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慢性乙型肝炎的抗病毒治疗仍是临床面临的一
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抗病毒药物$在疗效和安全性等方面均存在一定的

局限性%尚不能完全满足临床用药的需求'寻求&开

发新的安全有效的治疗乙型肝炎病毒#

8QC

$感染

药物仍是目前国内外研究的热点!

%$!

"

'脱氧野尻霉

素#

E.5P

>

)5

R

%=%#

>

/%)

%

EJI

$及其衍生物
J"

丁基
"

脱

氧野尻霉素#

J"7(4

>

&"E.5P

>

)5

R

%=%#

>

/%)

%

J"7(4

>

&"

EJI

$是
%

"

葡萄糖苷酶的抑制剂%具有降血糖&抗病

毒&抗肿瘤转移等作用!

&

"

'我们选择
8.

9

2!

!-!-%+

细胞系为模型!

)

"

%对
EJI

体外抗
8QC

的作

用进行研究%并应用四甲基偶氮哇盐#

BDD

$比色分

析法检测药物的细胞毒性%以评价药物的安全性'

A

!

材料与方法

%-%

!

材料
!

EB!B

培养基&胎牛血清#

:Q?

$及
2"

)%#

购自
21Q@H

公司+二甲基亚砜#

EB?H

$及

,

&

,中国感染控制杂志
!""'

年
%

月第
#

卷第
%

期
!

@*%)I1)+./4@5)4=5&C5&#J5%I$)!""'



BDD

购自
?%

'

#$

公司+

EJI

及
J"7(4

>

&"EJI

由中

南大学湘雅药学院研制+干扰素#

1:J

$

"

%

!7

由先灵

葆雅公司提供+乙型肝炎表面抗原及
.

抗原#

8Q"

36

'

&

8Q.6

'

$定量检测试剂盒购自苏州新波生物

技术有限公司+

8QC

核酸扩增荧光检测试剂盒购自

上海申友生物技术有限责任公司'

%-!

!

8.

9

2!!-!-%+

细胞培养
!

将
8.

9

2!!-!-%+

细胞接种至
!+/#

!培养瓶中%每瓶加入
EB!B

混

合培养液#含
%"G:Q?

&

&#"

$

'

-

#02")%#

&青霉素

与链霉素各
%"";

-

#0

$

+

#

%"#0

'置
&*T

&

+G

@H

!

培养箱中孵育%

&

#

),

传代'

%-&

!

药物作用
!

将细胞以
&.%"

+

-

/#

!接种于
%!

孔培养板%每孔加入含
%"G:Q?

的
EB!B

培养基

%-+#0

%次日移去上述培养基%每孔加入含
+G:Q?

的
EB!B

培养基
%#0

'实验组培养基中含相应

终浓度的药物%包括不同浓度
EJI

组&

J"7(4

>

&"EJI

组&

1:J"

%

组+对照组只加培养基'每组设
&

个复

孔'每
&

天更换含有相应药物的培养基并收集培养

上清待测
8Q36

'

&

8Q.6

'

&

8QCEJ6

'

%-)

!

细胞毒性研究
!

采用
BDD

法'用含
%"G

:Q?

的
EB!B

配制成单个细胞悬液%以
+.%"

&

-孔

接种于
'(

孔培养板%每孔体积
!""

$

0

'实验组培

养基中含相应终浓度的药物%包括不同浓度
EJI

组&

J"7(4

>

&"EJI

组&

1:J"

%

组+对照组只加培养基'

每组设
!

个复孔'空白孔不加细胞%只加培养基'

置
&*T

&

+G@H

!

恒温培养箱中'每
&

天更换含相同

浓度药物的培养基'培养
',

后%每孔加入
+

'

-

0

BDD

溶液
!"

$

0

%继续培养
)*

%终止培养%吸弃孔

内培养基后每孔加入
%+"

$

0EB?H

%振荡
%"#%)

%

使甲
!

充分溶解%在酶标仪上选择
)'")#

波长%以

空白孔调零%测定各孔吸光值#

6

值$'

%-+

!

8Q36

'

$

8Q.6

'

定量测定
!

