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［摘　 要］ 　 为测试桃金娘鞣质对猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）的影响，体外试验以 ＰＥＤＶ 感染 ＰＫ 细

胞为模型，采用细胞病变（ＣＰＥ）效应法、ＭＴＴ 比色法检测细胞存活率，测定桃金娘鞣质抑制 ＰＥＤＶ
增殖的半数有效浓度（ＥＣ５０）和治疗指数（ＴＩ），同时设利巴韦林对照组；体内试验以 ＰＥＤＶ 感染昆明

种小鼠为模型，６０ 只昆明种小鼠随机均分为 ６ 组，设桃金娘鞣质高剂量组、中剂量组、低剂量组、利
巴韦林对照组、病毒对照组、健康对照组，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量，
观察桃金娘鞣质抗 ＰＥＤＶ 增殖能力。 结果显示，桃金娘鞣质能明显抑制 ＰＥＤＶ 引起的细胞病变，半
数有效浓度为 ０． ０２１ ｍｇ ／ ｍＬ，不如利巴韦林 ０． ００９８ ｍｇ ／ ｍＬ（Ｐ ＜ ０． ０５）；治疗指数为 ３６１． ９，优于利巴

韦林 ２１４． ２８（Ｐ ＜ ０． ０５）；桃金娘鞣质能影响 ＰＥＤＶ 在小鼠体内的增殖数量，并呈现一定量效关系；桃
金娘鞣质各剂量组小鼠肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量均低于病毒对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），高、中剂量组小鼠

肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量均低于利巴韦林对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），小鼠肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量在桃金

娘鞣质高、中、低剂量组间也存在显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５）。 试验表明，桃金娘鞣质具有体外、体内抗

ＰＥＤＶ 药理活性，有进一步开发抗病毒药物的价值。
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Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｍｙｒｔｌｅ ｔａｎｎｉｎｓ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＰＥＤＶ．
Ｔｈｅ ＥＣ５０ ｗａｓ ０． ０２１ ｍｇ ／ ｍＬ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ０． ００９８ ｍｇ ／ ｍＬ （Ｐ ＜ ０． ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ＴＩ
ｗａｓ ３６１． ９， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ２１４． ２８ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ Ｍｙｒｔｌｅ ｔａｎｎｉｎｓ ｃｏｕｌｄ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｄｏｓｅ － ｅｆｆｅｃｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ．
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ Ｍｙｒｔｌｅ ｔａｎｎｉｎｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０５） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｉｎ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｍｉｄｄｌｅ ｔａｎｎｉｎｓ
ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａｌｓｏ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＰＥＤＶ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ａｍｏｎｇ ｈｉｇｈ， ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ ｌｏｗ ｔａｎｎｉｎｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， Ｍｙｒｔｌｅ
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ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍｙｒｔｌｅ； ｔａｎｎｉｎｓ； ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ

　 　 鞣质是广泛分布于植物体内的一类结构比较

复杂的多元酚类化合物［１］，具有抑菌、抗氧化、抗病

毒等多方面的药理活性［２］。 鞣质含有多个酚羟基

具有较强极性，遇金属离子生成缩合物而不易提

出，遇酸碱不稳定，温度过高发生分解或变性，多数

水溶性多酚类化合物能溶于水，但同时发生水

解［２ － ３］。 因此，从植物中提取分离完整的鞣质成分

并保存其生物活性，对工艺条件有较高的要求。 课

题组在前期研究中曾利用超临界 ＣＯ２ 萃取技术在

低温、 非水溶剂状态下从桃金娘 ［ Ｒｈｏｄｏｍｙｒｔｕｓ
ｔｏｍｅｎｔｏｓａ（Ａｉｔ）Ｈａｓｓｋ． ， Ｍｙｒｔｌｅ］根茎中分离得到一

种鞣质［４］。 当前，对桃金娘鞣质抗病毒作用的研究

还比较少，因此本研究进行了桃金娘鞣质抗猪流

行性腹泻病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｅｐｉｄｅｍｉｃ Ｄｉａｒｒｈａｅ Ｖｉｒｕｓ，
ＰＥＤＶ）试验，以期为开发桃金娘新兽药提供试验基

础和理论依据。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 试验药物　 桃金娘鞣质，由广西兽医研究

所兽药新技术开发中心从野生桃金娘根茎中分离，
制成 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 无菌溶液；利巴韦林注射液，江苏鹏

