
空心莲子草抗登革病毒作用的实验研究  

    空心莲子草(Alternanthera Philoxeroides Griseb)又名水花生、螃蜞菊、系苋科莲子草属植物，具

清热、凉血、利尿、解毒的作用。临床上用于感染性疾病的治疗[1]。本研究利用体外细胞培养对空心莲子草

抗登革病毒(Dengue virus, DV)的效果进行观察研究，以确证空心莲草抗DV的作用，为该药用于DV的防治提

供实验依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  药物制备 

    空心莲子草提取液采用铅盐沉淀法提取，其分离提取过程及方法详见文献[2]。主要成分为石油醚、乙

醚、醋酸乙酯、香豆精类化合物。 

    1.2  细胞 

    C6/36传代细胞(白纹伊纹纯系细胞株)，传代繁殖用RPMI 1640培养基，含10%小牛血清，常规加入青霉

素、链霉素(C6/36细胞由广州市防疫站提供)。 

    1.3  病毒 

    DV-2标准株(由中山大学医学院提供)，在白纹伊纹传代细胞(C6/36)株中传代繁殖，实验用

100TCID
50
/0.1 ml。 

    1.4  空心莲子草对C6/36细胞的毒性作用 

    根据Mosmann[3]建立的四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测药物对C6/36细胞毒性作用。用胰酶将生长良好的

C6/36细胞分散成单个细胞悬液，按1×105/ml浓度分种于培养板，置37 ℃ 5%CO
2
培养箱中培养24 h。待细

胞长成单层后，弃培养上清，换含不同浓度的含药维持液，每种浓度重复4孔，并设正常细胞对照。继续培养

48 h后，弃培养液上清，每孔加入含5 mg/ml MTT的不含血清的MEM培养基，置CO
2
培养箱中继续培养2~3 h

后，弃MTT上清，PBS洗3次，每孔加溶解液(DMSO∶乙醇体积比为1∶1)，振荡5~10 min，待结晶完全溶解，

测定570 nm波长处的D(λ)值，并根据下式计算细胞存活率，找出药物对细胞的最大无毒浓度范围： 

    细胞存活率(%)=[实验孔D(λ)/对照孔D(λ)]×100% 

    1.5  空心莲子草对DV-2增殖的抑制作用 

    于已长成单层的C6/36细胞培养板上，每孔接种100 TCID
50
的DV-2病毒液，于37 ℃吸附90 min，弃病毒

上清。根据细胞毒性实验的结果，在药物无毒浓度范围内，加入不同浓度的含药维持液，然后将DV-2培养板

置37 ℃ 5% CO
2
培养箱中，每日观察CPE。隔天换新鲜含药维持液。实验同时设正常细胞对照组和病毒对照

组。 

    CPE记录方法为[3]：-为无CPE，+为25%细胞出现CPE；++为50%细胞出现CPE；+++为75%细胞出现CPE；

++++为100%细胞出现CPE。约在病毒对照+++~++++时弃培养液上清，每孔加入含5 mg/ml MTT的培养液，继续

培养2~3 h后洗去MTT上清，加DMSO溶解液混匀，5~10 min后，用酶标仪测570 nm波长处的D(λ)值。并按下述
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公式计算药物对病毒抑制率。 

    1.6  空心莲子草对DV-2的直接灭活作用 

    将药物(160 μg/ml)与病毒等量混合，37 ℃作用2 h，接种于长成单层的C6/36细胞中，37 ℃吸附1 h

后加细胞维持液，37 ℃静置培养，根据细胞病变情况判断药物是否对病毒有直接灭活作用。 

    1.7  统计方法 

    采用统计软件SPSS11.5的Probit 回归法计算药物的半数毒性浓度(TD
50
)和半数有效抑制浓度(ED

50
)。 

    

2  结果 

    2.1  空心莲子草提取物对C6/36细胞的毒性作用实验结果 

    采用MTT法检测空心莲子草提取物对细胞的毒性作用，分20、40、80、160、320和640 μg/ml 5个药物浓

度组。除>320 μg/ml组以外，其余各浓度组均未见对细胞明显的毒性作用。细胞无融合、脱落、缩小现象，

生长良好，与对照组相比无差异，在>320 μg/ml浓度组处理的细胞，72 h后细胞形态有所改变，颗粒增多，

折光性较差，细胞存活率下降。4种提取物以香豆精类提取物的半数毒性浓度值最大(TD
50
=535.91)，表明该

提取物对细胞的毒性作用最小，见表1。 

    2.2  空心莲子草提取物抗DV-2实验结果 

    对空心莲子草4种提取物抗DV-2的实验结果显示发现，4种提取物均对DV-2有抑制作用。其中石油醚提取

物的半数有效抑制浓度值最小(ED
50
=47.43)，表明石油醚提取物对DV-2的抑制作用大于乙醚、醋酸乙酯和香

豆精类提取物和对照药物病毒唑。且药物浓度增加，病毒抑制率增加，抗病毒作用增强，结果见表2。空心莲

子草对DV-2的直接灭活作用结果显示，药物对DV-2的直接灭活作用不明显(即未观察到明显的细胞病变)。 



    

3  讨论 

    登革热是一种重要的人兽共患性病毒病，已有200多年的历史，主要在热带、亚热带的60个国家和地区流

行，尤以东南亚国家最为严重。据报道全世界每年感染登革热的人数达1亿以上，地方性流行区平均每年登革

热约为10%[4][5]。我国为登革热的新疫区，在南方地区均有大流行。由于GENV引起登革热和登革出血热，已

成为世界众多国家和地区严重的公共卫生问题[6]。目前尚无特效的治疗方法，主要采用对症治疗和支持疗

法。世界卫生组织对登革疫苗的研究非常重视，但目前还没有安全有效的疫苗，而疫苗也不能治疗已经发生的

感染。另一方面，化学合成的抗病毒药物虽有数种，但尚未见有抗登革病毒的作用，并存在毒性较大的问题，

因此，寻找安全有效的天然抗DV药物已成为当务之急。 

    中药空心莲子草系苋科莲子草属植物，体内外研究显示，空心莲子草有抑菌和抗病毒的作用。孟茜等[7]

研究表明复方空心莲子草在体外有明显的抗HSV-Ⅱ作用，剂量越大抗病毒作用越明显。申元英等[8]进行了空

心莲子草抗柯萨奇病毒B3的实验研究，结果显示空心莲子草在体外有抑制柯萨奇病毒B3的作用。肖红等[9]报

道空心莲子草口服治疗乳鼠流行性出血热病毒(EHFV)感染的研究，结果表明经该药治疗的感染鼠体内的EHFV

抗原表达减少，而未经治疗的感染乳鼠体内的EHFV抗原则在全病程中都显示出较强的表达。林清华[10]报道

了空心莲子草注射液对NIH纯种小鼠免疫功能的影响，认为空心莲子草的抗感染作用与增强机体的细胞免疫功

能有关，这都表明空心莲子草有广谱的抗病毒作用。目前国内外均未见该药抗DV的作用的报道。本研究结果

表明，空心莲子草对细胞的毒性作用低，在体外对DV有抑制作用。药物浓度增加，抗DV的效果增加。研究结

果还显示，空心莲子草提取液不能直接杀灭DV使细胞免受病毒的攻击，但它对进入细胞内的病毒有抑制作

用，表现在不同浓度下对病毒的抑制率不同(表2)，说明空心莲子草提取液的抗DV作用是在病毒进入细胞后的

某个环节产生。作为治疗用药需进一步在动物体内和人体内进行疗效观察，但不宜作为预防用药。上述结果表

明，该药可作为抗DV感染候选药物。 
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