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朱砂七多糖体外抗猪传染性胃肠炎病毒作用研究
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摘要 猪传染性胃肠炎 (swine transmissble gastroenteritis, TGE)是由猪传染性胃肠炎病毒 (Swine
transmissible gastroenteritis virus, TGEV)引起的一种高度传染性的猪病毒性疾病。为探讨朱砂七
(Polygonum cillinerve)多糖对TGEV的体外抑制作用，本研究以猪(Sus scrofa)睾丸(swine testis, ST)细胞为实
验材料，通过先加药后接毒、先接毒后加药及药物与病毒混合感作3种给药方式，采用3-(4,5-二甲基噻唑-
2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐法MTT法)和实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测不同浓度的朱砂七多糖对
TGEV在ST细胞的体外抗吸附、直接杀灭和抑制增殖作用。MTT法结果显示，朱砂七多糖对ST细胞的最
大无毒浓度(TC0)为20 μg/mL；最大安全浓度(20 μg/mL)时，对TGEV的抗吸附作用最好，抑制率达85.2%；
对体外增殖的抑制率达78.4%；直接灭活作用抑制率达74.4%，且抑制率与浓度呈正相关。qRT-PCR检测
结果表明，朱砂七多糖在3种给药方式下均能在转录水平显著降低TGEV N mRNA相对表达量，与病毒对
照组相比差异极显著(P＜0.01)，并存在一定的剂量依赖性。研究结果表明，朱砂七多糖对TGEV在ST细
胞上增殖有抑制作用，不同给药方式有所差异，其中以先加药后接毒给药方式的预防作用效果最佳。本研

究初步证实了朱砂七多糖的体外抗TGEV作用，为朱砂七资源的开发和综合利用提供了依据。
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Abstract Swine transmissble gastroenteritis(TGE) is a kind of hyperinfected viral disease in pigs ( Sus
scrofa) induced by Swine transmissble gastroenteritis virus (TGEV), and leads to death of large numbers of the
pigs. The present study aimed to evaluate the effect of Polygonum cillinerve polysaccharide (PCP) on
inhibition of TGEV. Based on the detection results of TCID50 of TGEV and maximum cytotoxic concentration
(TC0) of PCP on in vitro growth of swine testicular (ST) cells, the PCP was pro-seeded, co-seeded or post-
seeded with TGEV in ST cells, then the anti-virus adsorption, inactivation and inhibition of the proliferation
of PCP were analyzed by 3- (4,5- Dimethylthiazol- 2- yl)- 2,5- diphenyltetrazolium bromide (MTT) method
and quantitative Real-time PCR (qRT-PCR). The detection of in vitro viral infection indicated that the value of
TCID50 on TGEV was 10- 6.25. After 72 h in vitro culture, ST cells were well- grown without the cytotoxic
response when treated them with PCP at concentration of lower than 20 μg/mL compared with the blank
controls, which determined the TC0 of PCP was 20 μg/mL. According to the results of MTT, under the
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猪传染性胃肠炎(swine transmissble gastroen-
teritis, TGE)是由猪传染性胃肠炎病毒(Swine trans⁃
missible gastroenteritis virus, TGEV)引起的一种高度
传染性的猪病毒性疾病，以呕吐、腹泻和脱水为临

床特征(王劭等, 2013)。任何年龄和任何品种的猪
均可感染，尤其是10日龄以内的仔猪，病死率高达
100%，耐过仔猪生长缓慢，料肉比大大降低，给养
猪业带来严重的经济损失(吴国平等, 2003)。对该
病采用疫苗接种虽可在一定程度上预防该病，但不

能彻底控制疫情的发生 (Gu et al., 2012; Mason,
Herbst-Kralovetz, 2012)。近年来中草药因其毒副
作用小、无残留及不产生耐药性等优点在抗病毒作

