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2 结果

2 组不同时间点血中内毒素含量比较，见表 1。72 h 内对

照组、治疗组大鼠各死亡 2 例，治疗组排粪便量增多，便质

为稀烂便。3 h 时，血中内毒素含量，2 组比较，差异无显著

性意义(P > 0.05)。24 h、72 h 时，治疗组内毒素含量较对照

组明显下降，2 组比较，差异均有显著性意义(P < 0.05)。

表 1 2 组不同时间点血中内毒素含量比较(x±s) ng/L

与对照组比较，①P < 0.05

3 讨论

在 SAP 状态下，肠黏膜的结构和功能会受到损害，肠黏

膜损伤、萎缩，肠通透性增加，导致细菌和内毒素易位，并可

诱发和加重全身炎症反应和多器官功能障碍。内毒素引起炎症

反应的病理作用可以分为系统和细胞两个方面。在整体水平

上，内毒素可激活补体级联反应，导致凝血系统活化，纤维蛋

白形成增加、降解减少，凝血系统出现的这些改变可发生弥散

性血管内凝血(DIC)。在细胞水平上，内毒素可刺激某些效应

细胞产生活性因子，如 B 细胞分泌多克隆抗体、肥大细胞和

嗜碱细胞产生化学趋化分子、组胺，以及血小板分泌生长因子

和凝集分子、中性粒细胞释放活性氧分子；内毒素刺激单核细

胞、巨噬细胞和内皮细胞等产生多种促炎细胞因子。这些细胞

因子可迅速活化不同组织器官的细胞，导致机体代谢、激素水

平和神经内分泌改变，进而造成细胞功能异常和不同器官功能

衰竭[3~4]。
本研究结果显示，SAP 大鼠血中内毒素水平明显升高，

而甘遂灌胃可明显降低内毒素水平，可能和大鼠排较多量的烂

便有关，通过改善肠道功能，减少肠源性内毒素释放，从而获

得内毒素的下降。
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组 别

治疗组

对照组

n
28

28

3 h

0.108±0.015

0.137±0.016

24 h

0.073±0.034①

0.148±0.043

72 h

0.046±0.013①

0.079±0.008
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金银花体外抗呼吸道合胞病毒作用研究
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［摘要］ 目的：研究金银花体外抑制呼吸道合胞病毒作用的效果和强度。方法：采用细胞病变抑制实验，噻唑蓝 （MTT） 比

色法检测细胞活性，观察金银花在人宫颈癌传代细胞 （Hela） 中对人呼吸道合胞病毒 3 型的抑制作用，以治疗指数 （TI） 为评价

指标。结果：金银花对 Hela 细胞半数中毒浓度 （TC50） 为 5 mg/mL，最大无毒浓度 （TC0） 为 3.6 mg/mL。对呼吸道合胞病毒有

直接灭活作用，其半数抑制率 （IC50） 为 0.16 mg/mL，TI 为 31.2；在吸附阶段也有作用，其 IC50 为 0.48 mg/mL，TI 为 10.5；同时

金银花有抑制呼吸道合胞病毒生物合成作用，其 IC50 为 1.0 mg/mL，TI 为 5.0；金银花不能阻止呼吸道合胞病毒侵入细胞。结论：

金银花在体外主要通过直接灭活、阻止病毒吸附和抑制生物合成三种方式发挥抗呼吸道合胞病毒作用。
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呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus，RSV)是引起

