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摘要： 目的　 研究菊苣酸体外抑制呼吸道合胞病毒 （ＲＳＶ） 活性的作用。 方法　 采用细胞病变法检测菊苣酸抗 ＲＳＶ
的活性。 通过观察菊苣酸不同给药方式的抗病毒作用以及菊苣酸对病毒吸附和穿入细胞的阻断作用， 检测菊苣酸抗

ＲＳＶ 的活性， 通过药物半数中毒浓度 （ＴＣ５０）、 半数有效浓度 （ＥＣ５０） 以及治疗指数 （ＴＩ） 进行评价。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检

测菊苣酸对 ＲＳＶ 基因组复制的影响。 结果　 菊苣酸对 ＲＳＶ 诱导的细胞病变具有抑制作用， 其 ＴＩ 值为 ２ ０７１， 对 ＲＳＶ
吸附和穿入细胞的过程无抑制作用， 对 ＲＳＶ 基因组的复制增殖具有抑制作用。 结论　 菊苣酸具有较强的体外抗 ＲＳＶ
作用， 主要是发生在病毒穿入细胞后的某一阶段。
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　 　 呼吸道合胞病毒 （ＲＳＶ） 是副黏病毒科肺炎病毒属的

一种在全球范围内引起婴幼儿急性下呼吸道感染的人类呼

吸道病毒［１⁃２］ ， 其易感人群主要为 ６ 个月以下的婴儿及高龄

人群， ＲＳＶ 感染后可引起毛细支气管炎、 肺炎、 上呼吸道

感染等多种临床疾病， 严重者还可引起病毒性哮喘［３］ 。 全

球每年约有 ３ ３００ 万名婴幼儿死于呼吸道疾病， 因 ＲＳＶ 感

染死亡的婴幼儿和老人数量也呈现出上升的趋势， 严重危

害人类健康， 逐渐引发社会关注［４］ 。
菊苣酸是一种主要存在于紫锥菊、 菊苣中的苯丙酸类

化合物， 具有抑菌、 抗病毒、 抗炎及调节免疫的作用［５⁃８］ 。
菊苣酸对多种病毒具有抑制作用。 Ｚｈａｎｇ 等［９］ 通过 Ｄ⁃半乳

糖胺诱导的人正常肝细胞 ＨＬ⁃７７０２ 损伤模型研究菊苣叶中

菊苣酸抗乙型肝炎的特性， 结果表明， １０ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 菊

苣酸能够减轻其损伤； １～ １００ μｇ ／ ｍＬ 菊苣酸在受感染的鸭

胎肝细胞中显著抑制鸭乙型肝炎病毒 （ＤＨＢＶ） 的 ＤＮＡ 复

制。 Ｌａｎｇｌａｎｄ 等［１０］发现， 菊苣酸等具有咖啡酰基部分有机

化合物与各种金属和其他无机离子配对时， 其咖啡酸抗单

纯疱疹病毒 （ＨＳＶ） 的特性增强。 Ｒｏｂｉｎｓｏｎ 等［１１］ 通过体外

实验验证， 人类免疫缺陷病毒 （ＨＩＶ） 整合酶抑制剂 Ｌ⁃菊
苣酸与蛋白酶抑制剂、 齐多夫定组合具有抗 ＨＩＶ 活性的

作用。
目前， 菊苣酸抗病毒作用已有不少报道， 但其抗 ＲＳＶ

的研究却很少， 本实验从细胞水平研究菊苣酸抗 ＲＳＶ 的作

用， 以期为进一步开展菊苣酸抗病毒机制研究和新药研制

提供理论基础。
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１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物 　 菊苣酸对照品 （纯度≥９８％ ， 批号

Ｐ０８Ｍ１０Ｆ８２４７４）， 购自上海源叶生物科技有限公司； 利巴

韦林注射液 （批号 ０１９０５０８３）， 购自石药银湖制药有限公

司； Ｑｕａｃｅｌｌ 特级胎牛血清 （南美血源， 批号 １２３４５６７８９０），
购自中山康天晟合生物技术有限公司； 不完全 ＲＰＭＩ⁃１６４０
细胞培 养 液 （ 不 含 双 抗 ）、 青 链 霉 素 混 合 液 （ 批 号