用方面的优势已越来越受到重视(褚秀玲等, 2009)。
朱砂七(Polygonum cillinerve)别名朱砂莲，为蓼

科植物毛脉蓼的块根，味苦微涩，性凉，属于“太白

七药”的一种，在秦岭和大巴山区天然资源十分丰

富，其活性成分具有多种药理作用，能清热解毒、凉

血活血及止血止泻，广泛用于治疗胃肠炎、菌痢和

风湿腰疼等症(詹亚华, 1994)。现代研究表明，朱
砂七中含大黄素、大黄素甲醚和大黄素葡萄糖苷等

蒽醌类，具有抑菌、抗氧化、抗肿瘤及抗病毒等作用

(全国中草药汇编编写组, 1996;刘西京等, 2003;张
为民等, 2011)。朱砂七总蒽醌在体外具有明显的
保护宿主细胞抵抗HSV-1病毒复制的作用(赵勤
等, 2012)；朱砂七中的总蒽醌对流感病毒有一定的
抑制作用(郭慧玲等, 2006)。本课题组的前期研究
显示，朱砂七提取物乙酸乙酯部位PCEA和 PCEB
可有效的抑制猪传染性胃肠炎病毒在猪睾丸

(swine testis, ST)细胞中的增殖，且与浓度呈正相关
(张为民, 2010)。而有关朱砂七多糖 (Polygonum
cillinerve polysaccharide, PCP)的研究报道不多，本

课题组就 PCP对奶牛(Bos primigenius)乳房炎分离
菌的体外抑制作用进行研究，结果显示，PCP对沙
门氏菌(Salmonella)、金黄色葡萄球菌(S. aureus)和
绿脓杆菌(P.aeruginosa)均有不同程度的抑制作用，
且抑菌作用具有剂量依赖性(姬丽娜等, 2013)，崔
军见等(2007)研究了 PCP对·OH自由基、O-2·自由

基和DPPH·自由基的清除能力以及抗脂质过氧化
能力，证明了朱砂七多糖具有一定的体外抗氧化能

力和体外抗肿瘤活性。进一步研究还表明，PCP具
有明显的自由基清除和抗氧化活性，能提高免疫抑

制小鼠(Mus musculus)的总抗氧化能力(total antioxi-
dant capacity, TOC)、过氧化氢酶(catalase, CAT)、超
氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)和谷胱甘
肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, GSH-Px)水平，
在预防免疫系统氧化损伤方面发挥重要作用(Cui
et al., 2010)。王晓梅等(2010)的研究也证实了朱砂
七多糖的抗氧化活性。而有关朱砂七多糖抗病毒

的研究目前还未见报道。本研究以 ST细胞为模
型，采用 3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑
溴盐法(3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetra-
zolium bromide, MTT法)和实时荧光定量PCR (qRT-
PCR)检测朱砂七多糖对TGEV在ST细胞的体外抑
制作用，以了解朱砂七多糖的抗病毒作用，为朱砂

七资源的开发和综合利用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂

DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium)液
体培养基(购于美国HyClone公司)于冰箱4℃保存；

maximum safe concentration (20 μg/mL) of PCP, the anti-adsorption effect of PCP on TGEV in vitro was the
best, the inhibition rate was 85.2% , the inhibition rate on in vitro virus proliferation was 78.4% , while the
inhibition rate of direct inactivation to TGEV was 74.4% , and the inhibition rate was positively correlated
with the concentration. Moreover, qRT-PCR detection indicated that 3 administration methods of PCP could
significantly reduce relative TGEV N mRNA expression at the transcriptional level (P＜0.01) compared with
the virus control, and with a dose- dependent characteristic. The results suggested that all 3 administration
methods of PCP could inhibit the proliferation of TGEV at ST cells in vitro, and the prevention effect of PCP
was the best. This work demonstrated the in vitro anti-virus effect of PCP on TGE, and can provide some basis
on resource exploitation and multiple utilization of Polygonum cillinerve.
Keywords Polygonum cillinerve polysaccharide, Swine transmissible gastroenteritis virus (TGEV), In vitro
inhibition, MTT, qRT-PCR
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胎牛血清(FBS)、胰蛋白酶(购于美国Gibco公司)；3-
(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)和
二甲基亚砜 (DMSO)均为美国 Sigma 公司产品；
RNA提取试剂TransZol和RT-PCR反转录试剂盒购
于北京全式金生物技术有限公司；Ultra SYBR Mix-
ture购于北京康为世纪生物科技有限公司。

