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金叶败毒制剂抑制人巨细胞病毒

蛋白激酶pul97的实验研究
袁 慧 闻良珍 李 丹 刘继晓

摘要 目的研究中药金叶败毒制剂对人巨细胞病毒(human cytomegalovirus，HCMV)蛋白激酶pul97

的抑制作用，探讨其治疗HCMV感染的分子机制。方法 采用半定量RT—PCR方法，检测中药金叶败毒制

剂和更昔洛韦(GCV)干预后感染细胞HCMV pul 97mRNA表达水平，应用MTT法观察两种药物对感染细

胞的增殖活性的影响。结果 金叶败毒制剂和更昔洛韦对HCMV pul 97mRNA的表达有明显的抑制作用，

在HCMv感染72h后两种药物均可明显增强感染细胞的增殖活性。结论 金叶败毒制剂可能通过抑制

HCMv蛋白激酶pul 97基因的表达而抑制HCMV的表达和复制，从而促进感染细胞的增殖而达到抗病毒

作用。

关键词 金叶败毒制剂；巨细胞病毒；蛋白激酶；增殖活性

Experimental Study on Effect of Jinye Baidu Preparation in Inhibiting Human Cytomegalovirus Protein Kinase
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Abstract Objective 7I、o study the inhibitory effect of Jinye Baidu Preparation(JBP)，a Chinese medicinal

preparation，on human cytomegalovirus protein kinase pul97 and to explore its molecular mechanism in treating

human cytomegalovirus(HCMV)infection．Methods Expression of the HCMV pul97mRNA in infected cells

was measured by semi—quantitative RT—PCR before and after inteⅣention of JBP or Ganciclovir(GCV)，and ef—

fect of the two medicines on the proliferation activity of the infected cells was observed by MTT．Results Both

JBP and GCV showed obvious inhibitory action on HCMV pul97mRNA．They could significantly enhance the

proliferation activity of the ceUs 72 hours after HCMV infection． Conclusion JBP could inhibit the gene ex—

pression and duplication of HCMV by inhibiting the gene expression of HCMV protein kinase pul97 to enhance

the proliferation activity of the infected cells so as to achieve its anti—virus action．

Key words Jinye Baidu Preparation；cytomegalovirus；protein kinase；proliferation activity

妊娠期巨细胞病毒(human cytomegalovirus，

HCMV)活动性感染可以通过胎盘垂直传播，导致流

产、胎儿畸形、死胎、新生儿神经系统及其他脏器的损

害。一些研究表明n’2’，病毒蛋白激酶pul97是引起病

毒高效复制的重要基因，抑制pul97蛋白酶活性可显

著降低HCMv复制，说明pul97的表达及活性与病毒

复制有重要关系。Prichard MN旧。等研究表明，在巨细

胞病毒中删除pul97基因，则病毒在感染细胞中的复

制显著减少，说明抑制HCMv pul97的表达及活性可

达到很好的抗病毒治疗作用。本研究室在对金叶败毒
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制剂的长期研究中发现H1，它不仅能抑制HCMV晚期

mRNA的表达，在体内外对HCMV均有明显的抑制

作用，而且是目前治疗育龄妇女和孕妇HCMV活动性

感染的一种安全有效的药物，但其作用机理尚不清楚，

是否通过抑制HCMV pul97的表达而发挥抗病毒作

用，本研究对此进行了探讨。

材料与方法

1药物 金叶败毒制剂主要成分为金银花、鱼腥

草、大青叶及蒲公英等，每支20m1，每毫升含生药量

19，批号：950430，由本院中西医结合研究所提供；更昔

洛韦(简称GCV)粉针剂，每支25mg，批号：950101，购

自湖北省医学工业研究所。

2细胞和病毒人胚肺成纤维细胞(human em—

bryonic lung fibroblast，HELF)取自妊娠14周药物流
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产胚肺组织，经胰酶消化后按常规方法原代培养、传

