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［摘　 要］ 　 研究鱼腥草多糖（ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａ ｃｏｒｄａｔａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＨＣＰ）对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞活

力的影响，筛选梯度浓度的鱼腥草多糖对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞促生长最佳浓度剂量范围和毒

性剂量。 通过水提醇沉法提取 ＨＣＰ，得糖率为 ８． １８％ ；分别采用 ＭＴＴ 法和细胞平板计数法绘制

ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞的生长曲线；应用 ＭＴＴ 法检测梯度浓度 ＨＣＰ 对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞

活力的影响。 结果表明，５０ ｍｇ ／ ｍＬ ＨＣＰ 对细胞活力有抑制作用（Ｐ ＜ ０． ０５），０． ０５ ～ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＨＣＰ
对细胞活力有促进作用（Ｐ ＜ ０． ０５），０ ～ ０． ００５ ｍｇ ／ ｍＬ ＨＣＰ 对细胞活力无显著影响（Ｐ ＞ ０． ０５）。 结

果表明，ＨＣＰ（０ ～ ５ ｍｇ ／ ｍＬ）对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞无毒性作用。
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　 　 鱼腥草（ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａ ｃｏｒｄａｔａ）作为传统中兽药在

畜禽生产中应用广泛，前期研究表明，饲料中添加鱼

腥草有抗菌、抗病毒、抗炎、抗氧化、提高生产性能等

多重功效，从而达到抗病提高畜禽生产力的目的［１ －３］。
鱼腥草多糖（ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａ ｃｏｒｄａｔａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＨＣＰ）
是鱼腥草中提取的天热有效成分，其中单糖组成主

要为木糖、果糖、阿拉伯糖、半乳糖［４ － ５］，研究表明

其具有广谱的抗病毒作用，对多种病毒均有不同程

度的抑制作用［６ － ７］。 非洲绿猴肾细胞 ＭＡ１０４ 及其

单克隆得到的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞是多种病毒的宿主，
在体外研究中可以作为病毒复制的载体，尤其对猪

繁殖与呼吸综合征病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ），牛 ／猪轮状病毒

（ｂｏｖｉｎｅ ／ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ）和禽传染性支气管

炎病毒（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＶ）等有很好的

适应性［８ － １０］。 探明 ＨＣＰ 对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细

胞的毒性作用，以期为 ＨＣＰ 体外药理研究提供试

验支撑，为进一步研究其药理作用机理提供参考

依据。
１　 材料与方法

１． １　 鱼腥草多糖的提取与配制　 鱼腥草购自安国

市友鑫中药材销售有限公司。
鱼腥草除杂、干燥、粉碎过 ４０ 目筛，准确称量

８ ｇ，加入 ４００ ｍＬ 纯净水，水浴加热 ８０ ℃回流提取

６ ｈ，重复三次；合并所得过滤液，旋转蒸发仪浓缩

定容至 ４０ ｍＬ（得鱼腥草水提物），取 ２０ ｍＬ 浓缩液

加入 １００ ｍＬ ９５％乙醇进行醇沉过夜，待第 ２ 天有

大量醇析物时，弃去上清液后，将醇析物水浴蒸干

得鱼腥草粗多糖；粗多糖蒸馏水定容至 ３０ ｍＬ，加
入等量体积的 Ｓｅｖａｇｅ 试剂（氯仿﹕正丁醇 ＝ ４∶ １，体
积比） 混合震荡 ３０ ｍｉｎ，离心取上清液，重复 ３ 次，
多糖含量的测定采用苯酚 － 硫酸比色法，以葡萄糖

