组（给予
ＴＴＦ６００ｍｇ·ｋｇ１）和阳性对照组（给予拉米夫定 ８０
ｍｇ·ｋｇ１）。均灌胃给药，ｂｉｄ，连续３ｄ。末次药后１ｈ
尾部静脉取血，分离血清，于５６℃温育３０ｍｉｎ灭活，
用实验用培养液分别释稀至４０％和２０％，滤菌，４℃
保存备用。

２．１．３　ＴＴＦ含药血清在 ２．２．１５细胞培养中对
ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的抑制作用　在长满２．２．１５细胞的培
养瓶中，用０．２５％的胰酶消化液进行消化成为单个细
胞悬液，取少量消化后的细胞置于细胞计数板进行计

数。调其浓度为含细胞１×１０５个·ｍＬ１，接种于９６孔
板，每孔加 １００μＬ，于 ３７℃、５％ＣＯ２培养。在接种
２．２．１５细胞２４ｈ后加４０％，２０％含药血清以及４０％，
２０％不含药血清（终末浓度为２０％，１０％），每种浓度
３孔，另设细胞对照孔，于第４天换含相同浓度的含药

血清、不含药血清及完全培养液，维持至第８天，于第
８天时观察细胞形态并收集培养液，采用 ＥＬＩＳＡ法按
试剂盒进行操作，测定ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ。按公式计算每
种浓度 ＴＴＦ含药血清的抗原抑制百分率（％）。抗原
抑制百分率（％）＝［细胞对照吸光度（Ａ）－给药实验
吸光度］／细胞对照吸光度×１００％。
３　结果　
３．１　ＴＴＦ含药血清在２．２．１５细胞培养第８天后细胞
的形态学改变　以不同浓度（２０％，１０％）含药血清和
细胞对照（细胞培养液）培养２．２．１５细胞８ｄ，于第４
天时换相同药液或培养液，同时于倒置显微镜下观察

细胞形态变化。２０％ＴＴＦ含药血清组出现细胞皱缩、
生长缓慢，细胞数量明显减少等现象；１０％ＴＴＦ含药血
清组细胞生长较好，形态与细胞对照组比较相似，但细

胞数量仍明显减少；空白对照组细胞生长状态与细胞

对照组比较细胞形态无明显改变，细胞数量也没有明

显减少。

３．２　ＴＴＦ含药血清在２．２．１５细胞培养中对 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｅＡｇ的抑制作用　实验结果表明：ＴＴＦ含药血清能
明显降低 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ吸光度值（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）；对 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的抑制率均显著升高（Ｐ＜
０．０１）。与阳性对照组比较差异无显著性。见表１。

　　　　　　　　　　　　　表１　ＴＴＦ对体外培养 ２．２．１５细胞表达ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的影响　 ｘ±ｓ，ｎ＝５

组别
剂量／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＨＢｓＡｇ
２０％

Ａ值 抑制率／％
１０％

Ａ值 抑制率／％

ＨＢｅＡｇ
２０％

Ａ值 抑制率／％
１０％

Ａ值 抑制率／％
细胞对照组 － １．３１±０．２３ － ０．８４±０．６４ － １．２９±０．４３ － ０．９２±０．２１ －
空白对照组 － １．１２±０．３２ １４．４５±１０．５４ ０．８０±０．４６ ４．６７±５．３７ １．１６±０．３３ １０．０５±４．１９ ０．８９±０．１４ ３．１８±１．５２
阳性对照组 ８０ ０．２４±０．０４２ ８２．０７±５．１８２ ０．３５±０．０４２ ５６．７０±７．３４２ ０．６７±０．１５２ ４８．６７±９．７７２ ０．６４±０．１１２ ３３．４２±７．９０２

实验药物组 ６００ ０．３３±０．０６２ ７３．９１±８．６４２ ０．４５±０．０９１ ４９．４２±７．５２２ ０．７８±０．３０２ ３９．５６±１２．１６２ ０．６５±０．１８２ ３０．６６±１１．６５２

