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［摘　 要］ 　 探究人参提取液体外抑制 ＣＣＢ 细胞感染 ＩＨＮＶ 的能力，构建体外 ＣＣＢ 细胞模型，运用

ＲＴＣＡ 技术和 ＭＴＴ 法测得不同浓度人参提取液对 ＩＨＮＶ 抑制作用曲线，并从阻断病毒复制和杀灭病

毒两方面讨论人参提取液作用效果。 结果表明，４％人参提取液对 ＩＨＮＶ 具有明显抑制作用，能够在

１６ ｈ 内保护细胞不受 ＩＨＮＶ 病毒的侵染，其中 ２ ｈ 时对病毒灭活抑制率最高达到 ５１．５％，１ ～ １２ ｈ 内

对病毒复制有持续抑制作用。 研究可为 ＩＨＶＮ 防治药物的研发提供新的思路及参考。
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ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ，ｕｓｉｎｇ ＲＴＣＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ
ＩＨＮＶ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ， ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｌｉｑｕｉｄ ｆｒｏｍ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｋｉｌｌｉｎｇ
ｔｗｏ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ４％ ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｔ ｌｉｑｕｉｄｈａｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＩＨＮＶ，
ｉｔ ｃａｎ ｐｒｏｔｅｃｔ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＩＨＮＶ ｖｉｒｕｓ ｆｏｒ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅ， Ｗｈｅｎ ２ ｈ， ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｖｉｒｕｓ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｓｔ， ｒｅａｃｈｉｎｇ ５１．５％， １ ～ １２ ｈ ｈａｓ ａ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ．
ＩＨＶＮ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｔ ｌｉｑｕｉｄ； ＩＨＮＶ； ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

　 　 传染性造血器官坏死病毒（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｈａｅｍａｔｏ⁃
ｐｏｉｅｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＩＨＮＶ），弹状病毒科，诺拉弹状

病毒属［１］，作为传染性造血器官坏死病（ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｈｅａｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ，ＩＨＮ）的病原体，是一种线性

单链 ＲＮＡ 病毒，最早在上世纪 ５０ 年代在北美西部

华盛顿及俄勒冈州于红大马哈鱼 （ Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｎｅｒｋａ）孵卵期的鱼苗身上首次被发现［２］，并迅速蔓

延到欧洲和亚洲，在全世界鲑鳟鱼类中流行［３］。 目
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前在对 ＩＨＮＶ 的防治措施主要有两个方面，其一是

抗病育种［４］，其二是通过对健康鱼体进行早期的免

疫接种，使机体免疫系统产生特异性免疫反应从而

达到预防病毒的作用。 而这两种方法存在一定的

不确定性，同时对鱼类自身的健康及相关食品安全

存在一定的隐患，虽然目前尚未有相关报道表明

ＩＨＮＶ 会直接影响人类的健康，但随着病毒变异、鱼
机体的药物残留导致的食品安全问题可能会对人

类的健康造成影响，所以寻找新型药物迫在眉睫，
目前在我国渔业养殖中，绿色、无公害、无耐药性的

新抗病毒中兽药将逐步成为市场的主导。 为寻找

抗传染性造血器官坏死病病毒（ ＩＨＮＶ）的有效药

物，有文献表明，习欠云等人［５］ 发现人参多糖复合

物对对虾肝脏中 ＳＯＤ 超氧化物歧化酶活力有明显

提高效果，对于血清中 ＰＯ 和 ＬＳＺ 有类似作用；同
时人参皂甙 Ｒｂ１ 在体外细胞试验中能够灭活病

毒［６］。 为此试验选取人参提取液对 ＩＨＮＶ 进行体

外抑制方面的研究，为 ＩＨＶＮ 防治药物的研发提供

新的思路及参考。
１　 材料与方法

１．１ 　 材料 　 鲤鱼脑细胞系 （ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｐ ｂｒａｉｎ，
ＣＣＢ）细胞培养液：Ｍ１９９ 固体培养基（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司）溶解于蒸馏水中，０．２２ μｍ 过滤，加入 １０％体

