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摘要： 目的　 研究清热化湿抗毒方对 ２２９Ｅ 型人冠状病毒 （ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ） 的体外抑制作用。 方法　 采用体外 ＭＲＣ⁃５ 及

ＨｕＨ⁃７ 细胞模型分析清热化湿抗毒方的药物毒性及抗 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 的体外药效， 通过空斑实验验证其对 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 的

抑制作用。 设置预防给药组、 感染期给药组和清热化湿抗毒方高、 中、 低剂量组， 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测清

热化湿抗毒方对病毒 ＲＮＡ 表达的抑制作用； 免疫荧光法检测病毒结构蛋白的表达； 并对各组病毒上清液的半数组织

感染量 （ＴＣＩＤ５０）、 核酸拷贝数、 炎症因子水平进行检测。 结果　 清热化湿抗毒方对 ＭＲＣ⁃５ 和 ＨｕＨ７ 细胞的半数毒性

浓度 （ＴＣ５０） 分别为 ８􀆰 ４８１、 ７􀆰 ７９３ ｍｇ ／ ｍＬ， 对 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 的半数抑制浓度 （ ＩＣ５０） 分别为 ０􀆰 ７９８、 １􀆰 １０１ ｍｇ ／ ｍＬ， 治

疗指数分为 １０􀆰 ６２８、 ７􀆰 ０７８； 且对 ＭＲＣ⁃５ 感染 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 后病毒空斑的形成具有抑制作用。 在 ＲＮＡ 和蛋白表达方面，
清热化湿抗毒方各剂量组可不同程度地抑制细胞内 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 的复制。 而在病毒上清液中， 清热化湿抗毒方可降低

活病毒载量、 核酸拷贝数及炎症因子 ＩＬ⁃６ 水平。 结论　 清热化湿抗毒方具有较好的体外抗 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 药物活性， 其

抗病毒机制可能与差异调控 ｍｉＲＮＡ 直接靶向病毒 ＲＮＡ 或宿主炎症应答基因发挥抑制作用有关。
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　 　 近年来， 严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２ （ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃
２） 造成新型冠状病毒肺炎 （ＣＯＶＩＤ⁃１９） 全球大流行， 给

人类健康和社会发展带来了严重的危害。 截至 ２０２３ 年 １１
月 １９ 日， 全球已报告 ７􀆰 ７２ 亿确诊病例和 ６００ 多万例死亡，
且病毒仍在传播和不断变异中［１］ 。 可感染人的冠状病毒

（ＨＣｏＶ） 属于中医理论中的 “疫疠之邪”， 邪气侵袭人体

时， 首犯太阴肺， 或入太阴脾， 或入少阳三焦， 或入阳明

胃肠； 虽有寒湿、 湿热之分， 但起病不离太阴肺， 病性不

离湿［２］ 。 结合江西地区病例起病多寒湿、 临证多见湿热、
兼夹燥象的特点， 国医大师伍炳彩教授针对中医致病特点，
基于 《金匮要略》 和 《温病条辨》 中风湿在表化热及肺疟

相关理论创制了清热化湿抗毒方［３］ 。 清热化湿抗毒方对大

量上焦湿热证型的 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者的临床效果显著且无明

显不良反应［４］ ， 还被用于治疗多种呼吸道传染病， 但其

是否能直接抑制病毒尚未明确。 本研究采用生物安全要求

较低的 ２２９Ｅ 型人冠状病毒 （ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ） 开展实验， 通

过体外感染人细胞评价清热化湿抗毒方的抗病毒药效， 结

合空斑试验、 活病毒载量、 病毒蛋白及核酸拷贝数指标对

其作用机制进行探讨， 以期为后续临床应用提供理论

依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞　 人胚肺细胞 （ＭＲＣ⁃５）、 人肝癌细胞 （ＨｕＨ⁃７）
购于中国典型培养物保藏中心， 使用完全培养基 （含 ８４％
高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 １５％ ＦＢＳ 及 １％ 青 ／链霉素） 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 条件下培养， 根据培养情况换液， 每 ２ ～ ３ ｄ 传代