２０１９０６２２、 ２０１９０７２４）， 购自江苏凯基生物技术股份有限公

司； ０􀆰 ２５％ Ｔｒｙｓｉｎ⁃ＥＤＴＡ （批号 ２０４８０８０）， 购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司； ＴＲＮｚｏｌ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂 （批号 Ｕ８８０７），
购自天根生化科技 （北京） 有限公司； ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺 Ⅲ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ） （批号 ７Ｅ４０２Ｇ０）， 购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司； ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ Ⅱ （Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） （批号 ＡＪＦ２５９７９Ａ）， 购自宝日

医生物技术 （北京） 有限公司； ５０ × ＴＡＥ 缓冲液 （批号

２０１９１２０４）， 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司； Ｒｅｇｕｌａｒ
ＡＧＡＲＯＳＥ Ｇ⁃１０ （批号 １８２２１５）， 购自上海徕创生物科技有

限公司； 磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ， ｐＨ ７􀆰 ４）， 购自国药集团化

学 试 剂 有 限 公 司。 中 性 红、 氯 仿 （ 批 号 ２０１２０７１０、
２０１３０７３０）， 购自天津市科密欧化学试剂有限公司； 氯化钠

（ＮａＣｌ）、 氯化钾 （ＫＣｌ）、 磷酸二氢钾 （ＫＨ２ＰＯ４）、 磷酸氢

二钠 （Ｎａ２ＨＰＯ４ ）、 异丙醇、 无水乙醇 （批号 ２０１８０６０２、
２０１５０３１５、 ２０１６０９２９、 ２０１８０４１０、 ２０１９０２２７、 ２０１９０５１７ ），
购自 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司； ＤＥＰＣ 水 （ 批 号

０１１７２０２００４１７）， 购自上海碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 细胞与病毒　 人喉癌上皮细胞 （Ｈｅｐ⁃２） 和 ＲＳＶ 均由

山东省医学科学院基础医学研究所提供。 所有涉及 ＲＳＶ 的

实验均在山东省医学科学院基础医学研究所 ＢＳＬ⁃２ 实验室

中进行。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＡＢＩ ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）； Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｏｎｅ 超微量紫外光度计、 －８０ ℃ ７２５ 型超低

温冰柜 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 超净工作台 （上海力申科学

仪器有限公司）； ＣＯ２ 恒温培养箱 （山东莱索科技有限公

司）； ＴＤ５Ｍ 型高速台式离心机 （长沙湘智离心机仪器有限

公司）； 酶标仪 （芬兰 Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； 倒置显微镜 （日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＤＹＹ⁃６Ｃ 型电泳仪 （北京六一生物科技

有限公司）； 微波炉 （广东格兰仕微波生活电器制造有限

公司）。
１􀆰 ４　 引物　 根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 已收录的呼吸道合胞病毒融合

蛋白 （ＲＳＶ⁃Ｆ）， 甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 应用引

物设计与合成委托铂尚生物技术 （上海） 有限公司， 见

表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＲＳＶ⁃Ｆ 正向 ＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧＧＡＣＴＧＣＴＣＣＴ

反向 ＡＣＣＡＣＴＣＡＧＴＴＧＡＴＣＣＴＴＧＣＴ
７５

ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
反向 ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ
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２　 方法

２􀆰 １　 溶液配制

２􀆰 １􀆰 １　 菊苣酸　 称取菊苣酸对照品 ４ ｍｇ， 加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ，
用移液器吹打均匀使其完全溶解， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤，
配制成质量浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 避光冷藏保存。
２􀆰 １􀆰 ２　 利巴韦林 　 将 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 利巴韦林注射液用 ＰＢＳ
稀释成 ４ ｍｇ ／ ｍＬ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌， 置 ４ ℃冰

箱保存备用。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＢＳ 　 称取 ＮａＣｌ ８０ ｇ、 ＫＣｌ ２ ｇ、 ＫＨ２ＰＯ４ ２􀆰 ４ ｇ、
Ｎａ２ＨＰＯ４ ３６􀆰 ２８ ｇ， 加蒸馏水至 １ Ｌ， 调整 ｐＨ 值为 ７􀆰 ４， 过