积胎牛血清和 １％体积双抗（青霉素－链霉素溶液

１００ｘ，长春晶美生物），４ ℃保存。
ＣＣＢ 细胞维持液：Ｍ１９９ 固体培养基溶解于蒸

馏水中，０．２２ μｍ 过滤，４ ℃保存。
噻唑蓝溶液（ＭＴＴ 溶液） ∶ ５０ ｍｇ 噻唑蓝（长春

梦怡美生物科技有限公司）溶解于 １０ ｍＬ 蒸馏水

中，０．２２ μｍ 过滤，４ ℃保存。
人参提取液：将中药人参片（购于吉林省长春

市百草大药房，参照中国药典 ２００５ 版附录 ＩＸ 进行

质量鉴定）运用水浴加热法提取，再将提取得到的

药液通过水浴锅浓缩得到浸膏，４ ℃保存［７－８］，使用

时用蒸馏水溶解至饱和，０．２２ μｍ 过滤。
其他材料：上述常用试剂均为分析纯，二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）、胰酶消化液等购自长春梦怡美生物

科技有限公司。 ＣＣＢ 细胞、ＩＨＮＶ 为实验室保藏。

１．２　 试验方法

１．２．１　 病毒滴度测定 　 将 ＣＣＢ 细胞接种于 ９６ 孔

板中，２７ ℃、５％ＣＯ２ 培养 ２４ ｈ 备用，将病毒悬液按

照 １０－１－１０－１０做连续稀释后按照 １００ μＬ ／孔接种于

长成单层细胞的 ９６ 孔板中，每个浓度做 ８ 孔重复，
梯度降温至 １５ ℃，继续培养 ７２ ｈ，记录每孔细胞病

变情况，根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算半数组织培养感

染量（ＩＣＩＤ５０） ［９］。
１．２．２　 ＲＴＣＡ［１０］ 实时监控不同浓度人参提取液对

ＩＨＮＶ 的抑制作用　 将 ＣＣＢ 细胞以 ４００ 个 ／孔的浓

度接种于 １６ 孔 Ｅ－Ｐｌａｔｅ 细胞增殖板内，５％ ＣＯ２、
２７ ℃培养 ２４ ｈ 后弃去细胞培养液，加入 １００ μＬ ／孔
病毒液感染 ＣＣＢ 细胞，对照组加入无血清细胞维

持液。 ５％ ＣＯ２、１５ ℃条件下孵育 ２ ｈ 后弃去病毒

液，细胞维持液洗涤两次后分别加入 １００ μＬ ／孔
２％、４％、８％人参提取液，每个浓度 ３ 孔重复，细胞

对照加入无血清细胞维持液。 将 Ｅ－Ｐｌａｔｅ 细胞增殖

板放回实时细胞分析仪内，设置每间隔 １５ ｍｉｎ 监测

并记录 ＣＩ 值，继续监测 ７２ ｈ。 后续实验中所用人

参提取液均为本步骤筛选出抑制效果最佳的人参

提取液浓度。
１．２．３　 人参提取液对 ＩＨＮＶ 的直接灭活作用 　 将

人参提取液与病毒按照 １ ∶ １ 体积混合，２７ ℃环境

下分别作用 ３０ ｍｉｎ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ 和 ８ ｈ，加入到长成

单层细胞的 ９６ 孔板中，１００ μＬ ／孔，每时间点重复 ４
孔［１１］。 梯度降温至 １５ ℃，５％ ＣＯ２ 继续培养。 同

时设置细胞对照组和病毒对照组。 当病毒对照组

ＣＰＥ 达 ８０％左右时，记录各孔 ＣＰＥ 情况，ＭＴＴ 法测

４９０ ｎｍ 处 ＯＤ 值，计算人参提取液对 ＩＨＮＶ 的抑制率。

药物抑制率（ＩＲ）＝
ＯＤ 值（实验组） －ＯＤ 值（空白组）

ＯＤ 值（细胞对照组） －ＯＤ 值（空白组）

１．２．４　 人参提取液对 ＩＨＮＶ 复制的阻断作用 　 将

毒力 １００ＴＣＩＤ５０的病毒液 １００ μＬ ／孔接入长成单层

细胞的 ９６ 孔板中，梯度降温至 １５ ℃。 培养３０ ｍｉｎ、
１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、１６ ｈ，每时间点做 ４ 孔重复。 达