取
%""

$

0

阴性&

阳性对照及参考标准品&待检测样品%按顺序加入微

孔反应小条中并加贴封片'微孔反应条在室温下%

用振荡仪缓慢振摇孵育
%*

+在第
%

次孵育结束后%

小心将封片揭下并弃掉%将微孔反应条放入洗板机

吸干各孔并每孔注入洗涤液
)""

$

0

%再吸干各孔%

重复以上洗涤
)

次%拍干+每孔加入
%""

$

0

铕标记

物工作液%并加贴封片'微孔反应条在室温下%用振

荡仪缓慢振摇孵育
%*

+在第
!

次孵育结束后%小心

将封片揭下并弃掉%用洗板机洗涤
(

次%拍干+每孔

加入增强液
%""

$

0

%并加贴封片'微孔反应条在室

温下%用振荡仪缓慢振摇孵育
+#%)

+用
6JUD!?D

!"""

时间分辨荧光测定仪测定
8Q36

'

&

8Q.6

'

浓

度值'

%-(

!

8QCEJ6

定量检测!荧光实时定量聚合酶

链反应"

!

取
!"

$

0

裂解缓冲液加入
"-+#0

离心

管后%再分别加入
!"

$

0

标本&阴性对照&临界对照&

阳性对照%混匀%沸水浴
%"#%)

%

%)"""=

-

#%)

离心

%"#%)

%取上清液
!

$

0

进行聚合酶链反应#

F@A

$'

取
EJ6!

$

0

加入已准备的
F@A

管%以不同浓度

8QC

全基因质粒为标准模板%置于荧光实时
F@A

仪#美国
Q1H"A6E

$上反应'反应条件为*

')T%"

#%)

%随后以
&

步循环#

')T&"3

%

++T&"3

%

*!T)"

3

%

("T

时收集荧光$扩增
EJ6

%共
)"

个循环+最后

*!T%"#%)

'实验结束后%由软件自动分析得出结

果'将所得结果取对数作统计学分析'

%-*

!

统计学分析
!

结果以均数
/

标准差#

F/<

$表

示%多组比较采用方差分析%与对照组比较采用

E()).44

分析法%由
?F??%&-"

软件包自动完成'

B

!

结果

!-%

!

药物的细胞毒性作用
!

各实验组之间以及各

实验组和对照组之间
6

值均无统计学差异#均
%

$

"-"+

$%表明各不同药物及不同药物浓度的作用对细

胞活性无明显影响%也即
EJI

和
J"7(4

>

&"EJI

在实

验药物浓度内对细胞无明显毒性'见图
%

'

!"#

!"$

!"%

!"&

!"'

!"(

!")

!

*
+
,
-
.
+
/
0
1
2

1-03.-4

)5!!!

6789:

)!!

;789:

)!

<789:

)

=789:

!")

>789:

%!!

?@89:

(5%!!

?@89:

)5!!!5

A789:

)!!5

B789:

)!

C789:

!")5

D789:

)

E789:

FG+H3I4

JKFL

FJ+H3I4

JKFL

FJ+H3I4

JKFL

FJ+H3I4

JKFL

FJ+H3I4

JKFL

?MF

?MF

KFL

KFL

KFL

KFL

KFL

图
%

!

EJI

与
J"7(4

>

&"EJI

的细胞毒性试验

C'

2

0"#A

!

@

>

4545P%/%4

>

4.34$)$&

>

3%35+EJI$),J"7(4

>

&"EJI

!-!

!

药物对
8.

9

2!!-!-%+

细胞产生
8Q36

'

和

8Q.6

'

的影响
!

见图
!

'

EJI

浓度为
"-%"

#

%""

$

'

-

#0

时%培养上清中
8Q36

'

浓度无明显变化+

当浓度增至
%"""

$

'

-

#0

%作用第
'

天时%

8Q36

'

浓度较对照组降低%差异有显著性#

%,"-""%

$'

1:J"

%

!7

浓度为
+""1;

-

#0

&

!+""1;

-

#0

%作用第

'

天时%

8Q36

'

浓度较对照组均有降低%且差异均

有显著性#分别
%,"-"""

%

%,"-"%)

$'

J"7(4

>

&"

EJI

浓度为
"-%"

#

%"

$

'

-

#0

时%培养上清中
8Q"

,

)

, 中国感染控制杂志
!""'