１ 次。
１􀆰 ２　 病毒　 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 病毒由中国疾病预防控制中心病毒

所卢学新教授惠赠， 接种于 ＭＲＣ⁃５ 细胞上， 使用维持培养

基 （含 ９７％ 高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 ２％ ＦＢＳ 及 １％ 青 ／链霉

素）， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下扩增培养 ４８ ｈ， 反复冻融 ３
次， 离心后收集上清液。 上清液过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即

得病毒液。 取少量病毒液检测其 ＴＣＩＤ５０以确定活病毒载量，
其余病毒液分装， 于－８０ ℃保存。 若冷冻保存时间超过 ６
个月， 使用前需重新滴定 ＴＣＩＤ５０。 本实验中所用病毒液为

含 １００ ＴＣＩＤ５０的 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ （ＭＯＩ＝ ０􀆰 １）。
１􀆰 ３　 药物　 清热化湿抗毒方饮片 （含燀苦杏仁 ９ ｇ、 黄芩

９ ｇ、 连翘 ９ ｇ、 茯苓 ９ ｇ、 白豆蔻 ６ ｇ、 滑石 ９ ｇ、 桑叶 ９ ｇ、
广藿香 ９ ｇ、 生薏苡仁 １５ ｇ、 生甘草 ６ ｇ） 购于江西江中中
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药饮片有限公司， 参考 《中药饮片标准汤剂研究策略》 ［５］ ，
加入 ８ 倍量水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 第一次煎 ３０ ｍｉｎ， 第二次煎 ２０
ｍｉｎ， 药液过滤后合并， ５８ ℃减压浓缩至 １ ｇ ／ ｍＬ， 真空干

燥制成干粉， ４ ℃贮藏。 使用前用超纯水配制成质量浓度

为 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 得母液。 利

巴韦 林 （ ＲＢＶ） 注 射 液 （ 规 格 １ ｍＬ ／ １００ ｍｇ， 批 号

Ｈ１９９９３５５３） 购于河南润弘制药股份有限公司， 于 ４ ℃
贮藏。
１􀆰 ４　 试剂　 胎牛血清 （ＦＢＳ， 货号 ＦＳＰ５００， 苏州依科赛生

物科技股份有限公司）； 高糖型 ＤＭＥＭ 培养基、 青霉素⁃链
霉素 （１０ ０００ Ｕ ／ ｍＬ）、 ０􀆰 ２５％ 胰酶⁃ＥＤＴＡ （批号 １１９６５１２６、
１５１４０１６３、 ２５３０００５４， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； １×ＰＢＳ、 １×ＰＢＳＴ、
二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、 １％ 结晶紫染色液、 ４％ 多聚甲醛固

定液、 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００、 ５％ ＢＳＡ 封闭液 （货号 Ｐ１０２０、 Ｐ１０３１、
Ｄ８３７１、 Ｇ１０６２、 ＦＢ００２、 Ｔ８２００、 ＳＷ３０１５， 北京索莱宝科技

有限公司）； 细胞活性测定试剂盒 （ＣＣＫ８）、 ＹＦ 􀅺５９４ 羊抗

兔二抗、 ＤＡＰＩ 染色液、 抗荧光淬灭剂 （货号 Ｃ６００５Ｍ、
Ｙ６１０７Ｓ、 Ｄ４０８０、 Ａ４０８１， 苏州优逸兰迪生物科技有限公

司）； ＳｔｅａｄｙＰｕｒｅ 病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒 （货号 ＡＧ２１０２１，
湖南艾科瑞生物工程有限公司）； 逆转录试剂盒、 嵌合染

料法 ｑＰＣＲ 试剂盒 （货号 ＭＲ０５１０１、 ＭＱ１０７０１Ｓ， 苏州莫纳

生物科技有限公司）； 一步探针法 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒 Ｈｕｍａｎ
（货号 Ｑ２２３⁃０１， 南京诺唯赞生物科技股份有限公司）； 人

ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ 货 号 ＣＨＥ０００９、
ＣＨＥ００１３⁃０９６、 ＣＨＥ００１９， 北京四正柏生物科技有限公司）；
兔抗 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 核衣壳抗体 （货号 ４０６４０⁃Ｔ６２， 北京义翘

神州生物技术有限公司）。
１􀆰 ５　 仪器 　 Ｄ１００８Ｅ 掌上离心机、 ＳＫ⁃Ｏ１８０⁃Ｓ ＬＥＤ 数显圆

周摇床 （北京大龙兴创实验仪器股份公司）； Ｎｅｏｆｕｇｅ １５Ｒ
高速台式离心机 （香港力康生物医疗科技控股有限公司）；
Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｆ Ｐｌｅｘ 多功能酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； Ｖｅｒｉｔｉ ９６⁃
ｗｅｌｌ 热 循 环 仪、 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ５ 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪、
ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 微量紫外可见分光光度计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ 􀅺７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检

测系统 （美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； ＵＰＣ ／ ＨＤＳ⁃ＦＬＳ⁃
ＩＸ５３⁃Ｌ１Ｆ 倒置荧光显微镜 （美国 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 公司）； ＤＷ⁃
８６Ｌ３９０Ｄ 超低温医用冰箱 （青岛澳柯玛超低温冷冻设备有

限公司）。
１􀆰 ６　 药物毒性测定　 将处于对数生长期的 ＭＲＣ⁃５ 和 ＨｕＨ⁃
７ 细胞用胰酶消化成单个细胞后， 分别以 １􀆰 ０ × １０４ ／孔及

１􀆰 ５×１０４ ／孔的密度接种于 ９６ 孔板， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件

下过夜培养。 待细胞融合度达到约 ８０％ 时， 将清热化湿抗

毒方母液用含 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基稀释至 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ，
进而按 ２ 倍梯度稀释 ７ 个浓度， 分别加入孔板中继续培养

４８ ｈ， 每个剂量设置 ４ 个复孔。 给药 ４８ ｈ 时， 加入 ＣＣＫ８
试剂并孵育 １ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长测定光密度 （ＯＤ） 值， 并

计算药物 ＴＣ５０值。
１􀆰 ７　 体外抗病毒药效评价 　 将处于对数生长期的 ＭＲＣ⁃５

细胞以 １×１０４ ／孔的密度接种于 ９６ 孔板， 过夜培养， 待细

胞融合度达到 ８０％ 时接种病毒， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下

感染 ２ ｈ 后吸弃病毒液， 加入含不同浓度汤剂的培养基处

理 （使用维持培养基以最大无毒剂量 ２ 倍稀释， 共 ６ 个剂

量）， 每个剂量设 ３ 个复孔， 每天观察细胞病变效应

（ＣＰＥ）， 待病毒对照组 ＣＰＥ 达 ４＋时 （＞７５％ 细胞出现病变

死亡）， ＣＣＫ８ 法检测各组 ＯＤ 值， 计算病毒抑制率， 公式

为病毒抑制率 ＝ ［ （药物组平均 ＯＤ 值 －病毒组平均 ＯＤ
值） ／ （正常组平均 ＯＤ 值－病毒组平均 ＯＤ 值） ］ ×１００％ 。
计算 ＩＣ５０ 值， 并得到安全治疗指数 （ ＳＩ）， 公式为 ＳＩ ＝
ＴＣ５０ ／ ＩＣ５０。
１􀆰 ８　 空斑减少实验　 将处于对数生长期的 ＭＲＣ⁃５ 细胞以

５×１０５ ／孔的密度接种于 ６ 孔板中， 培养至致密单层细胞时

（细胞交汇度＞９０％ ） 进行实验。 正常组使用无血清培养基

干预， 其余每孔加 ３００ μＬ 病毒液感染 ２ ｈ。 使用含 ４％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养基稀释药物， 以 １００ μｇ ／ ｍＬ ＲＢＶ 干预作为利

巴韦林组； 清热化湿抗毒方设高、 中、 低剂量组 （４、 ２、 １
ｍｇ ／ ｍＬ）； 病毒对照组给予含 ４％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基。 以