到培养时间后弃去病毒液，用细胞维持液洗涤 ２ 次。
加入 １００ μＬ ／孔的人参提取液，５％ＣＯ２，１５ ℃继续

培养。 同时设置细胞对照和病毒对照。 当病毒对
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照组 ＣＰＥ 达 ８０％左右时，记录各孔 ＣＰＥ 情况，ＭＴＴ
法测 ４９０ ｎｍ 处 ＯＤ 值，计算人参提取液对 ＩＨＮＶ 复

制阻断的抑制率，评估人参提取液对 ＩＨＮＶ 复制的

阻断作用。

２　 结　 果

２．１　 病毒滴度测定结果 　 测定结果见表 １。 由公

式计算可得，病毒 ＴＣＩＤ５０ ＝ １０－５．６，即当稀释度为

１０－５．６时，可使孔内 ５０％的细胞发生病变。

表 １　 病毒滴度测定结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｔｅｓｔ
病毒稀释度 有 ＣＰＥ 孔数 无 ＣＰＥ 孔数 累计有孔 累计无孔 比率 感染百分率 ／ ％

１０－１ ８ ０ ３６ ０ ３６ ／ ３６ １００％

１０－２ ８ ０ ３１ ０ ３１ ／ ３１ １００％

１０－３ ８ ０ ２３ ０ ２３ ／ ２３ １００％

１０－４ ８ ０ １５ ０ １５ ／ １５ １００％

１０－５ ７ １ ８ １ ７ ／ ８ ８７．５％

１０－６ ５ ３ ４ ６ ４ ／ １０ ２５％

１０－７ ０ ８ ０ ９ ０ ／ ９ ０

１０－８ ０ ８ ０ １７ ０ ／ １７ ０

２．２　 ＲＴＣＡ 实时监控不同浓度人参提取液对 ＩＨＮＶ

的抑制效果　 由图 １ 可知，根据 ＲＴＣＡ 实时无标记

细胞功能分析仪检测得到的细胞曲线，细胞接种

２４ ｈ 期间各组细胞曲线均值稳定上升，细胞生长状

态良好，加样前无明显停滞或下降趋势。 加入病毒

液后，细胞经温度和病毒的刺激增殖受到抑制，曲

线骤降至同一水平。 病毒吸附的 ４ ｈ 后细胞指数

降低，显示病毒开始明显抑制 ＣＣＢ 细胞生长，而细

胞对照组仍成稳定增长趋势。 从人参提取液对

ＩＨＮＶ的抑制效果上，４％人参提取液对 ＩＨＮＶ 的抑

制效果最佳，后期与细胞对照组细胞指数接近。 而

８％人参提取液在前期促进了细胞的生长，后期保

护效果不佳。

图 １　 不同浓度人参提取液对 ＩＨＮＶ 抑制作用

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＩＨＮＶ

·３３·
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２．３　 人参提取液对 ＩＨＮＶ 的直接灭活作用结果　
由表 ２ 可知，人参提取液对 ＩＨＮＶ 有直接灭活作

用，５ 个时间点检测抑制率最高达 ５１．５％，但各个时

间点间抑制率结果差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 ２　 人参提取液对 ＩＨＮＶ 直接灭活抑制率结果

Ｔａｂ ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ

ｄｉｒｅｃｔ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＨＮＶ
时间 重复试验 抑制率 ／ ％

３０ ｍｉｎ ３ ５０．６５±３．３０７６ａ

１ ｈ ３ ４８．８０±７．３６０７ａ

２ ｈ ３ ５１．５０±３．３７３５ａ

４ ｈ ３ ４５．８９±２．６６１６ａ

８ ｈ ３ ４９．６７±２．７８４３ａ

　 抑制率结果一列数据右上角标注相同字母表示结果差异不显著
（Ｐ＞０．０５）
　 ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｒｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅｒ ｏｆ
ｔｈｅ ｄａｔａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ａｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＞０．０５）