鹞药业有限公司，国药准字 Ｈ１９９９３４１５，产品批

号： １８０４２９２６１１。
１． １． ２　 病毒和细胞株　 猪流行性腹泻病毒分离株

（ＰＥＤＶ － ＣＨ ／ ＧＸ ／ ２０１５ ／ ７５０Ａ），由广西兽医研究所

病毒研究室分离鉴定、保存；ＰＫ 细胞株，广西壮族

自治区兽医研究所生物技术重点实验室保存。
１． １． ３ 　 主要试剂与设备 　 胎牛血清、ＭＴＴ 购自

Ｇｉｂｃｏ 公司；ＤＭＥＭ 培养基、 ＰＢＳ、胰蛋白酶购自

Ｓｉｇｍａ公司；猪流行性腹泻病毒实时荧光 ＲＴ － ＰＣＲ
检测试剂盒购自北京世纪元亨公司；其他试剂均

为分析纯；Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ２． ０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪，Ｒｏｃｈｅ
公司。
１． ２　 试验方法

１． ２． １　 ＰＥＤＶ 细胞毒力测定　 对数生长期的细胞

经胰酶消化，调整浓度为 １ × １０５ ／ ｍＬ，按 １００ μＬ ／孔
加入 ９６ 孔细胞培养板，培养 ２４ ｈ 长成单层，弃培养

液，依次接种经 １０ 倍连续稀释的病毒液 １００ μＬ ／孔，
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每浓度重复 ８ 孔，设细胞对照；３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养

箱中培养 ２４ ｈ，倒置显微镜观察细胞病变（ＣＰＥ），
并按 ＭＴＴ 法酶标仪测定各孔在波长 ４９０ ｎｍ 处吸

光度 Ａ４９０，根据 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 公式计算 ＰＥＤＶ 半

数感染浓度（ＴＣＩＤ５０）。
细胞存活率 ＝各组Ａ４９０值 ／正常细胞Ａ４９０值 ×１００％
比距 ＝ （高于 ５０％病变率 － ５０％ ） ／ （高于 ５０％

病变率 －低于 ５０％病变率） × １００％
ＴＣＩＤ５０ ＝ Ａｎｔｉｌｏｇ（高于 ５０％ 病变的病毒最高稀

释度对数 ＋比距 ×稀释系数的对数）
１． ２． ２　 桃金娘鞣质细胞毒力测定　 对数生长期的

细胞经胰酶消化，调整浓度为 １ × １０５ ／ ｍＬ，按 １００
μＬ ／孔加入 ９６ 孔细胞培养板，培养 ２４ ｈ 长成单层，
弃培养液，桃金娘鞣质用细胞维持液按 ２ 倍比稀释

１０ 个浓度梯度，按 １００ μＬ ／孔依次接种，每浓度重

复 ８ 孔，设空白对照组和细胞对照；３７ ℃ ５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ２４ ｈ，倒置显微镜观察细胞病变

（ＣＰＥ），按 ＭＴＴ 法，酶标仪测定各孔在波长 ４９０ ｎｍ
处吸光度 Ａ４９０，根据 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 公式计算药物

半数中毒浓度（ＴＣ５０），依靠浓度梯度试验直接测定

最大无毒浓度（ＴＣ０）。
ＴＣ５０ ＝ （Ａｎｔｉｌｏｇ 高于 ５０％ＣＰＥ 百分率病毒稀释

度对数 ＋比距） ×初始浓度

１． ２． ３　 桃金娘鞣质体外抗 ＰＥＤＶ 测定　 将 １ ×１０５ ／ ｍＬ
对数生长期的细胞按 １００ μＬ ／孔加入 ９６ 孔细胞培

养板，培养 ２４ ｈ 长成单层，弃培养液；试验药物组

将桃金娘鞣质从最大无毒浓度按 １０ 倍比稀释 ５ 个

滴度浓度，５０ μＬ ／孔依次加入 ９６ 孔板中，随后加入

１００ ＴＣＩＤ５０的病毒液 ５０ μＬ ／孔，混合均匀，每浓度重

复 ８ 孔；同步设利巴韦林药物对照组、细胞对照组、
病毒对照组和空白对照组。 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养箱