绘制标准曲线，比较得出多糖浓度，计算公式如下：
多糖得率 ＝ Ｃ × Ｖ × Ｎ ／ ｍ × １００％ （Ｃ 多糖浓度；Ｖ 药

品测试体积；Ｎ 稀释倍数；ｍ 原料药初始质量）。
鱼腥草多糖含量的测定：绘制标准曲线，取分

析纯无水葡萄糖干燥至恒重。 精密称量 ６０ ｍｇ，置
于 １００ ｍＬ 容量瓶中，加水定容，超声混匀，得葡萄

糖对照品溶液。 用移液枪取葡萄糖对照品溶液

０􀆰 ５、１． ０、１． ５、２． ０、２． ５ ｍＬ，分别置于 ５０ ｍＬ 的容量

瓶中，加水定容并超声混匀，得对照品梯度溶液

Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５，备用。 取对照品梯度溶液 Ｄ１、
Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５ 各 ２ ｍＬ 于试管中，各加 ４％ 苯酚溶

液 １ ｍＬ 混匀再迅速加入硫酸 ７ ｍＬ，摇匀。 ４０ ℃水

浴 ３０ ｍｉｎ，取出再冰浴 ５ ｍｉｎ。 以蒸馏水调零于

４９０ ｎｍ处测定吸光度值，每组平行测定三次，取均

值。 以吸光度为纵坐标，浓度为横坐标，建立标准

曲线。 多糖含量的测定，方法同上，代入得出的标

准曲线方程中，计算浓度以及干燥产物的多糖含

量。 多糖提取流程图如图 １ 所示。

图 １　 鱼腥草多糖提取流程图

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａ

ｃｏｒｄａｔａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１． ２　 细胞来源及培养　 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞

购自 ＡＴＣＣ 细胞保藏中心。
复苏细胞：将含有 １ ｍＬ 细胞悬液的冻存管在

３７ ℃水浴中迅速摇晃解冻，加入 ４ ｍＬ 培养基混合

均匀。 在 １０００ ＲＰＭ 条件下离心 ４ ｍｉｎ，弃去上清

液，补加 ２ ｍＬ 培养基后吹匀。 然后将所有细胞悬

液加入培养瓶中培养过夜。 检查细胞活力计数冻

存，检测细胞和相关试剂支原体阴性备用，利用

０􀆰 ４％台盼蓝染色法检测活细胞率，进行细胞计数。
细胞生长培养基：ＤＭＥＭ（高糖型，含 ４５００ ｍｇ ／ Ｌ

Ｄ －葡萄糖、Ｌ － 谷氨酰胺，和 １１０ ｍｇ ／ Ｌ 丙酮酸钠，
不含碳酸氢钠） ＋ ８％胎牛血清 ＋ １％双抗（青霉素

和链霉素）的培养液，调 ｐＨ 值为 ７． ４；细胞维持培

养基：ＤＭＥＭ ＋ ４％ 胎牛血清；冻存液：细胞生长培

养基 ＋ １０％ 胎 牛 血 清 ＋ １０％ ＤＭＳＯ； 消 化 液：
０􀆰 ２５％胰蛋白酶 ＋ ０． ０２％ＥＤＴＡ。
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细胞培养条件：温度 ３７ ℃；９５％ 空气； ５％
ＣＯ２；湿度 ９０％ 以上。 细胞传代培养，复苏细胞每

管接种 Ｔ２５ 培养瓶一个，细胞在刚长成细胞单层时

记录并及时进行消化传代。 按 １∶ ３ 传代，细胞接种

密度为 １ × １０５ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，观察记录长成单层的时间。
１． ３　 细胞生长曲线的绘制　 分别用细胞平板计数