代，制成单层细胞，第10～20代用于本实验。细胞生

长液为高糖DMEM加10％新生小牛血清、青霉素

100U／ml、链霉素100U／ml。细胞维持液含3％新生

小牛血清，其余同细胞生长液。HCMV ADl69标准毒

株由湖北省病毒研究所提供，按常规方法传代、滴定，

并测定半数组织培养感染量TCID50=10叫～。

3试剂及仪器 MTT[3．(4，5一二甲基噻唑一2)一

2，5一二苯基四氮唑溴盐](Amresco产品)；二甲基亚砜

(DMso，Sigma产品)；Trizol RNA提取试剂盒(Invit—

rogen产品)；无RNA酶的DNA酶、MMV逆转录酶、

dNTP、TaqDNA聚合酶、高糖DMEM、Oligo(dT)等均

为Promega产品；RNA酶抑制剂(华美公司产品)。

引物：内参(8一actin)两条引物序列为：U 5’．GC—

CGGACTCGTCATACTCCT一3’和L 5’一ArGCCArC(jr—

G13C汀a陋GA一3’，扩增片断为581bp；pul97引物序列

为U 5’一ACA了℃GACGl]■瞬ACACAG一3’和L 5’一

C衄℃n、GGo唧ACAAAGC一3’，其基因位置分别位
于1230～1249和1923～1904，扩增片断为694bp，两对

引物均由北京奥科生物技术有限公司合成。

仪器：紫外分光光度计DUR650型，由Beckman

公司提供；PCR扩增仪SRx一481型，由MJ Research．

Inc公司提供；超级酶标仪ELx808型，由美国Bio—

Tech公司提供。

4方法

4．1 金叶败毒制剂对HCMv感染细胞增殖活性

的影响 按文献¨。报道的MTT法人流胚肺组织胰蛋

白酶消化，收集HELF细胞，用10％DMEM培养液配

制细胞悬液，0．4％台盼蓝染色后计数活细胞数，调整

细胞浓度为1×104个细胞／ml，接种于96孔细胞培养

板内，0．2ml／孑L，置于含5％C02培养箱内(37℃)过夜

贴壁后，次日加入无血清培养基(吸去旧培养基)100肚l

过夜，让细胞均休息于G0期。将100TCID50的ADl69

毒株接种于96孔板，置C02培养箱37℃吸附1．5h后

换液，病毒对照组更换维持液(DMEM一3％FCS)；药物

实验组更换用维持液稀释的金叶败毒制剂，终浓度为

4mg／ml；药物对照组更换用维持液稀释的GCV，终浓

度为25肚l／ml；细胞对照组更换维持液(DMEM一3％

FCS)。以上各组均设20个实验孔。去上清，每孔加

入MTT 100肛1(59／L)，置5％C02培养箱内培养4h，

去上清，每孔加入二甲基亚砜(DMSo)100"l混匀，5～

10rnin后，置96孔酶标仪检测，测定570m处吸光度A
值。计算细胞增殖指数(g鼢vth indeX，GI)，表示细胞增

殖活性。GI=感染组细胞A值／细胞对照组A值。

4．2 细胞总RNA的提取 分别于感染后12、

24、48、72、96、120h收获细胞，按一次性RNA提取试

剂盒说明书提取细胞总RNA。所得RNA均经紫外分

光光度计检测其纯度和浓度，纯度在1．8～2．0者进行

RT—PCR检测。RNA提取及RT—PCR所用的玻璃及

塑料器具均经1‰DEPC处理以灭活RNA酶。

4．3 半定量RT—PCR测定 取1肛g总RNA，加

1u无RNA酶的DNA酶以灭活可能存在的DNA污

染，25～37℃反应10min后，PCR扩增仪上90℃15min

灭活DNA酶。冰上冷却后加入1肚l 01i90(dT)及DE—

PC水至总体积13肚1，混匀后置PCR扩增仪上70℃

5min后立即冰上冷却，然后依次加入5×MMv酶缓

冲液2．5弘l，RNA酶抑制剂0．5肛l(20 u乍1)，

dNTPl．25肛l，MMv逆转录酶1肛l并补加DEPC水至

总体积25扯l，混匀后置PCR扩增仪上进行逆转录反

应。反应条件：42℃60min，95℃5min灭活逆转录酶，

一20℃保存cDNA。取cDNA 5“l为模板，依次加入

dNTP 1pl，lo×TaqDNA酶缓冲液(含M孑+)2．5p1，p—

actin及pul97各引物0．5肛l(10肛mol／L)，TaqDNA聚

合酶0．5肛l(5u伍1)，补加DEPC水至总体积25肛l，混匀

后置PCR扩增仪上进行扩增反应。反应条件：94℃

5min预变性，94℃45s，55℃45s，72℃60s，反应32个循

环，72℃延伸10min，一20℃保存PCR产物。取反应

