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苦参灵芝发酵液在!(!(-3细胞中抗45%作用
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摘!要!比较苦参的灵芝发酵液和苦参与灵芝发酵液的混合液体外抗乙肝病毒"45%#的效果(用

45%6)7转染的!(!(-3细 胞 作 为 模 型!放 射 免 疫 法 测 定!种 药 物 作 用 后 细 胞 培 养 上 清 液 中

45879和45:79量!计算其对45879和45:79分泌的抑制率!用 *;;法检测细胞毒性(结果

表明$剂量在-!(3!!##"9%<=的范围内!均能不同程度地减少细胞培养上清液中的 45879和

45:79量!发酵液细胞的毒作用不明显!而混合液具有一定的细胞毒作用(结果显示发酵液具有

一定的体外抗 45%作用(
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!!近年的研究表明!一些清热解毒类中药有很好

的抗病毒作用(苦参具有抗菌"抗病毒作用!还有保

肝护肝的作 用#-$!是 治 疗 乙 肝 病 中 药 类 的 常 见 药(
灵芝是一味补 益 性 的 中 药!研 究 表 明!灵 芝 中 的 多

糖具有调节人体免疫的作用!能增强机体的抗病能

力!因此在抗肿瘤"抗病毒方面都有作用#!!$$(灵芝

酸是灵芝中的 另 一 类 活 性 成 分!有 研 究 表 明!灵 芝

酸具有 抗 4?%的 作 用#3$(灵 芝 与 清 热 解 毒 药 物 组

方!具有扶正 祛 邪 的 功 效(作 者 把 苦 参 的 水 煎 汁 与

培养基混合!用灵芝发酵!以 45%6)7转染的!(
!(-3细 胞 株 作 为 模 型#2$!对 发 酵 产 物 的 体 外 抗

45%作用进行 了 研 究!探 索 苦 参 在 经 过 灵 芝 发 酵

处理后的药效作用(

E!材料与方法

E>E! 材料

E(E(E!苦 参!植 物 苦 参%/$01$’"6)"3&4+&#4&的

干燥根’无锡山禾药业集团提供(苦参用水煎汁后!
添加适当的营 养 培 养 基!接 种 灵 芝 发 酵#Y$(发 酵 完

成后离心发 酵 液!取 上 清 液 作 为 苦 参 灵 芝 发 酵 液!
用于做体外抗 45%效果观察(同时!取等剂量的苦

参煎汁!与不 含 中 药 发 酵 完 成 的 灵 芝 发 酵 液 混 合!
形成混合液!与上述苦参发酵液做比较实验(
E(E(F!!(!(-3细胞!克 隆 的 45%6)7转 染 的

4:V/E!细胞#0$’由解放军"#!医院病毒室惠赠(
细胞培养 基’-2$#干 粉"胎 牛 血 清"E$-0%E:/

A:MFLFA&"*;;’均由美国EFIU&公司生产(45879
固相放射免疫试剂盒’中国原子能研究院同位素所

原博公司产品(45:79固相放射免疫试剂盒’北京

北方生物技术研究所生产(?)Z!!I’安徽安科生物

工程股份有限公司生产(
E(E(G!培养瓶及.2孔培养板!美国U&,AFA9公司产

品(#/计数仪’EU.--型!科大创新股份有限公司中佳

分公司产品(酶标仪’"#!!7型东方电子仪器厂生产(
E>F!方法

E(F(E!细胞培养!将!(!(-3细胞悬液接种于.2
孔板!细胞数为2(3[-#")孔!加培养液#(-3<=!
培养液 中 含 体 积 分 数-#\胎 牛 血 清"!##"9)<=
E$-0"-##"9)<=链 霉 素"-##?Q)<=青 霉 素!置

体积分数3\二氧化碳培养箱"Y]培养(2#H后换

含药培养 液!培 养 液 中 胎 牛 血 清 体 积 分 数 降 低 为

!\!E$-0增 加 到"0#"9)<=(用 干 扰 素 做 阳 性 药

物对照(培养$W换一次培养液!培养第0天取出培

养孔中的上清 液!!次 取 出 的 上 清 液 进 行 45879"

45:79和 45%6)7检 测(板 中 细 胞 用 *;;法

测细胞 活 性(药 物 浓 度 分3级!-!个 平 行!重 复

"次(
E(F(F!45879!45:79测定!采用固相放射免疫

分析法%>?7&(
E(F(G!药物的细胞毒性测定!培养0W后!吸出各

孔上清 液 用 于 >?7检 测(每 孔 加 质 量 浓 度 为#(3
<9)<=*;;的 5̂O溶液-##"=!"Y]培养$H!
弃去培养液!每孔加入-##"=二甲基亚砜!振荡-#
<FA!置酶标仪下$.#A<测定7值!与空白对照孔