法和 ＭＴＴ 法绘制细胞生长曲线：将长成单层的

ＭＡ１０４ ／ ＭＡＲＣ１４５ 细胞从培养瓶内消化下来，吹打

均匀后按 ０． ５ × １０４ 个细胞 ／孔的密度接种于 ９６ 孔

细胞培养板中。 每天取 ６ 孔细胞，消化后计数并取

平均值，连续监测 ９ ｄ；同时另铺板用 ＭＴＴ 法检测

各孔 ＯＤ 值，以天数时间为横坐标，细胞数 ／ ＯＤ 值

为纵坐标，绘制细胞生长曲线。
１． ４　 鱼腥草多糖对细胞活力的影响　 根据细胞生

长曲线确定对数生长期为试验阶段，配制梯度浓度

的 ＨＣＰ 溶液（０、０． ００５、０． ０５、０． ５、５、５０ ｍｇ ／ ｍＬ），将
梯度浓度的 ＨＣＰ 溶液孵育细胞 ２４ ｈ，ＭＴＴ 法检测

细胞活力，每孔加 ＭＴＴ 溶液 １０ μＬ，继续孵育 ４ ｈ。
终止 培 养 吸 出 孔 内 培 养 液 后， 加 入 ＤＭＳＯ 液

（１００ μＬ ／孔），室温下，平板置在微孔板震荡器上震

荡 １０ ｍｉｎ，使结晶物溶解。 酶标仪检测各孔 ＯＤ 值

（λ ＝ ５７０ ｎｍ），记录结果［１１］。
１． ５　 数据统计　 试验数据采用 ＳＰＳＳ ２０． ０ 统计软

件进行单因素方差分析，数据用“平均值 ±标准差”
（ｘ ± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异显著，Ｐ ＜ ０． ０１
表示差异极显著，Ｐ ＞ ０． ０５ 表示差异不显著。 图集

均由 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６． ０ 绘图软件制作。
２　 结果与分析

２． １　 鱼腥草多糖提取率　 鱼腥草原药提取多糖通

过以料液比 １∶ ５０，８０ ℃热水回流浸提 ６ ｈ，５ 倍乙醇

沉淀，Ｓｅｖａｇｅ 法除蛋白，真空冷冻干燥获得。 经葡

萄糖标准曲线检测多糖浓度 Ｃ 为 ４． ３６ ｍｇ ／ ｍＬ，根
据公式算得 ＨＣＰ 提取率为 ８． １８％ 。
２． ２　 细胞生长曲线绘制　 由图 ２ 可知，细胞平板

计数法绘制细胞生长曲线图呈 Ｓ 型，有明显的潜伏

期、对数生长期和衰退期；ＭＡ１０４ 细胞峰值出现在第

７ 天，而ＭＡＲＣ１４５ 细胞峰值为第８ 天，ＭＡ１０４ 细胞的

对数生长期为第 ４ 至第 ７ 天，而 ＭＡＲＣ１４５ 细胞对数

生长期为第 ４ 至第 ８ 天。 由图 ３ 所示，ＭＴＴ 法测得

细胞生长曲线结果与图 ２ 细胞平板计数法相似。

图 ２　 细胞计数法绘制 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５

细胞生长曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＭＡ１０４ ａｎｄ ＭＡＲＣ１４５

ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｌｏｔｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

图 ３　 ＭＴＴ 法绘制 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５

细胞生长曲线图

Ｆｉｇ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＭＡ１０４ ａｎｄ ＭＡＲＣ１４５

ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ

２． ３　 梯度浓度鱼腥草多糖对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５
细胞活力的影响 　 由图 ４ 可知，５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ
对 ＭＡ１０４ 细胞活力有抑制作用，且 ＯＤ 值显著低于

对照组（Ｐ ＜０． ０５）；ＨＣＰ 浓度为 ０． ０５、０． ５、５ ｍｇ ／ ｍＬ
组细胞 ＯＤ 值 显 著 高 于 对 照 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ），
０􀆰 ００５ ｍｇ ／ ｍＬ ＨＣＰ 细胞 ＯＤ 值与对照组无显著显

著（Ｐ ＞ ０． ０５）。
由图 ５ 可知，５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ 对 ＭＡＲＣ１４５

细胞活性有抑制作用，且 ＯＤ 值极显著低于对照组

·１７·
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（Ｐ ＜ ０． ０１）；ＨＣＰ 浓度为 ０． ０５、０． ５、５ ｍｇ ／ ｍＬ 的三

组细胞 ＯＤ 值与对照组比较显著提高（Ｐ ＜ ０． ０５）；
ＨＣＰ 浓度为 ０． ００５ ｍｇ ／ ｍＬ 的细胞组，ＯＤ 值与对照

组差异不显著。

图 ４　 鱼腥草多糖对 ＭＡ１０４ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＣＰ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＡ１０４ ｃｅｌｌｓ