产物5肚l点样于1．5％琼脂糖凝胶上80V电泳40min，

在激光密度扫描仪上扫描分析，以pul97的扩增条带

与8一actin条带扫描峰面积比值，表示HCMV pul97

mRNA的表达水平。

4．4统计学方法数据以童±s表示，采用￡检

验进行分析。

结 果

1 金叶败毒制剂对HCMV感染HELF细胞增

殖活性的影响 见表1。HCMv感染HELF细胞

24～48h内，细胞增殖仍活跃，自72h后随感染时间延

长细胞增殖指数逐渐降低；而金叶败毒制剂及GCV

干预后，72～96h内细胞增殖指数仍较高，显著高于病

毒对照组，此后随感染时间延长细胞增殖指数逐渐降

低，但高于病毒对照组(P<0．05)。金叶败毒制剂干

预后不同时间细胞增殖指数虽低于GCV干预组，但

差异无显著性(P>0．05)。

2 金叶败毒制剂对HCMV pul 97 mRNA的抑制

作用 见图1及表2。随HCMV感染时间延长，

HCMV pul 97 mRNA表达水平逐渐增强，而金叶败毒

制剂及GCv干预后，对HCMVpul97mRNA的抑制
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表1 3组不同感染时间细胞GI值比较 (孟±s)

注：与HCMV组比较，。P<O．05；与HCMV+GCV组比较，oP<0．05

作用在感染后12h就出现，感染24～48h抑制作用达

到高峰。此后随感染时间延长，pul 97 mRNA水平又

逐渐升高，但均低于病毒对照组，经统计分析，差异均

有显著性(P<0．05)。金叶败毒制剂对pul 97 mRNA

的抑制作用与GCV相当，但在用药24h内强于GCV，

差异有显著性(P<0．05)，而用药48h后弱于GCV，

差异均无显著性。

700帅—’
500bp—+

+一694bp

‘一581bp

注：第1泳道为DNA Marker标准分子量为100、200、

300、400、500、600、700、800、900、1000、1500bp；2、3、4、5、8分

别为HCMV感染72、48、24、12、120h pul97 mRNA的表达；

6、7分别为金叶败毒制剂干预24、12h pul97 mRNA的表达

图1 不同感染时间及中药干预后pul97 mRNA表达

半定量凝胶电泳图

讨 论

人巨细胞病毒编码的pul 97蛋白在调控病毒复制

方面起着决定性作用，Wolf DG㈦等研究发现pul 97掺

与调节病毒早期和晚期的复制，其功能是增强病毒

DNA的合成效率及促进病毒壳体的成熟，同时还报道

pul 97的活性部分还直接掺入病毒壳体的装配，pul 97

基因缺失或表达减弱则严重影响病毒的复制效率。

He Zw"3等研究表明pul 97蛋白是能在丝氨酸和苏氨

酸位点自动磷酸化的蛋白激酶，Michel Dc引等研究发

现pul 97蛋白激酶的自动磷酸化与它的活性状态和调

节病毒复制功能有着必然的联系，因此提出应用酶抑

制剂直接干预人巨细胞病毒pul 97蛋白激酶活性是抗

病毒治疗的新理念。

中药金叶败毒制剂是我院中西医结合研究所研制

的～种纯中药制剂，其主要成分为金银花、鱼腥草、大

青叶、蒲公英等，经30余年的基础研究和临床应用证

实该药具有抗HCMV及提高机体免疫功能作用，临床

使用前的毒性实验和安全性实验均证明该制剂无毒，

使用安全。本研究结果表明，金叶败毒制剂能明显抑

制HCMv引起的细胞病变，在HCMV感染72h后能

明显增强感染细胞的增殖活性，表现出与GCV相近

的抗病毒能力。半定量RT—PCR检测结果表明，中药

金叶败毒制剂干预HCMV感染细胞后，HCMV pul 97

mRNA表达水平显著下降，其抑制作用在用药后12h

就出现，24～48h抑制作用达到高峰，表现出与GCV

及相近的抑制能力。因此中药金叶败毒制剂可能通过

抑制HCMv pul 97 mRNA的表达，抑制病毒蛋白激酶

pul 97的合成，降低病毒DNA的合成效率及抑制病毒

壳体的成熟和装配，从而抑制细胞病变的发展，增强感

染细胞的增殖活性。本实验从分子水平证实中药金叶

败毒制剂治疗HCMV感染的作用机理，在于其可抑制

HCMV pul 97 mRNA的表达水平。
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川芎嗪对新生儿缺血缺氧性脑病一氧化氮及氧自由基的影响
朱芮 邹典定