滤除菌， 分装， 置 ４ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 １􀆰 ４　 中性红染液　 称取 ＮａＣｌ ５０ ｇ、 中性红 ２􀆰 ５ ｇ， 在 ４５０
ｍＬ 蒸馏水中加入 ５０ ｇ ＮａＣｌ 使其完全溶解， 配制成 ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ 溶液， 与中性红粉末混匀， 即得。
２􀆰 １􀆰 ５　 脱色液 　 ５０％ 乙醇与 ０􀆰 １ ｍｏＬ ／ Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４ 溶液混

匀， 即得。
２􀆰 ２　 细胞复苏传代　 将冻存于液氮罐中的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞冻存

管取出， 迅速放入 ３７ ℃水中搅动使其快速溶解， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ， 弃去冻存管内的冻存液， 于离心管中加入１ ｍＬ
含 １０％ 特级胎牛血清 （ＦＢＳ） 的 ＲＰＭＩ １６４０， 将细胞吹打

均匀并转移至细胞培养瓶中， 加入 ９ ｍＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的

ＲＰＭＩ １６４０， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ， 待其长成

单层后， 用 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化， 进行 １ ∶ ２ 传代， 细胞长

成单层时用于病毒扩增或体外抗病毒实验。
２􀆰 ３　 病毒扩增　 将长有单层 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的培养瓶中的培养

液弃去， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 将 ＲＳＶ 接种到已长成单层的细胞

上， ３７ ℃吸附 ３０ ｍｉｎ， 加入 １０ ｍＬ １６４０ 维持液 （含 ２％
ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０）， 置 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养。 同时

设置细胞对照组， 只添加等体积含 ２％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０，
显微镜下观察细胞病变效应， 待病变达到 ８５％ 以上时终止

实验， 反复冻融 ３ 次， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 上清液定量

分装， 于－８０ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 ４　 病毒毒力检测 　 采用 Ｒｅｅｄ⁃Ｍｕｅｎｃｈ 法［１２］ 检测病毒半

数组织培养感染剂量 （ＴＣＩＤ５０）。 将 Ｈｅｐ⁃２ 细胞以每孔 １×

１０５ 个的密度接种到 ９６ 孔板中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下

培养过夜， 用 ２％ ＲＰＭＩ １６４０ 将病毒液以 １０ 倍比依次稀释

（１×１０－１ ～ １×１０－１２）， 横向依次接种在 ９６ 孔板内单层细胞

上， 纵向重复 ３ 孔， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养， 每天

观察细胞病变效应， ９６ ｈ 后每孔加入 １００ μＬ 中性红染液，
置 ３７ ℃染色 １ ｈ， 弃去染液， 用水将多余染料充分洗涤，
每孔加入 １００ μＬ 脱色液， 室温放置 １５ ｍｉｎ， 在 ５４０ ｎｍ 处

检测吸光度 （Ａ）， 计算 ＴＣＩＤ５０。
２􀆰 ５　 药物对 Ｈｅｐ⁃２ 细胞毒性实验　 在 ９６ 孔板中接种 Ｈｅｐ⁃２
细胞， 培养 ２４ ｈ 使细胞形成单层， 用 ２％ ＲＰＭＩ １６４０ 将菊

苣酸、 利巴韦林进行 ２ 倍比系列稀释， 按稀释度顺序横向

接种于 ９６ 孔板中的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞上， 每孔 １００ μＬ， 每个稀释

度设置 ３ 个复孔， 并设置细胞对照组， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

条件下培养 ７２ ｈ， 采用 Ｒｅｅｄ⁃ｍｕｅｎｃｈ 法计算药物半数中毒
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浓度 （ＴＣ５０）， 在 ５４０ ｎｍ 处检测吸光度 （Ａ）， 计算细胞存

活率。
２􀆰 ６　 体外抗病毒实验 　 将生长状态良好的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞接

种于 ９６ 孔板中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ， 弃去

上清液， 依次加入 ２ 倍比系列稀释的菊苣酸与等体积 １００
ＴＣＩＤ５０病毒液的混合液 １００ μＬ， 每个稀释度设置 ３ 个复孔，
并设置细胞对照组、 病毒对照组、 菊苣酸组、 利巴韦林组，
细胞对照组加入 １００ μＬ 细胞维持液， 病毒对照组加入