1.1.2 仪器

TI-DH荧光倒置显微镜(日本Nikon 公司)；医
用净化工作台(苏州净化设备厂)；超纯水仪(美国
Millopore公司)；全自动酶标仪、CO2恒温培养箱(美
国Thermo公司)；细胞培养板(美国Coring公司)；八
联管(美国Orcugen公司)；冷冻离心机(德国Eppen-
dorf公司)；普通PCR仪、iQ5荧光定量PCR仪(美国
Bio-Rad公司)。

1.1.3 病毒与细胞

猪传染性胃肠炎病毒(Swine transmissible gas⁃
troenteritis virus, TGEV) (TH98 株)，猪睾丸细胞
(swine testis, ST)系，均由西北农林科技大学动物医
学院兽医公共卫生与畜产品安全实验室提供。

1.1.4 实验药物

朱砂七多糖 (Polygonum cillinerve polysaccha-
ride, PCP)由西北农林科技大学动物医学院中兽医
学实验室提供，采用水煎醇沉法提取，紫外分光光

度法鉴定,苯酚-硫酸法测定其提取率为5.452%，纯
度为 90.64%；利巴韦林(Ribavirin, RBV)注射液购
于天津药业集团新郑股份有限公司，朱砂七多糖用

含 2% FBS的DMEM维持液溶解，0.22 μm无菌滤
膜抽滤后，4 ℃储存备用。临用前再以维持液稀释
至所需浓度。

1.2 方法

1.2.1 ST细胞复苏和培养

将ST细胞从液氮里取出，置于37℃水浴中，使
细胞快速解冻融化为液体。1 500 r/min离心5 min，
弃上清液，加1 mL含10% FBS的DMEM培养液将
沉淀悬浮，然后转入培养皿内，于37 ℃，5% CO2恒

温培养箱中培养，24 h后换液。待细胞生长为单
层，经 PBS液清洗后，培养皿中加入 1 mL胰蛋白
酶，消化 6 min左右，用含 10% FBS的DMEM培养
液吹打混匀，调整细胞浓度至1.0 ×106个/mL，接种
于96孔培养板。待细胞生长到一定浓度接种相应

药物。

1.2.2 朱砂七多糖对ST细胞毒性的测定

病毒感染性测定：10倍稀释法将TGEV稀释为
10个不同浓度，依次将不同浓度的 TGEV接种于
ST细胞中，置37 ℃，5% CO2恒温培养箱中孵育1.5 h
(使病毒充分吸附并侵入细胞)后，更换为含 2%
FBS的培养基，设立相应对照组。每隔12 h观察细
胞病变(cytopathic effect, CPE)，病毒可引起细胞圆
缩、堆聚及脱落的现象。记录病变程度和孔数，72 h
后观察CPE达50%的TGEV浓度值，确定为50%组
织 细 胞 感 染 量 (tissue culture infective dose,
TCID50)。根据 Karber(寇氏)法计算病毒的 TCID50

(殷震等,刘景华, 1997)。
药物对ST细胞最大无毒浓度TC0测定：朱砂七

多糖用维持液2倍稀释法配制成160、80、40、20、10
和5 μg/mL，利巴韦林用维持液配制成10、5、2.5和
1.25 μg/mL，经 0.22 μm滤膜滤过，加入 ST细胞密
度长至 80%的 96 孔细胞板内，每孔 100 μL，各浓
度重复6孔，设相应对照及空白调零组。每隔12 h
在荧光倒置显微镜下观察细胞，拍照并记录病变情