上含药培养基分别与 １􀆰 ２％ 低熔点琼脂糖按 １ ∶ １ 比例混合

成 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 琼脂糖混合培养基， 待混合液冷却至

３０ ℃时， 每孔加入 ２ ｍＬ 混合液， 室温静置 １５ ｍｉｎ， 凝固

后放回培养箱倒置孵育。 ９６ ｈ 后向每孔加入 １ ｍＬ ４％ 多聚

甲醛４ ℃过夜固定细胞。 清除琼脂糖覆盖层后， 加入 １ ｍＬ
０􀆰 １％ 结晶紫染色液室温染色 １５ ｍｉｎ。 清除染色液并用自来

水轻柔润洗， 晾干后镜下观察斑并计数。 空斑抑制率 ＝
［（病毒组空斑数－药物组空斑数） ／病毒组空斑数］ ×１００％ 。
１􀆰 ９　 病毒核酸检测　 将处于对数生长期的 ＭＲＣ⁃５ 细胞以

１􀆰 ０ × １０５ ／孔的密度接种到 １２ 孔培养板， 预防给药组

（Ｐｒｅ４） 在感染病毒前 ２４ ｈ 更换含 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 清热化湿抗毒

方的生长液， 感染后更换维持液。 当细胞融合度达 ８５％ 时

接种病毒 ２ ｈ。 感染期 （Ｉｎａ４） 给药组在病毒感染 ２ ｈ 过程

中加入 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 清热化湿抗毒方， 感染后更换维持液；
高、 中、 低剂量组在感染病毒后加入含不同质量浓度清热

化湿抗毒方 （４、 ２、 １ ｍｇ ／ ｍＬ） 的维持液培养。 ２４ ｈ 后提

取各组细胞内和细胞外上清液的 ＲＮＡ。 细胞内 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ
核衣壳蛋白 （ＮＰ） ｍＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡ 模板后进行

ｑＰＣＲ 扩增， 以甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 作为内参

进行相对定量分析。 上清液中的 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 膜蛋白 （ＭＰ）
ｍＲＮＡ 使用 ＲＮＡ 样本通过一步探针法进行检测， 同时检测

病毒质粒标准品以绘制标准曲线， 计算各样本病毒核算拷

贝数。 引物和探针均由金斯瑞生物科技股份有限公司合成，
见表 １。
１􀆰 １０　 培养上清液病毒 ＴＣＩＤ５０的检测　 在 “１􀆰 ９” 项下实验

收取样本时候， 取 １００ μＬ 细胞上清液于－８０ ℃保存待检。
另将处于对数生长期的 ＭＲＣ⁃５ 细胞以 １×１０４ ／孔的密度接种

于 ９６ 孔板中， 过夜培养， 待细胞融合度达到 ８０％ 时， 弃单

层细胞培养上清液。 将待检的细胞上清液以 １０ 倍梯度稀释

７ 个浓度， 每孔加入 １００ μＬ 病毒稀释液。 病毒感染 ２ ｈ 后
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　 　 　 　 表 １　 引物及探针序列
名称 序列

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＣＴＣＴＧＧＡＡＡＧＣＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ⁃３′

ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＮＰ 正向 Ｆ： ５′⁃ＣＧＣＡＡＧＡＡＴＴＣＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＣＡＧＴＣＡＧＧＴＴＣＴＴＣＡＡＣＡＡ⁃３′

ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＭＰ 正向 ５′⁃ＴＴＧＧＣＣＡＣＴＣＴＣＧＴＡＣＴＴＧＣＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＴＣＧＡＧＣＡＣＧＴＣＧＧＡＡＡＡＧ⁃３′