氧自由基、氮氧自由基损伤在新生儿缺血缺氧性脑病

(HIE)病理生理过程中的作用越来越受到重视。川芎嗪是活血

化瘀中药川芎的一种生物碱，具有扩张血管，改善微循环等作

用，本研究旨在观察它对HIE一氧化氮(N0)及氧自由基

(SoD、MDA)的影响，以便为临床应用提供新的依据。

资料与方法

1 临床资料 40例均为我科2001年2月一2003年12

月住院HIE新生儿，均符合HIE诊断和分度标准[中华儿科杂

志1997；35(2)：99]。随机分为川芎嗪治疗组(简称治疗组)和

常规治疗对照组(简称对照组)。治疗组20例，其中男11例，

女9例；日龄1～3天；中度11例，重度9例；对照组20例，男

12例，女8例；日龄1～3天；中度12例，重度8例；选择同期无

宫内窘迫及1 min Apgar评分为8～10分的正常足月新生儿20

名为正常组，其中男8名，女12名，日龄1～3天。

2治疗方法对照组采用常规治疗方法[苯巴比妥首次

30 mg／kg体重，12 h后给维持量5 mg／(妇·d)]，控制惊厥，症

状明显好转后停药；静脉注射速尿1 mg／kg，6 h后可用甘露醇

0．25～0．5 g／kg，静脉注射，2～3天以降低颅内压；纳络酮

0．05～0．1 mg／kg静脉注射，随后改为0．03～0．05 mg／kg静脉

注射，2～3天以消除脑干症状；胞二磷胆碱100～125 mg／d加

入50 ml液体内，10～14天以促进脑细胞代谢，治疗组患儿除

采用常规治疗外，同时每天加川芎嗪2～4 mg／kg至生理盐水

50 ml中静脉滴注，疗程10天。

3观察项目及检查方法 正常新生儿，HIE患儿人院当

天和第15天清晨空腹取静脉血3 ml，N0测定采用硝酸还原酶

法；SoD、MDA测定采用化学比色法。均由南京建成生物工程

研究所提供检测试剂盒。具体操作按说明要求进行。
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4统计学方法两样本均数的￡检验。

结 果

各组治疗前后N0、SOD及MDA的变化比较 见表1。

HIE患儿治疗前血浆N0及MDA含量较正常新生儿明显升

高，SoD的活性明显降低，差异均有显著性(￡=6．17，P<

0．01)；治疗后两组血浆No、MDA下降，SOD活性明显升高，与

治疗前比较，差异均有显著性(P<0．05，P<0．01)，且治疗组

与对照组比较差异亦有显著性(P<0．01)。

表1 各组治疗前后N0、SOD及MDA测定结果比较 (岳±s)

注：与正常组比较，+P<0．01；与本组治疗前比较，6P<

0．05，66P<0．01；与对照组治疗后比较，‘P<0．01

讨论HIE严重地威胁着新生儿的生存及生存质量。

近年来，钙离子、氧自由基(0FR)及N0在脑缺血损伤中的改

变颇受关注。缺血性脑损伤中，由于酶合成障碍及大量0FR

生成消耗了0FR防御物质(SoD)使脑损伤加重。

N0是一种活性很强的自由基，可介导谷氨酸(Glu)神经毒

作用，干扰正常细胞代谢，造成膜脂质过氧化，0FR、NO本身是

重要的炎性介质，可激活多种炎性物质，致炎性介质大量释放，

导致炎性损伤。本研究显示加用川芎嗪治疗患儿的N0、MDA

明显下降，SOD明显的升高，与常规治疗组之间存在显著性差

异，说明川芎嗪在一定程度上能调节患儿氧自由基代谢状况，

减少体内过多的氧自由基，降低脂质过氧化反应程度，从而减

轻了机体细胞的受害程度，且未发现明显不良反应。因此，川

芎嗪可作为临床治疗HIE的有效药物。
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