3 岁以下小儿呼吸道感染最重要的病原微生物，同时也是致使

某些免疫抑制人群和老年人群发病和死亡的重要原因[1]。现有

的抗病毒药利巴韦林，不良反应使其在婴幼儿的应用受到限

制，疗效也存在争议。现代药理学研究表明，金银花(Lonicera
japonica Thund.)具有一定的抗病毒作用。本研究通过体外实

验，验证金银花抗呼吸道合胞病毒的能力，以期为临床治疗提

供理论依据。
1 材料

1.1 病毒株和细胞株 人呼吸道合胞病毒 3 型由本实验室保

存；Hela 细胞株为武汉大学典型培养物保藏中心提供，常规

方法传代培养。
1.2 药品与试剂 金银花由中山大学医学院中药房提供。用

水提醇沉法处理，减压浓缩，消毒 G6 漏斗过滤制成浓度为

600 000 μg/mL 的金银花母液待用；对照组药物病毒唑注射液

(Ribavirin)，山东益康药业有限公司市售商品，50 mg/mL，批

号 ： 200211061； 新 生 牛 血 清 (杭 州 四 季 青 生 物 公 司 )；
RPMI- 1640 培养液(美国 Gibco 公司)；MTT(美国 Sigma)；二

甲基亚砜(DMSO，上海菲达有限公司)。
2 方法

2.1 药物配制 用 RPMI- 1640 培养液将金银花 (6g/mL)按
1∶100、1∶200、1∶400、1∶800、1∶1 600、1∶3 200、
1∶6 400、1∶12 800、1∶25 600、1∶512 000 和 1∶102 400
比例进行稀释，其药液质量浓度分别为 60 mg/mL、30 mg/mL、
15 mg/mL、7.5 mg/mL、3.75 mg/mL、1.875 mg/mL、0.937
mg/mL、 0.468 mg/mL、 0.234 mg/mL、 0.167 mg/mL 和

0.08 mg/mL。
2.2 病毒毒力测定 以 50% 组织培养感染量 (50% tissue
culture infective dose，TCID50)表示病毒毒力。将病毒培养液

做 10 倍系列稀释从 10- 1 至 10- 10。将各稀释度的病毒液接

种于单层 Hela 细胞中，每一稀释度 8 个复孔，同时设阴性对

照 ， 37℃培 养 3~5 天 ， 观 察 细 胞 病 变 (cytopathic effect，
CPE)。用 Reed- Muench 法求出对细胞半数感染量(TCID50)。
2.3 金银花毒性测定 将细胞维持液稀释的不同浓度金银花

分别加入 Hela 细胞已长成单层的 96 孔细胞培养板中，每个

浓度重复 8 个复孔，同时设立正常细胞对照，置于 37℃、5%
CO2 培养箱内培养，连续观察 3 天，记录细胞形态变化。培养

结束前 4 h，吸弃培养板中液体，PBS 冲洗 3 次，每孔加入

MTT(5 mg/mL)20 μL，于 37 ℃培养箱中培养 4 h，去上清后

每孔加 DMSO 200 μL，微量振荡器振荡 5 min，酶标读数仪

比色(波长 492 nm)测吸光度值。实验重复 3 次。
2.4 金银花在 Hela 细胞内抗呼吸道合胞病毒实验

2.4.1 对病毒的直接灭活作用 在药物无毒范围内，不同浓

度的含药维持液分别与 100TCID50 呼吸道合胞病毒液等量混

合，37℃作用 2 h 后，将其接种在 Hela 细胞已长成单层的 96
孔细胞培养板中，37℃吸附 2h 后，弃上清，加维持液 200
μL，每一浓度设 8 个复孔，实验同时设细胞对照、病毒对照