探针 ５′⁃ＦＡＭ⁃ＴＴＴＧＡＣＡＣＣＴＧＧＧＣＴＡＡＴＴＧＧＧＡ⁃
ＢＨＱ１⁃３′

吸弃病毒稀释液， 每孔加入 １００ μＬ ＤＭＥＭ＋２％ ＦＢＳ 的维持

培养基， 培养数日。 每日观察细胞， 出现 ＣＰＥ 的以 “ ＋”
标记， 反之标记为 “－”。 采用 Ｒｅｅｄ⁃Ｍｕｅｎｃｈ 法计算各组细

胞上清液的病毒 ＴＣＩＤ５０。
１􀆰 １１　 感染细 胞 中 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 核 衣 壳 蛋白 的 免 疫荧 光

（ＩＦ） 检测　 在 １２ 孔板中铺设细胞爬片， 将 ＭＲＣ⁃５ 细胞以

２􀆰 ０×１０５ ／孔的密度接种于细胞爬片上， 细胞融合度达 ８０％
时接种 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 感染 ２ ｈ， 正常组以无血清培养基同时

干预， 感染后清热化湿抗毒方组加入含 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 清热化湿

抗毒方的维持液， 利巴韦林组加入含 １００ μｇ ／ ｍＬ ＲＢＶ 的维

持液。 培养 ４８ ｈ， ＰＢＳ 润洗后加入 ４％ 多聚甲醛室温孵育

１５ ｍｉｎ， 用预冷的 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 加入含

０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 室温孵育透化 １５ ｍｉｎ 后， ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 避光环境下， 加入含 ５％ ＢＳＡ 室温封

闭 １ ｈ， ＰＢＳ 漂洗 ５ ｍｉｎ 后加入兔抗 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＮＰ 抗体

（以 ５％ ＢＳＡ 按 １ ∶ ２００ 稀释）， ４ ℃孵育过夜； 复温后 ＰＢＳＴ
漂洗 ３ 次， 每次 １５ ｍｉｎ； 加入羊抗兔荧光二抗 （以 ５％ ＢＳＡ
按 １ ∶ ５００ 稀释）， 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次， 每次 １５
ｍｉｎ。 加入 ＤＡＰＩ 室温孵育 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每次

５ｍｉｎ， 取出细胞爬片， 滴加抗荧光淬灭剂， 于载玻片封边

后显微镜下拍照。
１􀆰 １２　 培养上清中炎症因子水平检测 　 采用 ４Ａ Ｂｉｏｔｅｃｈ 的

人 ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 参照说明书检测 “１􀆰 ９” 项下实验所收

集的各组细胞上清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平。
１􀆰 １３　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多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。
２　 结果

２􀆰 １　 清热化湿抗毒方的细胞毒性检测及体外抗病毒药效评

价　 清热化湿抗毒方对 ＭＲＣ⁃５ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞的 ＴＣ５０分别为

８􀆰 ４８１ ｍｇ ／ ｍＬ （图 １Ａ）、 ７􀆰 ７９３ ｍｇ ／ ｍＬ （图 １Ｂ）。 在药物安

全剂量条件下， ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 感染 ＭＲＣ⁃５ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞模型

中， 清热化湿抗毒方抗 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 的 ＩＣ５０ 分别为 ０􀆰 ７９８
ｍｇ ／ ｍＬ （图 １Ｃ）、 １􀆰 １０１ ｍｇ ／ ｍＬ （图 １Ｄ）， ＳＩ 值分别为

１０􀆰 ６２８、 ７􀆰 ０７８ （表 ２）。 清热化湿抗毒方治疗感染 ＨＣｏＶ⁃
２２９Ｅ 的 ＭＲＣ⁃５ 及 ＨｕＨ⁃７ 细胞的 ＳＩ 均大于 ２， 具有较好的

安全性， 不属于美国 ＦＤＡ 定义的窄治疗指数药物。 以上结

果表明， 清热化湿抗毒方在细胞模型中具有良好的抗

ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 药效和安全性。

图 １　 清热化湿抗毒方的细胞毒性及抗冠状病毒药效评价 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

２􀆰 ２　 清热化湿抗毒方抑制冠状病毒的空斑减少实验 　
ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 可导致 ＭＲＣ⁃５ 细胞培养中出现无细胞的区域，
即 “空斑” （图 ２Ａ）。 利巴韦林组和清热化湿抗毒方各剂量