年
%

月第
#

卷第
%

期
!

@*%)I1)+./4@5)4=5&C5&#J5%I$)!""'



36

'

浓度无明显变化+当浓度为
%""

$

'

-

#0

及
%

"""

$

'

-

#0

%作用第
'

天时%

8Q36

'

浓度较对照组

均降低%差异均有显著性#分别
%,"-"""

%

%,

"-"%+

$'经药物作用后%

8.

9

2!!-!-%+

细胞产生

8Q.6

'

的变化趋势与药物对
8Q36

'

的影响相似'

!-&

!

药物对
8.

9

2!!-!-%+

细胞
8QCEJ6

复制

的抑制
!

见表
%

'

EJI

浓度为
"-%"

#

%""

$

'

-

#0

时%培养上清中
8QCEJ6

水平无明显变化+当浓

度增至
%"""

$

'

-

#0

%作用第
'

天时%

8QCEJ6

水平较对照组降低
!&

'

%差异有显著性#

%,"-""%

$'

1:J"

%

药物浓度为
+""1;

-

#0

&

!+""1;

-

#0

%作用

第
'

天时%

8QCEJ6

水平与对照组比较%前者降低

!&

'

%差异有显著性#

%,"-""%

$%后者降低
%&

'#

!&

'

%

差异亦有显著性#

%,"-")+

$'

J"7(4

>

&"EJI

药物

浓度为
"-%"

#

%"

$

'

-

#0

时%培养上清中
8QC

EJ6

水平无明显变化+当浓度为
%""

$

'

-

#0

及
%

"""

$

'

-

#0

%作用第
'

天时%

8QCEJ6

水平较对

照组分别降低
!&

'

&

%&

'#

!&

'

%差异均有显著性#分别

%,"-""%

%

%,"-"&)

$'

!"#

$%&'(%)*+(%,-

./0*123+456

./0*2718+456

./0*1229+456

./0*1:+456

./0*1*222;+456

<2

=2

>2

?2

@2

A
B
C
"
+

D*(E*EFG >*'H*EFG I*'H*EFG

$%&'(%)*+(%,-

./0*12J+456

./0*271K+456

./0*122L+456

./0*1M+456

./0*1*222N+456

!.O

A
B
P
"
+

@72

D7?

D72

Q7?

Q72

17?

D*(E*EFG >*'H*EFG I*'H*EFG

<2

=2

>2

?2

@2

A
B
C
"
+

D*(E*EFG

>*'H*EFG

I*'H*EFG

!BO

$%&'(%)*+(%,-

/RS,'G)R./0*1T+456

/RS,'G)R./0*122U+456

/RS,'G)R./0*271V+456

/RS,'G)R./0*12W+456

/RS,'G)R./0*1*222X+456

$%&'(%)*+(%,-

/RS,'G)R./0*1Y+456

/RS,'G)R./0*122Z+456

/RS,'G)R./0*271[+456

/RS,'G)R./0*12\+456

/RS,'G)R./0*1**222]+456

A
B
P
"
+

@72

D7?

D72

Q7?

Q72

17?

172

D*(E*EFG >*'H*EFG

I*'H*EFG

!^O

<2

=2

>2

?2

@2

A
B
C
"
+

D*(E*EFG

>*'H*EFG

I*'H*EFG

_`/*?22*_a456$%&'(%)*+(%,-

_`/*Q*?22*_a456

bcO

_`/*?22*_a456

$%&'(%)*+(%,-

_`/*Q*?22*_a456

!`O

A
B
P
"
+

@72

D7?

D72

Q7?

Q72

17?

172

D*(E*EFG >*'H*EFG

I*'H*EFG

!!

图
6

#

@

为
EJI

&

J"7(4

>

&"EJI

和
1:J"

%

!7

对
8.

9

2!!-!-%+

细胞产生
8Q36

'

影响的结果+图
E

#

:

为
EJI

&

J"7(4

>

&"EJI

和
1:J"

%

!7

对

8.