和病毒唑(50 μg/mL)对照，置于 5% CO2、37℃孵箱培养。每

天观察 CPE。当病毒对照细胞病变达 75%以上，MTT 法检测

细胞存活率。实验重复 3 次。
2.4.2 对病毒复制增殖的抑制作用 在长成单层的 Hela 细胞

的 96 孔板上，每孔接种 20 μL 的 100TCID50 呼吸道合胞病毒

病毒液，37℃吸附 2 h，弃病毒液。在药物无毒范围内加入不

同浓度的含药维持液，每孔 200 μL，每一浓度设 8 个复孔，

实验同时设细胞对照、病毒对照和病毒唑(50 μg/mL)对照，余

方法同 2.4.1。
2.4.3 对病毒吸附的作用 在药物无毒范围内，不同浓度的

含药维持液分别与 100TCID50 呼吸道合胞病毒病毒液等量混合

后，立即加到已长成单层 Hela 细胞的 96 孔细胞培养板中，

37℃吸附 2 h 后，弃去 96 孔板中液体，加维持液 200 μL，每

一浓度设 8 个复孔，实验同时设细胞对照、病毒对照和病毒

唑(50 μg/mL)对照，余方法同 2.4.1。
2.4.4 对呼吸道合胞病毒侵入细胞的阻断作用 在药物无毒

范围内，每孔细胞预先加入不同浓度的含药维持液 200 μL，

作用 4 h 后用 PBS 洗涤 3 次，每孔再加入 100TCID50 呼吸道

合胞病毒，吸附 2 h，弃病毒上清，加维持液 200 μL，每一浓

度设 8 个复孔，实验同时设细胞对照、病毒对照和病毒唑

(50 μg/mL)对照，余方法同 2.4.1。
Hela 细胞存活率(% )= 药物组吸光度值 / 细胞对照组吸光

度值×100%，抑制率(% )=100% - 存活率。病毒抑制率＝(药
物处理组吸光度值－病毒对照组吸光度值)/(细胞对照组吸光度

值－病毒对照组吸光度值)×100%。治疗指数(TI)= 半数毒性

浓度(TC50)/ 半数抑制浓度(IC50)。
2.4.5 统计学方法 采用 SPSS11.5 软件处理。组间比较采用

方差分析。
3 结果

3.1 病毒毒力测定 采用 Reed－Muench 法计算 RSV 在

Hela 细 胞 中 的 TCID50 为 105，25 实 验 中 病 毒 攻 击 量 为 100
TCID50/100 μL。
3.2 金银花对 Hela 细胞的毒性作用 金银花对 Hela 细胞的

［关键词］ 金银花；人呼吸道合胞病毒 （RSV）；细胞病变 （CPE）；MTT 法
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毒性作用表现为细胞增殖缓慢、颗粒较多、折光性强、形态改