５０ μＬ病毒和 ５０ μＬ 维持液， 菊苣酸组与利巴韦林组加入 ５０
μＬ １２５ μｇ ／ ｍＬ 菊苣酸、 利巴韦林和 ５０ μＬ 病毒， ９６ 孔板置

于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养， 每天观察细胞病变效

应， 待病毒对照组细胞病变效应均达 ８５％ 以上时， 用

Ｒｅｅｄ⁃ｍｕｅｎｃｈ 法计算菊苣酸的半数有效浓度 （ＥＣ５０）， 得到

菊苣酸的治疗指数 （ＴＩ）， 公式为治疗指数 （ＴＩ） ＝ 半数中

毒浓度 （ＴＣ５０） ／半数有效浓度 （ＥＣ５０） ［１３］
。

２􀆰 ７　 菊苣酸不同给药方式对 ＲＳＶ 增殖的影响 　 将 Ｈｅｐ⁃２
细胞接种于 ９６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ 后使细胞长成单层， 按

照以下 ３ 种方式进行抗 ＲＳＶ 活性检测， 分别为先加 ＲＳＶ，
２ ｈ 后添加菊苣酸； 先加菊苣酸， ２ ｈ 后添加 ＲＳＶ； 同时添

加 ＲＳＶ 和菊苣酸， 按 “２􀆰 ５” 项下方法检测不同给药方式

对菊苣酸抗 ＲＳＶ 活性的影响。
２􀆰 ８　 菊苣酸抑制 ＲＳＶ 复制时段的影响

２􀆰 ８􀆰 １　 吸附实验 　 参考文献 ［１４］ 报道， 将长成单层的

Ｈｅｐ⁃２ 细胞在 ４ ℃ 下预冷 １ ｈ， 弃去培养液， 接种 １００
ＴＣＩＤ５０ 的 ＲＳＶ 和 ６２􀆰 ５、 ３１􀆰 ２５、 １５􀆰 ６３、 ７􀆰 ８１３、 ３􀆰 ９１、
１􀆰 ９５３、 ０􀆰 ９８、 ０􀆰 ４９ μｇ ／ ｍＬ 菊苣酸 （５０ μＬ ／孔）， 在 ４ ℃下

孵育 ３ ｈ， 弃去培养液， ＰＢＳ 洗 ３ 次， 添加细胞维持液， 放

入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 同时设置正常细胞对照

和病毒对照， 按 “２􀆰 ５” 项下方法检测菊苣酸对 ＲＳＶ 吸附

细胞的影响。
２􀆰 ８􀆰 ２　 穿入实验 　 参考文献 ［１４］ 报道， 将长成单层的

Ｈｅｐ⁃２ 细胞在 ４ ℃ 下预冷 １ ｈ， 弃去培养液， 接种 ＲＳＶ
（５０ μＬ ／孔）， ４ ℃ 孵育 ３ ｈ， 加入 ６２􀆰 ５、 ３１􀆰 ２５、 １５􀆰 ６３、
７􀆰 ８１３、 ３􀆰 ９１、 １􀆰 ９５３、 ０􀆰 ９８、 ０􀆰 ４９ μｇ ／ ｍＬ 菊 苣 酸 药 液

（５０ μＬ ／孔）， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 孵育 １ ｈ， 弃去培养液， 用碱

性 ＰＢＳ （ｐＨ １１） 处理 １ ｍｉｎ， 灭活未穿入病毒， 立即用酸

性 ＰＢＳ （ｐＨ ３） 中和， 弃去中性 ＰＢＳ， 添加细胞维持液，
放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中继续培养， 同时设正常细胞

对照和病毒对照， 按 “２􀆰 ５” 项下方法检测菊苣酸对 ＲＳＶ
穿入细胞的影响。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＲＳＶ 基因组复制 　 将长成单层的

Ｈｅｐ⁃２ 细胞在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下孵育 １２ ｈ， 弃上清， 接

种 ＲＳＶ， ２ ｈ 后弃病毒液， ＰＢＳ 冲洗 ２ 次， 加入 １２５ μｇ ／ ｍＬ
菊苣酸及 ２５０ μｇ ／ ｍＬ 利巴韦林药液， 同时设置细胞对照组

和病毒对照组， 当病毒对照组细胞病变达到 ８５％ 以上时，
采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， １􀆰 ２％ 琼脂糖凝胶电泳观察