２．４　 人参提取液阻断 ＩＨＮＶ 复制结果　 由表 ３ 可

知，ＩＨＮＶ 先作用 ３０ ｍｉｎ ～ １６ ｈ 后加入的人参提取

液对病毒均具有复制抑制作用，病毒先作用 １ ～ ４ ｈ
期间，人参提取液抗病毒作用明显，抑制率接近

６０％。 实验期间人参提取液均表现出持续抑制作

用，但 ３０ ｍｉｎ 和 １６ ｈ 时抑制作用较其他时间点不

明显。
表 ３　 人参提取液阻断 ＩＨＮＶ 复制抑制率结果

Ｔａｂ ３　 Ｇｉｎｓｅｎｇ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｂｌｏｃｋ ＩＨＮＶ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ＩＨＮＶ

作用时间
重复试验 抑制率 ／ ％

３０ ｍｉｎ ３ ３７．３９±７．０８７ｃ

１ ｈ ３ ５６．６７±３．４９７ｂ

２ ｈ ３ ５７．０１±６．３８５ｂ

４ ｈ ３ ５５．５１±９．１１４ａｂ

８ ｈ ３ ４７．４８±６．３６８ａ

１２ ｈ ３ ５０．６０±５．２５８ａ

１６ ｈ ３ ４２．８４±９．１１７ｃ

　 抑制率结果一列数据右上角标注相同字母，表示差异不显著（Ｐ＞
０．０５），标注字母不相同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
　 ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ｒｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅｒ ｏｆ ｔｈｅ
ｄａｔａ， ｗｈｉｃｈ ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＞０．０５）， ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）

３　 讨论与小结

为了探讨人参提取液体外抑制 ＣＣＢ 细胞感染

ＩＨＮＶ 的能力，构建体外 ＣＣＢ 细胞模型，运用 ＲＴＣＡ
技术和 ＭＴＴ 法分别测得 ２％人参提取液、４％人参

提取液和 ８％人参提取液对 ＩＨＮＶ 感染 ＣＣＢ 细胞后

抑制作用曲线，从阻断病毒复制和杀灭病毒两方面

讨论人参提取液作用效果。 研究表明，４％人参提取

液对 ＩＨＮＶ 具有明显抑制作用，能够在一定时间内

保护细胞不受 ＩＨＮＶ 病毒的侵染，２ ｈ 时对病毒灭

活抑制率最高达到 ５１．５％，１～１２ ｈ 内对病毒复制有

持续抑制作用，而 ８％人参提取液在前期促进了细

胞的生长，后期保护效果不佳，对比说明人参提取

液对 ＩＨＮＶ 的抑制不与剂量成依赖关系。
人参中含有 Ｒｇ１、Ｒｂ１ 等 ３０ 多种人参皂苷、α－

人参烯等挥发油、人参酸等有机酸、人参黄酮苷等

黄酮以及木脂素、甾醇、氨基酸、多糖等多种有益成

分，其中人参皂苷及多糖等为主要有效成分［５］。 而

人参皂甙 Ｒｂ１ 具有抗病毒的能力，在体外细胞试验

中能够灭活病毒，使 Ｎ 蛋白表达下降从而起到抑制

病毒复制的作用［６］。
由于目前 ＩＨＮＶ 增殖、复制和与宿主间相互作

用的研究匮乏，试验用 ＲＴＣＡ 实时无标记技术测得

４％人参提取液对 ＩＨＮＶ 抑制作用明显，较常见病毒

ＣＰＥ 实验省时省力，结果精确，避免了由于病毒在

细胞内复制作用微弱导致空斑形成不明显对试验

造成的误差，实时监测形成完整细胞效应图谱，该
技术已经应用于多项基于细胞的检测，结果可信度

较高［１２－１６］。 ＭＴＴ 法在试验过程中需将细胞液吸

出，此过程可能导致细胞的流失影响试验结果准确

性，故采用加大重复试验来避免误差形成。 而体外

细胞试验具有操作方面、灵敏、不易受外界因素干

扰的优点。
通过查阅大量文献设定不同浓度的人参提取

液作用于感染 ＩＨＮＶ 的 ＣＣＢ 细胞，以探究人参提取

液对 ＩＨＮＶ 的抑制作用及最适抑制浓度，为今后以

人参作为防治 ＩＨＮＶ 的有效药物奠定试验基础，同
时为结合我国传统中药开发防治 ＩＨＮＶ 的新型药

物提供有效参考。
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