图注：各组与对照组比较，不标＃的表示差异不显著

（Ｐ ＞０． ０５），＃表示差异显著（Ｐ ＜０． ０５）。

图 ５　 鱼腥草多糖对 ＭＡＲＣ１４５ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＣＰ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＡＲＣ１４５ ｃｅｌｌｓ

图注：各组与对照组比较，不标＃的表示差异不显著（Ｐ ＞０． ０５），

＃表示差异显著（Ｐ ＜０． ０５），＃＃表示差异极显著（Ｐ ＜０． ０１）。

２． ４　 鱼腥草多糖对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞形态

的影响　 由图 ６ 可知，０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ（正常对照）
处理２４ ｈ后，ＭＡ１０４和ＭＡＲＣ１４５细胞形态正常，

图 ６　 鱼腥草多糖对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞形态的影响（２００ × ）

Ｆｉｇ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＣＰ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＭＡＲＣ１４５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＭＡ１０４ ｃｅｌｌｓ （２００ × ）

呈明显的铺路石样；０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ 处理 ２４ ｈ
后，ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞形态正常，比正常对

照细胞间隙更紧密，折光率也更高；５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的

ＨＣＰ 处理 ２４ ｈ 后，ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞形态出

现变圆皱缩，个别细胞脱壁；５００ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ 处

理 ２４ ｈ 后，ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞破裂聚集，产
生大量细胞碎片，只见个别细胞贴壁，形态呈煎蛋

样坏死。

３　 讨论与结论

ＭＴＴ 法可直接检测活细胞中线粒体酶活性，
ＭＴＴ 结晶形成的量和细胞数成正比，从而反映细胞

数量和活力，因此，ＭＴＴ 法检测细胞活力更直接。
本试验同时运用细胞平板计数法和 ＭＴＴ 法检测细

胞活力，结果显示两种方法绘制的细胞生长曲线基

本相似， ＭＴＴ 法更方便直观， 且在临床应用广

泛［１２］。 因此，下一步药效学试验选取 ＭＴＴ 法检测

·２７·
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细胞活力。
本研究表明， 高浓度 ＨＣＰ （ ５０ ｍｇ ／ ｍＬ） 对

ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞活力有明显抑制作用，本
试验观察到细胞形态明显收缩，可能与多糖改变细

胞渗透压有关；０ ～ ０． ００５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ 对 ＭＡ１０４
和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞活力无显著影响；０． ０５ ～ ５ ｍｇ ／ ｍＬ
的 ＨＣＰ 对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞活力有明显促

进作 用。 前 人 研 究 表 明， 鱼 腥 草 粗 提 物 对

ＭＡＲＣ１４５ 细 胞 最 大 安 全 作 用 质 量 浓 度 为

１． ５６３ ｍｇ ／ ｍＬ［１３］，本研究表明小于等于 ５ ｍｇ ／ ｍＬ

的 ＨＣＰ 对 ＭＡＲＣ１４５ 细胞安全，说明同浓度的 ＨＣＰ
比粗提物对 ＭＡＲＣ１４５ 细胞更安全，毒副作用更低。
不同制备方法配制成 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＨＣＰ 对三种病

毒均有抑制作用，且对 ＲＤ 细胞和 Ｈｅｐ２ 细胞无毒

副作用［６］，说明 ＨＣＰ 对多种细胞具有较高的安全

性，适用范围更广。 ３００ μｇ ／ ｍＬ ＨＣＰ 对人结肠癌细

胞 ＬｏＶｏ、人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 和小鼠白血病细胞

Ｌ１２０１ 的生长均有显著的抑制作用［１４］，提示其对细

胞的影响具有双向调节作用。 因此，本研究表明，
梯度浓度的 ＨＣＰ 对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细胞活力

的影响，可筛选促生长最佳浓度剂量范围和毒性剂

量，为进一步开展后续研究奠定基础。
ＨＣＰ（０ ～ ５ ｍｇ ／ ｍＬ）对 ＭＡ１０４ 和 ＭＡＲＣ１４５ 细

胞无毒性作用，为深入研究 ＨＣＰ 的药理机制提供

了试验依据。
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