7值比较!以空白对照孔的细胞存活率为-##\!计
算各孔存活细胞百分比(
E(F(H!药物抗 45%效果的评价!药物对 45879
%或 45:79&的抑制率计算’
抑制 率_#实 验 孔 45879%或 45:79&‘对 照 孔

45879%或 45:79&$a #对 照 孔 45879%或

45:79&‘!(-$

F!结果与讨论

F>E!阳性对照药物干扰素的抗B=C作用

实验用3个用量的?Z)!!I作用于!(!(-3细

胞!结果见表-(结果 显 示!随 着 用 量 增 加!对 45/
879和 45:79的抑制率也增加!但在剂量低于3(
#[-#$?Q)<=时 未 观 察 到 细 胞 毒 性 作 用!在 剂 量

为-#[-#$?Q)<=时 观 察 到 细 胞 存 活 率 略 有 下

降#.$(
表E!5;I!F8体外抗B=C效果

7&8>E!74.&%0+JB=C.((.:0/"(5;I!F8,#3,5’$

药物用量)

-#$?Q)<=

45879抑制

率)\

45:79抑制

率)\

细胞

存活率)\

#(2!3 # # -##

-(!3 3(" 2(0 -##

!(3 -"(2 -3(2 -##

3(# !3(Y !"(Y -##

-# ".(. ""($ ."(!3

F>F!苦参灵芝发酵液的抗B=C作用

苦参 灵 芝 发 酵 液 在!(!(-3细 胞 模 型 上 的 抗
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45%的作用结果见表!(从表!的结果可见!苦参

的灵芝发酵液对 45879和 45:79的一定的抑制

作用!并且随着质量浓度的增大!抑制率相应增大!
说明具有剂量相关性(苦参灵芝发酵液对细胞活性

的影响不明显!在-##"9"<=剂量以下时未显示出

细胞毒性!在这个剂量以上对细胞的存活率具有一

定的降低作用(
表F! 苦参灵芝发酵液体外抗B=C的效果比较

7&8>F!74.&%0+KB=C.((.:0/,#3,5’$"(04.(.$<.%0&0+"%

8$"04"(!6)*+,%*(@+04&66+0+"%"(-"%,./$01$7

’"&2)"3&4+&#5,4

药物
药物质量

浓度"
#"9"<=$

45879抑
制率"\

45:79抑
制率"\

细胞
存活率"\

-!(3 "$($ $.(3 -##

!3 YY(-3 3Y(0 -##
苦参灵芝

发酵液 3# YY(0 2"(. -##

-## 0!(! 2Y(2 -##

!## .2(" Y!(- Y0(-

-!(3 2#(! 3!(. -##

!3 Y3(2 2-($ .2(2
苦参灵芝

混合液 3# ."(- Y!(. Y0(0

-## ..(# Y"(0 3Y(!

!## ..($ Y2(0 "3(0

!!比较苦 参 灵 芝 发 酵 液 与 苦 参 灵 芝 混 合 液 的 结

果可以看出!混 合 液 的 抑 制 率 比 发 酵 液 的 略 高!同

时发酵液和混合液在细胞存活率上具有明显差异!
发酵液在试验剂量范围内未见明显细胞毒作用!但

是混合液在 同 样 的 剂 量 范 围 内 却 具 有 较 为 明 显 的

细胞毒作用(由于混合液具有比较明显的细胞毒作

用!混合液得到较高的抑制率是抗 45%作用较高

还是细胞活性的降低导致 45879和 45:79表达

降低!有待进一步研究(

G!结!论

-.0Y年O:’’8等%0&用共转染法 将 克 隆 的 45%
6)7及抗E$-0质粒转入人肝癌细胞株 4:VE!建

立了!(!(-3细 胞 株!该 细 胞 株 能 长 期 稳 定 地 向 培

养上 清 液 中 分 泌 45879’45:79和 完 整 的 6+A:
颗粒!而且还 能 产 生 大 量 的 病 毒 复 制 中 间 体!是 体

外抗 45%药物筛选很好的细胞模型(国内外应用

该系统对多种抗 45%药物进行了体外抗 45%的

药效学研究(
苦参和灵芝是治疗慢性乙肝中药的常用药!作

者将苦参的水煎汁接种灵芝发酵是一种新的制药方

法!这将可能增强或降低苦参和灵芝的药效(作者采

用!(!(-3细胞抑制试验初步评价了苦参水煎汁灵芝

发酵液的药效学价值(作者观察到苦参的灵芝发酵

液能减少!(!(-3细胞培养上清中45879和45:79
的含量!这个结果显示苦参灵芝发酵液可能具有抗

45%的作用(试验还表明!苦参经过灵芝发酵以后!
没有明显改变其抗45%的药效作用!相反还降低了

毒性(试验没有测定细胞培养上清液中以及细胞浆

内是否存在 45%6)7或是否减少其含量!所以对

药物是否影响了 45%6)7的复制不能下结论(对

于药物是在45879和45:79表达和分泌的那个环

节上产生抑制作用!也需要进一步研究(
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