9

2!!-!-%+

细胞产生
8Q.6

'

影响的结果

图
!

!

EJI

&

J"7(4

>

&"EJI

和
1:J"

%

!7

对
8.

9

2!!-!-%+

细胞产生
8Q36

'

和
8Q.6

'

的影响

C'

2

0"#B

!

!++./435+EJI

%

J"7(4

>

&"EJI$),1:J"

%

!75)8Q36

'

$),8Q.6

'9

=54.%)

9

=5,(/4%5)%)8.

9

2!!-!-%+/(&4(=.

#.,%(#

,

+

,中国感染控制杂志
!""'

年
%

月第
#

卷第
%

期
!

@*%)I1)+./4@5)4=5&C5&#J5%I$)!""'



表
%

!

EJI

和
J"7(4

>

&"EJI

对
8.

9

2!!-!-%+

细胞培养上清

8QCEJ6

水平的影响#

&

'

拷贝-
#0

$

4*53#A

!

!++./45+EJI$),J"7(4

>

&"EJI5)8QCEJ6&.<"

.&%)3(

9

.=)$4$)45+8.

9

2!!-!-%+/.&&3

#

&

'

/5

9>

-

#0

$

组别
8QCEJ6

第
&

天 第
(

天 第
'

天

对照组
+-++/"-&& (-(!/"-!! (-'#/"-"&

EJI%"""

$

'

-

#0 +-(&/"-%' (-)!/"-&#

)-*)/"-!)

%%&

EJI%""

$

'

-

#0 +-(*/"-!+ (-'#/"-"* (-%#/"-(+

EJI%"

$

'

-

#0 +-)(/"-)& (-)!/"-&( (-(!/"-&%

EJI%

$

'

-

#0 +-&%/"-(& (-)+/"-)) (-!(/"-))

EJI"-%

$

'

-

#0 +-((/"-!& +-#!/"-#( (-&(/"-+)

1:J+""1;

-

#0 +-+"/"-)& (-!(/"-!%

)-*%/"-+!

%%

1:J!+""1;

-

#0 +-(#/"-!( (-))/"-&"

+-+#/%-%!

%&

J"7(4

>

&"EJI%"""

$

'

-

#0+-&'/"-&# (-)+/"-)!

+-(+/"-()

%

J"7(4

>

&"EJI%""

$

'

-

#0 +-+"/"-&% (-)!/"-&!

)-'!/"-%!

%%&

J"7(4

>

&"EJI%"

$

'

-

#0 +-))/"-)' (-"'/"-*' +-#)/"-#&

J"7(4

>

&"EJI%

$

'

-

#0 +-)(/"-)" (-(&/"-!! (-(!/"-+"

J"7(4

>

&"EJI"-%

$

'

-

#0 +-)+/"-&* (-*)/"-!% (-!&/"-**

!%%

与对照组比较%

%

#

"-"%

+

%

与对照组比较%

%

#

"-"+

+

&

与

1:J+""1;

-

#0

组比较%

%

$

"-"+

D

!

讨论

本实验选用
1:J"

%

作为阳性对照药物%结果显

示%

1:J

可以明显降低细胞培养上清中
8Q36

'

&

8Q.6

'

&

8QCEJ6

浓度%提示其可以抑制
8.

9

2!

!-!-%+

细胞内
8QC

复制%具有一定的体外抗
8QC

活性作用!

+

"

'

本实验选用的
EJI

是一种哌啶生物碱%首先由

U$

'

%

等从桑根皮中分离得到'它作为
%

"

葡萄糖苷

酶抑制剂%具有降血糖&抗病毒&抗肿瘤转移等作用'

经
EJI

对莫洛尼鼠白血病毒#

B50C

$的抑制试验

表明%

EJI

具有显著的抗逆转录病毒活性+还有实

验表明
EJI

可以改变人免疫缺陷病毒#

81C

$在

@E)-

细胞中的感染力!

($*

"

'

从本实验结果看%

EJI

&

J"7(4

>

&"EJI

均能有效

地抑制细胞
8QCEJ6

的分泌#

8QCEJ6

水平较

对照组下降
!&

'

$%对
8Q36

'

表达也有抑制作用

#

8Q36

'

滴度较对照组下降
%"

#

!")