组均对 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 病毒的空斑形成有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
呈剂量相关性 （图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 清热化湿抗毒方对 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 的抑制作用

２􀆰 ３􀆰 １　 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 在 ＭＲＣ⁃５ 细胞内的 ＲＮＡ 表达 　 由图 ３
可知， 与病毒对照组比较， 利巴韦林组、 清热化湿抗毒方

预防给药组、 感染期给药组对细胞内 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＭＰ、 ＮＰ
ｍＲＮＡ 表达均有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 高、 中、 低剂量组

对病毒 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＮＰ ｍＲＮＡ 表达具有抑制作用 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 呈剂量相关性， 对 ＭＰ ｍＲＮＡ 表达无抑制作用。
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表 ２　 清热化湿抗毒方的抗病毒作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

细胞系 ＴＣ５０ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
１００ ＴＣＩＤ５０

ＩＣ５０ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＳＩ
ＭＲＣ⁃５ ８􀆰 ４８１±０􀆰 ３１５ ０􀆰 ７９８±０􀆰 ０５５ １０􀆰 ６２８

ＨｕＨ⁃７ ７􀆰 ７９３±０􀆰 ２５６ １􀆰 １０１±０􀆰 ２６４ ７􀆰 ０７８

注： 与病毒对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 清热化湿抗毒方对空斑形成的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与病毒对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 清热化湿抗毒方对细胞内 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

２􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 在培养上清液病毒载量和核酸拷贝数　
镜下观察到 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 感染后的 ＭＲＣ⁃５ 细胞出现皱缩、 变

圆等 ＣＰＥ 表现， 见图 ４Ａ。 与病毒对照组比较， 各组细胞上

清液中的病毒载量和核酸拷贝数均降低， 其中预防给药组、
感染期给药组、 高剂量组、 利巴韦林组差异显著 （ Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ４Ｂ～４Ｃ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 清热化湿抗毒方对 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 结构蛋白表达的影

响　 如图 ５ 所示， 清热化湿抗毒方干预后 ＭＲＣ⁃５ 细胞

ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＮＰ 表达 （红色荧光） 降低， 表明清热化湿抗

毒方具有抑制冠状病毒蛋白表达的药效作用。
２􀆰 ４　 清热化湿抗毒方对冠状病毒感染所致炎症因子的抑制

作用　 各组细胞上清液 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平低于标准曲线的

计算范围， 表明 ＭＲＣ⁃５ 细胞感染病毒前后皆低表达 ＩＬ⁃１０、
ＴＮＦ⁃α。 与正常组比较， 病毒对照组上清液 ＩＬ⁃６ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与病毒对照组比较， 清热化湿抗毒方各组细胞

培养上清液 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
３　 讨论

冠状病毒是一类具有包膜的正单链 ＲＮＡ 病毒， 因包膜

表面存在刺突蛋白、 整体呈皇冠状而得名［６］ 。 人冠状病毒

主要引起呼吸道症状， 其中 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ、 ＨＣｏＶ⁃ＯＣ４３ 通常

引起普通季节性感冒， ＨＣｏＶ⁃ＮＬ６３ 和 ＨＣｏＶ⁃ＨＫＵ１ 可导致

支气管炎或肺炎［７⁃８］ 。 严重急性呼吸综合征冠状病毒、 中东

呼吸综合征冠状病毒和严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２ 可

导致呼吸道重症甚至死亡［９］ 。 目前大部分抗冠状病毒药物

的作用机制尚未明确， 疗效及安全性难以得到确证［１０］ 。
清热化湿抗毒方具有清热化湿、 止咳退热、 抗毒辟疫

的功效， 作为 《江西省呼吸道传染性疾病中医药防治方案》
中推荐的有效方剂， 其药效基础及具体机制有待深入研究。
目前 ＢＳＬ⁃３ 生物安全条件较难获得， 且感染冠状病毒的动