变、部分细胞破碎脱落。金银花对细胞的毒性作用在随着药物

浓度的降低而降低，细胞存活率逐渐增加。MTT 检测结果表

明，金银花对 Hela 细胞的毒性作用 TC50 值为 5 mg/mL，最大

无毒浓度(TC0)为 3.6 mg/mL。
3.3 金银花在 Hela 细胞内抗呼吸道合胞病毒实验结果

3.3.1 不同方式作用下金银花对呼吸道合胞病毒的抑制作用

见表 1。对病毒的直接灭活作用，呼吸道合胞病毒感染所致的

Hela 细胞 CPE 特征为细胞肿胀、变圆、细胞间融合、脱落、
碎裂。在金银花无毒范围内，随浓度增加，呼吸道合胞病毒所

致的 CPE 程度降低，病毒抑制率与浓度呈正相关，与病毒对

照比较，差异有非常显著性意义(P < 0.01)，抑制效果优于病

毒唑(P < 0.05)。说明该金银花具有直接灭活呼吸道合胞病毒

的作用，其对呼吸道合胞病毒的 IC50 为 45 mg/mL，TI为 31.2。
3.3.2 对病毒复制增殖的抑制作用 见表 1。结果表明，金银

花能明显抑制呼吸道合胞病毒生物合成，表现在随着金银花浓

度的增加，细胞肿胀、变圆等典型 CPE 特征逐渐减弱，细胞

存活率明显升高，金银花抑制细胞病变的作用随着浓度的增加

而增强，与病毒唑对照比较，差异有非常显著性意义 (P <
0.01)，抑制效果优于病毒唑(P < 0.05)。其对呼吸道合胞病毒

的 IC50 为 30 mg/mL，TI为 10.5。
3.3.3 金银花对呼吸道合胞病毒不同方式作用下 CPE 对病毒

吸附的作用 每天观察 CPE 情况，随着金银花浓度的增加，

典型的 CPE 表现逐渐下降，MTT 结果显示抑制病毒增殖，与

病毒对照比较，差异有非常显著性意义(P < 0.01)，抑制效果

优 于 病 毒 唑 (P < 0 . 01 )， 其 对 呼 吸 道 合 胞 病 毒 的 IC50 为

1 mg/mL，TI为 5.0。
3.3.4 对呼吸道合胞病毒侵入细胞的阻断作用 金银花不同

浓度组均出现典型的 CPE，MTT 结果显示病毒抑制率与病毒

对照比较，差异无显著性意义(P＞0.05)，说明金银花对病毒侵

入细胞均无阻断作用，对呼吸道合胞病毒感染无预防作用。

表 1 不同方式作用下金银花对呼吸道合胞病毒的抑制作用

与病毒唑比较，①P < 0.05，②P < 0.01

4 讨论

由病毒引起的感染性疾病一直严重威胁人类的生命与健

康，而病毒感染最常见的就是呼吸道病毒造成的感染。在呼吸

道病毒中呼吸道合胞病毒的危害不容忽视[2]。呼吸道合胞病毒

是导致婴幼儿下呼吸道感染的最重要的病毒病原，同时也是导

致某些免疫抑制人群发病和死亡的重要原因[3]。目前唯一用于

化学疗法的药物病毒唑作为广谱抗病毒药，被用于治疗呼吸道

合胞病毒感染[4]，但临床实际应用中效果并不理想，由于目前

尚无有效疫苗用于预防，针对抗呼吸道合胞病毒的特异性药物

还有待开发。寻找一种高效、安全、副作用少的抗病毒药物的

研究势在必行。
金银花应用于临床已有千年历史，对治疗各种瘟疫痈肿病

证，其疗效是确切的，未见有毒副作用和耐药性，也能与其它

西药抗生素药物结合使用，近年来，国内外学者运用现代理论

知识进行了全面分析和研究，作了大量的药理临床工作，从科

学的角度证实了金银花具有广谱抗菌、抗病毒、抗肿瘤、增强

免疫及解热抗炎、利胆、保肝、降脂、抗生育、止血、抗溃疡

等多种药理作用[5]。
本文初步研究了金银花抗呼吸道合胞病毒的作用效果。金

银花对 Hela 细胞的半数细胞毒性浓度 TC50 为 5 mg/mL，最大

无毒浓度(TC0)为 3.8 mg/mL，表明对细胞无明显的毒性作用。
MTT 结果显示，金银花对呼吸道合胞病毒有直接灭活作用，

而且随着浓度的升高，灭活作用增强，说明药物可能具有直接

杀伤病毒的作用，或者药物中的某一天然化合物在体表能与呼

吸道合胞病毒表面的某个特征性部位相结合，使呼吸道合胞病

毒很难进入细胞进行复制。同时，金银花对抑制呼吸道合胞病

毒在细胞内增殖有明显的作用，而且优于对照组药物病毒唑，

其作用机理可能是抑制病毒核酸复制或阻止病毒蛋白合成。金

银花在病毒对细胞的吸附阶段也起到一定作用，可能是呼吸道

合胞病毒的纤突被破坏，阻止了病毒的吸附，使病毒不能进入

细胞内复制。金银花对病毒侵入细胞均无阻断作用，说明金银

花不能与细胞表面受体结合，从而不能预防病毒的感染。金银

花抗呼吸道合胞病毒作用机制还有待进一步研究。
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作用方式

/ 浓度

直接灭活

生物合成

吸附阶段

阻断作用

1.875

79.4

69.9

61.0

0

0.937

70.7

56.6

48.3

0

0.468

61.0

50.1

33.0

0

0.234

46.6

45.6

29.6

0

0.167

36.8

39.2

19.9

0

0.08

20.6

30.1

11.0

0

病毒唑(50μg/mL)

10

22

4

6

IC50

45

30

11

0

TI

31.2①

10.5②

5.0②

0

药物不同质量浓度(mg/mL)时的病毒抑制率％
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