况，72 h后每孔加入 5 mg/mL MTT 20 μL，37 ℃，
5% CO2恒温培养箱孵育 4 h后，小心弃去孔内液
体，每个96孔中加入 100 μL二甲基亚砜(DMSO)，
震荡 10 min后再静置 10 min，镜下观察，与空白组
细胞相比，无退变、变形和脱落的最高药物稀释度

为药物对 ST细胞的最大无毒浓度(maximal atoxic
concentration, TC0)(姜成刚等, 2005)。

1.2.3 MTT法检测朱砂七多糖对 TGEV的体外
抑制作用

以朱砂七多糖最大无毒浓度为起始浓度，将药

物2倍法稀释成20、10、5和2.5 μg/mL，以最大无毒
浓度内1 μg/mL利巴韦林作为阳性对照。

参照张为民(2010)方法按以下3种不同方式对
ST细胞进行处理：①对TGEV的吸附保护作用(先
给药后接毒)：先将含不同浓度的朱砂七多糖和
1 μg/mL利巴韦林的维持液分别加入ST细胞密度
长至 80%的 96 孔细胞板内，37 ℃吸附 1.5 h后洗
涤，加入100 TCID50病毒，吸附1.5 h后洗涤，加维持
液，重复6孔。②对TGEV的增殖抑制作用(先接毒
后给药)：先将 100 TCID50病毒加入ST细胞密度长
至 80%的 96孔细胞板内，37 ℃吸附 1.5 h洗涤，加
入含不同浓度的朱砂七多糖和 1 μg/mL利巴韦林

朱砂七多糖体外抗猪传染性胃肠炎病毒作用研究
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维持液，隔天换新鲜含药维持液，重复 6孔。③对
TGEV的直接灭活作用(药毒混合感作)：先将不同
浓度的朱砂七多糖和1 μg/mL利巴韦林(浓度为实
验浓度 2倍)与 100 TCID50病毒液 37 ℃作用 1.5 h
后，将混合液加入ST细胞密度长至80%的 96孔细
胞板内，37 ℃吸附 1.5 h后洗涤，加维持液，重复 6
孔。以上各组均设细胞对照组、病毒对照组、药物

对照组和空白调零孔。在 37 ℃，5% CO2条件下培

养，每隔12 h，经荧光倒置显微镜下观察细胞，拍照
并记录细胞病变情况。72 h后，每孔加入5 mg/mL
MTT 20 μL，37 ℃孵育 4 h后，小心弃去孔内液体，
每孔加入 100 μL DMSO，震荡 10 min后再静置
10 min，以A620检测OD。

1.2.4 qRT-PCR检测朱砂七对TGEV的抑制作用

TGEV N基因引物的设计和合成：参照董玲娟
等(2012)的方法进行引物设计与合成。上、下游引
物序列：

P1：5′-GAGCAGTGCCAAGCATTACCC-3′；
P2：5′-GACTTCTATCTGGTCGCCATCTTC-3′。

RNA的提取：将单层生长的 ST细胞接种
TGEV (100 TCID50)于 6孔细胞板上，分 3种不同的
方式接种，6孔分别为正常细胞对照、病毒对照、朱
砂七多糖(20 μg /mL)、朱砂七多糖(10 μg /mL)、朱
砂七多糖(5 μg /mL)及利巴韦林(1 μg/mL)阳性对
照。其他按 1.2.3方法进行实验，每隔 12 h镜下观
察，记录细胞病变情况，等到病毒对照组约 90%的
细胞出现细胞病变时(48 h)，分别收集上清液于离
心管中，3 000 r/min离心2 min，弃去上清，6孔板中
每孔加入 1 mL TransZol试剂，按 TransZol试剂说
明书上的步骤进行RNA提取。

TGEV cDNA的逆转录合成及PCR扩增：按照
TransGen一步法反转录试剂盒的说明进行 cDNA
的合成。反应体系：Total RNA 5 μL；Anchored Oli-
go(dT)18 1 μL；2×ES Reaction Mix 10 μL；ES Mix
1 μL；RNase-free Water 3 μL。所得cDNA于-20 ℃
保存备用。