ＲＮＡ ２８Ｓ、 １８Ｓ、 ５Ｓ 条带清晰度， 检测 ＲＮＡ 降解和 ＤＮＡ 污

染。 在 ２６０、 ２８０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ）， 计算 ＲＮＡ 的

纯度和含量。 按照逆转录试剂盒说明书配制相应试剂，
３７ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ １５ ｓ 进行逆转录， － ２０ ℃ 保存备用。
按照 ＰＣＲ 扩增反应试剂盒说明书配置相应试剂， 进行扩增

反应， 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３４ ｓ， 共 ４０
个循环； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ 为

内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法进行 ＲＳＶ⁃Ｆ 相对定量分析。
２􀆰 １０　 统计学分析　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ６ 进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 病毒 ＴＣＩＤ５０检测 　 ＲＳＶ 的 ＴＣＩＤ５０为 １×１０－６􀆰 ６６７ ／ ０􀆰 １ ｍＬ。
３􀆰 ２　 菊苣酸对 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的毒性　 随着菊苣酸质量浓度的

减小， 细胞折光性、 皱缩、 变圆、 破碎甚至脱落等细胞病

变效应特征减弱。 当菊苣酸质量浓度≥２５０ μｇ ／ ｍＬ 时， 细

胞存活率低于 ５０％ ； 当菊苣酸质量浓度≤１２５ μｇ ／ ｍＬ 时，
细胞病变极少， 存活率达 ９０％ 以上， 见图 １。 菊苣酸 ＴＣ５０

值为 １７１􀆰 ９ μｇ ／ ｍＬ， 其阳性对照利巴韦林 ＴＣ５０ 值为 ５７８􀆰 ７
μｇ ／ ｍＬ。

图 １　 菊苣酸和利巴韦林对 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的毒

性作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 菊苣酸对 ＲＳＶ 的抑制作用 　 由图 ２ 可知， 细胞对照

组细胞呈现鳞形， 数量多， 排列紧密； 病毒对照组细胞变

圆， 皱缩， 间隙增大， 脱落； 菊苣酸组细胞排列紧密， 未

变圆； 利巴韦林组中细胞出现大量病变， 细胞变圆， 发生

皱缩， 间隙增大， 甚至脱落， 提示药物在无药物毒性范围

内能有效地抑制 ＲＳＶ 引起的细胞病变。 对菊苣酸和利巴韦

林 （两者质量浓度均为 ６２􀆰 ５ ～ ０􀆰 １２２ μｇ ／ ｍＬ） 抗 ＲＳＶ 效果

进行比较， 发现菊苣酸优于利巴韦林 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３。
菊苣酸抑制 ＲＳＶ 的 ＥＣ５０ 值为 ０􀆰 ０８３ μｇ ／ ｍＬ， ＴＩ 为 ２ ０７１；
利巴韦林 ＥＣ５０值为 １３８􀆰 ８２５ μｇ ／ ｍＬ， ＴＩ 为 ４􀆰 ２。
３􀆰 ４　 菊苣酸不同给药方式对 ＲＳＶ 增殖的影响 　 感染 ＲＳＶ
２ ｈ后添加菊苣酸， 添加菊苣酸 ２ ｈ 后再接种 ＲＳＶ 以及同时

添加菊苣酸和 ＲＳＶ 的 ３ 组实验中， 菊苣酸对 ＲＳＶ 均具有抑

制作用， 并且各实验组之间无明显差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 见

图 ４。
３􀆰 ５　 菊苣酸抑制 ＲＳＶ 复制时段的影响　 分别在 ＲＳＶ 吸附

和穿入细胞时， 添加不同浓度的菊苣酸进行干预， 结果表

明吸附和穿入组的细胞存活率皆与病毒组相当， 并未因菊
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图 ２　 菊苣酸和利巴韦林抑制 ＲＳＶ Ｈｅｐ⁃２细胞病变 （×２００）