　　与空白组比较，１Ｐ＜０．０５，２Ｐ＜０．０１．

４　讨论　
中药血清药理学是指在动物经口服给药后一定时

间采血分离血清，用此含药血清进行体外实验的一种

实验方法［７］。目前认为，该方法适合在细胞、亚细胞、

分子水平对中药及中药复方进行深入的机制研究；其

可信度、科学性、可行性都较以往应用中药粗制剂直接

体外给药进行中药药理研究具有一定的优势。既能防

止中药粗制剂本身理化性质对体外实验的干扰，又能

反映中药在胃肠道消化吸收，再经生物转化，最后产生

药理效应的过程，代表了药物在体内产生作用的真正

有效成分；不仅反映了药物中可吸收部分的直接作用，

而且能反映药物成分在机体作用下形成的代谢产物和

药物诱导产生的机体内源性物质的间接效果。

笔者采用血清药理学方法观察 ＴＴＦ在２．２．１５细
胞培养中对 ＨＢＶ的抑制作用。结果表明 ＴＴＦ有抑制
２．２．１５细胞分泌ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ的作用。提示ＴＴＦ具
有体内抗ＨＢＶ的可能性。
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复方抗病毒制剂体外抗流感病毒和

呼吸道合胞病毒作用及毒性研究
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［摘　要］　目的　测定复方抗病毒制剂体外对流感病毒和呼吸道合胞病毒的抗病毒作用。方法　用鸡红细胞血
凝素滴定法测定不同浓度复方抗病毒制剂在狗肾传代细胞（ＭＤＣＫ）中对流感病毒的抑制作用；用中和实验测定复方抗
病毒制剂在Ｈｅｐ２细胞中对呼吸道合胞病毒的活性。结果　复方抗病毒制剂浓度 ＜１．５ｍｇ·ｍＬ１时对 ＭＤＣＫ细胞及
Ｈｅｐ２细胞无明显毒性。浓度＞０．１５ｍｇ·ｍＬ１能抑制流感病毒的血凝活性和呼吸道合胞病毒对靶细胞的攻击作用。结
论　复方抗病毒制剂体外对流感病毒和呼吸道合胞病毒具有较强的抑制作用，且有较大的安全性。
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　　目前抗病毒西药虽然品种较多，但多数选择性低
和不良反应较重，长期使用易产生耐药性。中药在抗

病毒方面有其独特优点，特别是不良反应相对较低，不

易形成耐药性，目前在病毒性疾病，特别是呼吸道病毒

性疾病的治疗中仍占重要地位。笔者研究了复方抗病

毒制剂体外对流感病毒和呼吸道合胞病毒的抑制作

用，现报道如下。

１　材料与方法　
１．１　材料　
１．１．１　病毒株和细胞　 甲型流感病毒 Ａ／ＰＲ／８／３４

［收稿日期］　２００７０９２０
［作者简介］　杨道锋（１９６４－），男，湖北安陆人，副教授，

副主任医师，博士，从事感染性疾病的研究和临床工作。电话：

０２７－８３６６３６０５，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｄａｏｆｅｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

（Ｈ１Ｎ１）、呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，
ＲＳＶ）、狗肾传代细胞 ＭＤＣＫ细胞株和 Ｈｅｐ２细胞（喉
癌细胞）均由武汉大学医学院病毒所杨占秋教授提

供。

１．１．２　药物　复方抗病毒制剂由佛山康立泰有限公
司生产提供。复方抗病毒制剂由板蓝根、菊花、金银

花、连翘、鱼腥草、紫草、贯众、黄莲、黄芩、黄柏、穿心

莲、甘草等１７味中药组成，加水煮沸后过滤浓缩，浓度
为１２％。干扰素 α２ｂ（商品名：万复因）由上海万兴
制药有限公司出品，每支１００万Ｕ，加２ｍＬＲＭＰＩ１６４０
溶解，定为原液。

１．２　复方抗病毒制剂对流感病毒抑制作用的测定　
１．２．１　复方抗病毒制剂对正常 ＭＤＣＫ细胞的毒性测
定　将复方抗病毒制剂作１４～１２５６倍比稀释，加
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