PCR反应体系：cDNA模板(5倍稀释后)2 μL，
Mix 10 μL，上、下游引物 (10 μmol/L)各 0.5 μL，
RNase-free Water 7 μL。PCR反应程序：95 ℃预变
性 5 min；95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸
40 s，32个循环；72 ℃充分延伸10 min。

qRT-PCR：采用SYBR Green Mix。PCR反应体
系：cDNA模板(5倍稀释后) 2 μL，Ultra SYBR Mixture

25 μL，标准品上、下游引物(10 μmol/L)各 1.0 μL，
RNase-free Water 21 μL。PCR反应程序：95℃预变性
10 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，采集荧光，溶解曲线以
55℃ 40个循环进行。以β-actin作为内参对照，每个
样品设置3个重复，最后取平均值进行结果分析。

1.2.5 计算与分析处理

按照以下公式计算抑制率和病毒的TCID50：

抑制率=(药物处理组平均OD620-病毒对照组
平均OD620)/(细胞对照组平均OD620-病毒对照组平
均OD620)×100％。

lgTCID50=L-d(s-0.5)(L: 最高稀释度的对数; d:
稀释度对数之间的差; s:阳性孔比率总和)。

利用SPSS18.0软件对组间的对病毒的抑制率、
病毒相对mRNA水平的差异性进行相关性分析。

2 结果与分析

2.1 朱砂七多糖对ST细胞毒性的测定

2.1.1 TCID50的测定结果

根据公式 lgTCID50= L-d(s-0.5)，其中 L为-1，d
为1，s为1+1+1+1+5/8+3/8+3/8+2/8+1/8=5.75，得到
病毒的TCID50为10-6.25。

2.1.2 朱砂七多糖对ST细胞的最大无毒浓度

将加了药的细胞培养72 h后，镜下观察细胞形
态变化，与空白对照组相比无退变、变形和脱落的

最高药物稀释度为药物对 ST细胞的最大无毒浓
度，结果朱砂七多糖最大无毒浓度为20 μg/mL，利
巴韦林1.25 μg/mL。

添加不同浓度PCP经培养72 h后各组ST细胞
的形态如图 1所示。对照组 ST细胞贴壁后，在显
微镜下多为多角形或短梭形，当铺满皿底时，呈铺

路石状，大小均匀(图1A)；20 μg/mL朱砂七多糖处
理72 h后，细胞结构完整，大小均一，形态饱满，形
成完整单层，无空隙，细胞折光性良好，无破碎死亡

现象(图1B)；病毒对照组的细胞以病毒侵染72 h后
发生严重的病变，细胞失去正常形态，极少贴壁，细

胞基本全部脱离单层(图 1C) 。先加质量浓度为
20 μg/mL朱砂七多糖后接毒组，细胞相对于病毒
对照组得到了一定程度的保护，细胞仍比较饱满，

数量较多，折光性较好(图1D)。先接毒后加质量浓
度为20 μg/mL朱砂七多糖组，细胞形态不够饱满，
细胞间有空隙，数量减少，折光性略差(图1E)；质量
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浓度为 20 μg/mL朱砂七多糖与病毒混合感作组，
细胞形态发生相应改变，部分脱离单层，数量明显

减少(图1F)。可以看出，图1D中的细胞形态最好，
因此初步得出先加药后接毒的给药方式效果最好，

即朱砂七多糖的预防效果最好。

2.2 不同浓度朱砂七多糖对TGEV的抑制结果

不同浓度朱砂七多糖对TGEV的体外抑制作
用如表 1所示。不同浓度的朱砂七多糖均能在一
定程度对TEGV有抗吸附、抑制增殖和直接杀灭作
用。朱砂七多糖最大安全浓度(20 μg/mL)时，以对
TGEV的抗吸附作用最好，抑制率达85.2%，其次是
对体外增殖的抑制率达78.4%，再次是直接灭活作
用，抑制率达 74.4%，且抑制率与浓度呈正相关。
其中朱砂七多糖20 μg/mL对TGEV的预防作用比
利巴韦林的要好，而体外增殖抑制作用和直接灭活