物模型较难构建， 需在免疫缺陷动物体内过表达相关受体，
难以在短时间内研究药效［１１］ 。 故本研究通过 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ 感

染 ＭＲＣ⁃５ 及 ＨｕＨ⁃７ 等易感细胞研究清热化湿抗毒方的抗病

毒作用。 病毒感染时会造成宿主细胞的死亡或损伤， 形成

空斑， 常用于量化病毒感染［１２］ 。 本研究首先检测了清热化

湿抗毒方的药物细胞毒性， 开展体外抗病毒药效评价实验，
并通过空斑减少实验进行验证； 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测研究清
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注： 与病毒对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 清热化湿抗毒方对细胞上清液活病毒载量及病毒核酸拷贝数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ５　 清热化湿抗毒方对 ＭＲＣ⁃５细胞 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＮＰ 表达的影响 （×２００）

热化湿抗毒方对 ＭＲＣ⁃５ 细胞 ＲＮＡ 表达的影响， 免疫荧光检

测干预后病毒结构蛋白表达； 最后通过检测细胞上清液活

病毒载量及炎症因子水平进行辅助验证。 本研究发现， 清

热化湿抗毒方具有良好的抗冠状病毒药效， 与抑制冠状病

毒 ＲＮＡ 复制、 蛋白表达及炎症因子 ＩＬ⁃６ 水平有关。
冠状病毒均以刺突蛋白和宿主细胞表面受体结合， 进

入细胞后其核衣壳降解， 被核糖体翻译产生蛋白质［１３］ 。 完

整正链 ＲＮＡ 为病毒遗传物质， 被核壳蛋白包覆组成核壳；
次基因组翻译出结构蛋白与辅助蛋白， 组装成完整病毒并

经胞吐释放以感染其他细胞［１４］ 。 本研究发现不同时间给药

的多个实验组可不同程度地抑制 ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ ＲＮＡ 复制。 预

防给药、 感染期给药可能直接作用于冠状病毒的吸附与入

侵阶段。 而感染后给药， 可能是汤剂中的有效成分抑制了

病毒结构蛋白表达， 使病毒组装受影响成为缺陷病毒， 导

致病毒生物学功能的缺失。 目前， 多项研究发现， 中药材

中大量植物 ｍｉＲＮＡ 可通过多途径吸收进入机体成为循环

ｍｉＲＮＡ［１５⁃１７］。 ｍｉＲＮＡ 发挥作用的机制通常是与 ＡＧＯ 蛋白等

形成沉默复合体， 与靶基因 ｍＲＮＡ 的翻译区或 ３′端非翻译

区序列结合， 导致 ｍＲＮＡ 翻译受抑制或降解［１８］ 。 ｍｉＲＮＡ 可

直接作用于病毒基因的翻译区以抑制病毒基因的翻译［１９］ ，
而 ＨＣｏＶ 为单股正链 ＲＮＡ 病毒可直接作为 ｍｉＲＮＡ 的作用靶

点基因［２０］ 。 因此， 清热化湿抗毒方中的植物 ｍｉＲＮＡ 可能直

达病所并靶向抑制病毒 ＲＮＡ 复制。 由于 ＨＣｏＶ 内在嵌套的

多组 ｍＲＮＡ 具有共同的序列， 因此在前导序列和 ３′ＵＴＲ 中
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注： 与病毒对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组细胞上清液中 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

具有靶位点的特定 ｍｉＲＮＡ 有可能靶向多组病毒 ｍＲＮＡ， 产

生较强的抗病毒作用［２１］ 。 此外， ｍｉＲＮＡ 也有可能作用于宿

主 ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ 等炎症应答中的关键基因以减弱炎症

反应［２２］ 。
综上所述， 清热化湿抗毒方具有良好的体外抗病毒药

效， 可作为抗冠状病毒药物， 其抗病毒和抗炎机制、 动物

模型的药效有待进一步明确。 课题组将从中药 ｍｉＲＮＡ 跨界

靶向调控病毒 ／宿主 ＲＮＡ 的方向， 更深入地开展其机制及

体内药效研究。
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