中培养 ４８ ｈ，倒置显微镜观察细胞病变（ＣＰＥ），按
ＭＴＴ 法，酶标仪测定各孔在波长 ４９０ ｎｍ 处吸光度

Ａ４９０，根据 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 公式计算药物半数有效

浓度（ＥＣ５０）及治疗指数（ＴＩ）。
ＥＣ５０ ＝ Ａｎｔｉｌｏｇ（高于 ５０％ ＣＰＥ 百分率病毒稀释

度的值 －比距） ×初始浓度

ＴＩ ＝半数毒性浓度（ＴＣ５０） ／半数有效浓度（ＥＣ５０）

１． ２． ４　 桃金娘鞣质体内抗 ＰＥＤＶ 试验　 ６０ 只昆明

种小鼠，雌雄各半，随机均分为 ６ 组。 第 １ 组为

药物低剂量组，给予桃金娘鞣质 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ；第 ２ 组

为药物中剂量组，给予桃金娘鞣质 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ；第 ３
组为药物高剂量组，给予桃金娘鞣质 １００ ｍｇ ／ ｋｇ；
第 ４ 组为阳性药物组，给予利巴韦林 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ；
灌胃给药，灌服容积为 １ ｍＬ ／只，给药 ０． ５ ｈ 后各组

均以 １００ ＴＣＩＤ５０剂量 ＰＥＤＶ 灌胃攻毒；第 ５ 第 ６ 组

分别为病毒对照组和阴性对照组。 攻毒后第 ４８ ｈ，
处死试验小鼠，摘取并称量肠系膜淋巴结，置于研

磨器中加入无菌生理盐水或 ＰＢＳ 缓冲液研磨，匀浆

后转至灭菌离心管中，反复冻融 ３ 次，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２ ｍｉｎ，取上清 － ８０ ℃保存备用。 按照北京世

纪元亨公司柱式 ＲＮＡ 核酸提取试剂盒使用说明书

进行 ＰＥＤＶ ＲＮＡ 提取；按照世纪元亨猪流行性腹泻

病毒实时荧光 ＲＴ － ＰＣＲ 检测试剂盒使用说明书进

行 ＰＥＤＶ 的扩增，主要反应条件为 ４２ ℃ ５ ｍｉｎ，
９５ ℃ １０ ｓ；循环 ９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３５ ｓ，共 ４０ 次；在
每次循环第二步（６０ ℃ ３５ ｓ）收集荧光信号；每个

样品做 ３ 个重复。 按照 Ｆ ＝ ２ －△△Ｃｔ 公式计算相

对病毒载量。
１． ３　 数据统计与分析 　 采用 ＳＰＳＳ２０． ０ 统计软件

进行方差分析，Ｄｕｎｃａｎ′ｓ 法进行组间差异性比较，
试验数据以 ｘ ± ｓ 表示。
２　 结果与分析

２． １　 桃金娘鞣质体外抗病毒作用　 经测试，ＰＥＤＶ
对 ＰＫ 细胞的 ＴＣＩＤ５０ 为 １０ － ４． １。 由表 １ 可知，桃金

娘鞣质与对照药物利巴韦林对 ＰＫ 细胞体系中的

ＰＥＤＶ 都具有一定的抑制作用，桃金娘鞣质 ＥＣ５０高

于利巴韦林（Ｐ ＜ ０． ０５），表明桃金娘鞣质抑制病毒

需要更高的药物浓度；桃金娘鞣质对 ＰＥＤＶ 的 ＴＩ
值显著优于利巴韦林（Ｐ ＜ ０． ０５），表明桃金娘鞣质

及其成分具有较大抗病毒研究价值。
２． ２　 桃金娘鞣质体内抗病毒作用　 由图 １ 可知，
桃金娘鞣质高、中、低剂量组和对照药物利巴韦林

组小鼠肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量均显著低于病毒

对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），显示体内抑制 ＰＥＤＶ 增殖作

用；桃金娘鞣质高、中剂量组体内抑制病毒效果明
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显优于对照药物利巴韦林组（Ｐ ＜ ０． ０５）；桃金娘

鞣质高剂量、中剂量、低剂量组间对 ＰＥＤＶ 的抑制

作用具有生物统计学差异（Ｐ ＜ ０． ０５），呈现一定

量效关系。

表 １　 桃金娘鞣质体外抗 ＰＥＤＶ 作用

Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｙｒｔｌｅ ｔａｎｎｉｎｓ ａｎｔｉ － ＰＥＤＶ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
药物 ＴＣ５０ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＴＣ０ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＥＣ５０ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＴＩ

桃金娘鞣质 ７． ６ ２． ３ ０． ０２１ ３６１． ９∗

利巴韦林 ２． １ ０． ５９ ０． ００９８∗ ２１４． ２８

　 　 ∗表示组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）
∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０． ０５）

标注不同字母表示组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ ＜ ０． ０５）

图 １　 桃金娘鞣质对小鼠肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｙｒｔｌｅ ｔａｎｎｉｎｓ ｏｎ ＰＥＤＶ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

３　 讨论与结论

ＰＥＤＶ 属于冠状病毒科冠状病毒属病毒，引起

以呕吐、腹泻、脱水为主要临床特征的猪流行性腹

泻（ＰＥＤ）。 ＰＥＤ 尤其危害仔猪，年龄越小越易感，

症状越重，死亡率越高，临床上缺乏防治特效药物，

ＰＥＤ 每年都给养猪业造成严重损失［５］。 研究中草

药抗 ＰＥＤＶ 药理活性，从传统中草药中发掘抗

ＰＥＤＶ 化学成分或组方，是研发 ＰＥＤ 临床防治药物

的重要途径。 桃金娘是中国南方地区特别是壮族

地区传统中草药，民间广泛用于治疗急 ／慢性肠胃

炎、消化不良、痢疾、腹泻、呕吐、肝炎、出血等疾

病［６］。 桃金娘富含鞣质类成分，鞣质是一类结构复

杂的酚类化合物，具有广泛的生物活性［７］。 研究表

明，桃金娘总多酚具有抗氧化活性和自由基清除活

性［８］，还具有显著的乙酰胆碱酯酶抑制活性［９］，从

桃金娘鞣质中检测到没食子酸、鞣花酸、白皮杉醇

和白藜芦醇 ４ 种酚类物质［１０］；鞣花酸能增强拉米

夫定（３ＴＣ）抗乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）作用［１１］。

本试验考察了桃金娘鞣质在体外 ＰＫ 细胞体系

和小鼠体内抗 ＰＥＤＶ 的效果。 体外试验结果表明，

桃金娘鞣质达到一定质量浓度时，对正常 ＰＫ 细胞

具有一定的毒性作用，半数中毒浓度 ＴＣ５０ 为 ７． ６

ｍｇ ／ ｍＬ，最大无毒浓度 ＴＣ０为 ２． ３ ｍｇ ／ ｍＬ；桃金娘鞣

质对 ＰＫ 细胞体系中的 ＰＥＤＶ 具有明显抑制作用，

半数有效浓度 ＥＣ５０为 ０． ０２１ ｍｇ ／ ｍＬ，对 ＰＥＤＶ 的治

疗指数 ＴＩ 为 ３６１． ９，高于抗病毒药物利巴韦林 ＴＩ

值 ２１４． ２８。 治疗指数 ＴＩ 值是药物的安全性指标，

可以用来衡量药物的潜在研究价值，ＴＩ 值越大药物

的研究价值越大，ＴＩ ＞ ２ 表示药物作用明显，ＴＩ ＞ ４

表示药物具有开发价值。 从桃金娘鞣质对 ＰＥＤＶ

的 ＴＩ 值分析，桃金娘鞣质可能具有很好的抗病毒

药物开发价值；并推测桃金娘鞣质对 ＰＥＤ 的治疗

作用优于利巴韦林。 体内试验采用 ＰＥＤＶ 感染小

鼠，通过检测病毒含量来考察桃金娘鞣质体内抗病

毒作用，结果表明，与病毒对照组相比，桃金娘鞣质

显著降低肠系膜淋巴结 ＰＥＤＶ 含量，据此推测桃金

娘鞣质具有体内抑制 ＰＥＤＶ 增殖作用。 桃金娘鞣

质在体外、体内均具有一定抗 ＰＥＤＶ 药理活性，但

具体是哪一种或几种化学成分具有抗病毒作用，抗

病毒作用机制如何，以及对 ＰＥＤ 临床治疗效果如

何，均有待进一步研究。
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桃金娘鞣质能明显抑制 ＰＥＤＶ 引起的细胞病

变，半数有效浓度为 ０． ０２１ ｍｇ ／ ｍＬ，治疗指数为

３６１． ９；能有效降低 ＰＥＤＶ 感染小鼠体内病毒数量；
桃金娘鞣质具有体外、体内抗 ＰＥＤＶ 药理活性，具
有进一步开发抗病毒药物的价值。
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