注： 与利巴韦林组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 菊苣酸对 ＲＳＶ 的抑制作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ４　 菊苣酸不同给药方式抗 ＲＳＶ 的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

苣酸的干预而延缓细胞病变。 由此表明， 菊苣酸对 ＲＳＶ 吸

附和穿入细胞的过程无抑制作用， 菊苣酸的抗 ＲＳＶ 作用应

发生在病毒穿入细胞以后的某个阶段， 见图 ５～６。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 菊苣酸对 ＲＳＶ 吸附细胞的阻断作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 菊苣酸对 ＲＳＶ 基因组复制的影响 　 与病毒对照组比

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 菊苣酸对 ＲＳＶ 穿入细胞的阻断作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

较， 菊苣酸组和阳性对照利巴韦林组 ＲＳＶ⁃Ｆ ｍＲＮＡ 表达低

于病毒对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明在复制阶段， 菊苣酸能够

抑制 ＲＳＶ 的复制表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
表 ２　 菊苣酸对 ＲＳＶ 基因组复制的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＲＳＶ⁃Ｆ ｍＲＮＡ 相对表达量

病毒对照组 ０􀆰 ７７５±０􀆰 ２００

正常对照组 ０􀆰 ００４±０􀆰 ００１＃＃

菊苣酸组 ０􀆰 ０１４±０􀆰 ０１２＃＃

利巴韦林组 ０􀆰 ３４９±０􀆰 １０１＃＃

　 　 注： 与病毒组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

本研究通过细胞病变效应法在细胞水平研究菊苣酸抗

ＲＳＶ 的作用， 结果表明， 菊苣酸对 ＲＳＶ 在 Ｈｅｐ⁃２ 细胞内的

复制过程具有抑制作用， 其 ＥＣ５０值为 ０􀆰 ０８３ μｇ ／ ｍＬ， ＴＩ 为
２ ０７１， 根据新药药理毒理学研究指导原则， ＴＩ＞２ 则视为高

效低毒［１５］ 。 不同给药方式的实验结果显示， 无论是先感染

ＲＳＶ 还是先加入菊苣酸， 菊苣酸都具有抑制 ＲＳＶ 的作用，
表明菊苣酸在 ＲＳＶ 侵入细胞的阶段并未发挥其抗病毒作

用。 菊苣酸阻断 ＲＳＶ 穿入与吸附的实验研究表明， 干预组

细胞存活率与病毒对照组无显著差异， 并未因为菊苣酸的

干扰而延缓细胞病变， 即菊苣酸对 ＲＳＶ 吸附和穿入细胞的

过程均无抑制作用。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果表明， 菊苣酸可以抑制

ＲＳＶ 基因组的复制。 因此， 可以确定菊苣酸对 ＲＳＶ 的抑制

是发生在病毒穿入细胞后的阶段。
菊苣酸是从天然植物中提取出来的活性成分， 成分单

一明确， 安全性相对较高。 目前， 临床上常用的抗 ＲＳＶ 药

物为西药利巴韦林， 然而其只适合病重者及高危人群的治
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疗［１６］ ， 并且在临床上具有一定的不良反应， 如头痛、 恶

心、 出血、 高剂量利巴韦林对心脏还有损伤［１７⁃１８］ ， 因此其

治疗的有效性和安全性依然有待研究［１９］ 。 本研究还发现其

阳性对照利巴韦林的 ＴＩ 为 ４􀆰 ２， 抑制 ＲＳＶ 的效果弱于菊苣

酸， 提示菊苣酸有望成为抗 ＲＳＶ 的候选药物的主要有效

成分。
另外， 菊苣酸对 ＲＳＶ 穿入细胞后的抗病毒机制可能为

①阻止 ＲＳＶ 的蛋白表达， 或阻断非结构蛋白的功能； ②诱

导细胞产生 ＩＦＮ； ③刺激免疫细胞或诱导多种细胞因子发

挥免疫调节作用。 菊苣酸确切的抗病毒机制还需要进一步

的研究。
综上所述， 菊苣酸具有显著的抗 ＲＳＶ 作用， 提示其具

有用于治疗 ＲＳＶ 感染的良好前景， 且为进一步的体内实验

和临床应用提供了理论基础。
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