'

-

#0

$%但对

于后者的抑制强度不如前者%这可能与用药浓度&实

验时间长短及
8QC

自身复制特点有关'

J"7(4

>

&"

EJI

对
8QC

复制最大抑制作用浓度较
EJI

低%可

能是
J

烷基化作用降低了
EJI

衍生物的亲油脂

性%影响
FL

值#解离常数的负对数$%继而改变药物

细胞间分布浓度以及亲油性
J

烷基团与酶中可能

存在的疏水口袋的相互作用!

#

"

'同时结果表明%

J"

7(4

>

&"EJI

浓度为
%""

$

'

-

#0

时的抗病毒效果好于

该药
%"""

$

'

-

#0

时%可能是因为药物在
%""

$

'

-

#0

左右时达到了抗病毒的最大活性%再增加药物

剂量后则进入了药物效果平台期%抗病毒效果不再

随剂量的增加而增加+也可能与所使用的培养细胞

的敏感性问题有关%不能进一步观察到更强的抗病

毒活性'

EJI

抗
8QC

的机制目前少见报道%其抗
8QC

作用机制也待进一步研究'对于包膜病毒而言%糖

蛋白形成过程中%多糖前体转移到新生肽和以后的

葡萄糖修饰等糖基化步骤对病毒包膜的加工折叠是

必要的'葡萄糖修饰是通过
%

"

葡萄糖苷酶
&

和
'

切断外接
%

"%

%

!

葡萄糖残基和内接
%

"%

%

&

葡萄糖残

基完成的'某些新生的糖蛋白其糖链部分需经一系

列修饰剪切后%才能被分子伴侣识别%从而完成其正

确折叠%获得生理功能'

EJI

作为这些葡萄糖苷酶

抑制剂则能抑制这一剪切过程的起始步骤%通过抑

制葡萄糖的修饰%干扰糖蛋白的成熟%造成糖蛋白折

叠错误并在内质网停留'

B.*4$

等!

'

"认为
&

种乙型

肝炎被膜蛋白中
B

蛋白即属上述糖蛋白%

J"7(4

>

&"

EJI

可使与
B

蛋白前
?!

区域相连的糖链剪切受

阻%抑制
B

蛋白分泌'被膜蛋白的错误折叠能干扰

病毒的成熟%这一点在乙型肝炎慢性感染的土拨鼠

模型中已得到证实!

%"

"

'

本实验结果表明%

EJI

和
J"7(4

>

&"EJI

抑制

8Q36

'

形成的能力小于药物对
8QCEJ6

复制的

影响%提示
EJI

和
J"7(4

>

&"EJI

除可能干扰了
8Q"

36

'

的形成和病毒的包装成熟外%可能更重要的是

对
8QC

基因复制和转录过程有明显的抑制作用'

这与
B.*4$

等!

'

"研究发现
EJI

衍生物可能通过干

扰前基因组
AJ6

衣壳的形成%加速病毒核心颗粒

的降解%影响前基因组
AJ6

逆转录酶而发挥抗病

毒作用一致'尽管
EJI

和
J"7(4

>

&"EJI

抑制
8QC

复制的机制尚不十分明确%但其与目前使用的核苷

类抗
8QC

药物的作用机制是迥然不同的'这些不

同作用机制抗病毒药物的研发将有助于提高抗病毒

药物联合应用治疗效果'
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产生的最佳&最有效的策略'防治耐多药结核病的

具体措施 !

%!

"

*一是采用
EHD?

治疗新发痰涂片阳

性肺结核病以阻止耐多药结核病的发生+二是在

EHD?

管理基础上%采用二线抗结核药物治疗已有

的耐多药结核病患者'目前%

K8H

建议在高耐药

国家采用耐多药结核病控制策略#

EHD?"F0;?

策

略$

!

%&

"以控制耐药结核病的流行'总之%耐药和耐

多药结核病的防治是一项艰巨的工作%这有赖于政

府的支持&全社会的参与&多部门的合作%结核病专

科医院发挥医疗诊治的优势%最终达到控制结核病

的流行及耐药结核病的蔓延'
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