作用相对利巴韦林的较弱。

2.3 qRT-PCR检测朱砂七对TGEV的抑制作用

2.3.1 N基因的PCR扩增结果

PCR结果如图 2所示，条带大小与设计的
TGEV N基因产物(109 bp)基本一致，且无非特异性
条带和引物二聚体，因此，引物可用于后续实验。

2.3.2 qRT-PCR结果

qRT-PCR结果如图 3和图 4所示。由图 3可
知，细胞样品经qRT-PCR检测后得到的的溶解曲线
中目标基因(TGEV N基因)与内参基因(β-actin)均
为单一峰，说明引物特异性较好，没有出现非特异

性扩增。

由图 4可知，3种给药方式下朱砂七多糖均能
在转录水平显著降低TGEV N mRNA相对表达水
平，与病毒对照组相比差异极显著(P＜0.01)，其中
朱砂七多糖20 μg/mL在各实验组有最好的预防作

图1 体外培养72 h对ST细胞形态学的影响
Figure 1 The influence to ST cell morphology after 72 h in vitro culture
A：细胞对照组，细胞呈多角形或短梭形，大小均匀；B：朱砂七多糖20 μg/mL组，细胞结构完整且大小均匀，细胞折光性良
好，无破碎死亡现象；C：病毒对照组，细胞失去正常形态，基本全部脱离单层；D：朱砂七多糖20 μg/mL先加药后接毒组，
细胞形态比较饱满，数量较多，折光性较好；E朱砂七多糖20 μg/mL先接毒后加药组，细胞形态不够饱满，数量减少，折光
性略差；F：朱砂七多糖20 μg/mL药物和病毒混合感作组，细胞部分脱离单层，数量明显减少；标尺：100 μm
A: Cell control group, cells were polygonal or short spindle with uniform size; B: PCP 20 μg/mL group, ST cells owned uniform
size and good refraction, without cell quassation and death; C: Virus control group, no normal cell morphology and almost all
cells departed from the monolayer; D: Virus infection after PCP of 20 μg/mL group, a great quantity cells could be seen, and
they owned good shape and refraction; E: Virus infection before PCP of 20 μg/mL group, ST cells were not full as before, the
number decresed, with bad refraction; F: PCP of 20 μg/mL -virus mixed group, some cells departed from the monolayer, cell
number decreased obviously; Bar: 100 μm

A B C

D E F
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用，但直接灭活作用和抑制作用相对利巴韦林较

弱。经 SPSS软件差异性分析，朱砂七多糖的 3个
不同浓度20、10和5 μg/mL实验组间存在显著性差
异(P＜0.05)，说明朱砂七多糖作用呈剂量依赖性，
浓度越高，抑制作用越强。

3 讨论

TGEV属于冠状病毒属, 为单股正链RNA病

毒，是一种多形性有囊膜的病毒 (Enjuanes et al.,
2003)。近年有关TGEV致病机制的研究多数集中
在其结构蛋白的研究方面，如TGEV核壳体蛋白诱
导的细胞周期阻滞和细胞凋亡(Ding et al., 2014)，
通过过表达和 shRNA干扰发现，TGEV开放阅读框
ORF7能调节TGEV的毒力(He et al., 2012)。有研
究表明，氯化锂(LiCl)可能成为一种抗TGEV的强
有力因子(Ren et al., 2011)，使用生化和病毒学方法
筛选出的一种特定苯丙噻唑小分子化合物能够抑

制TGEV3CL蛋白质的活动，通过抑制病毒蛋白的
合成和RNA的复制来发挥抗 TGEV作用(Yang et
al., 2007)。对猪源益生菌体外抗 TGEV作用的研

给药方式

Means of administration

先给药后接毒

Virus infection after Adm
先接毒后给药

Virus infection before Adm
药毒混合感作

Infected with virus and drug

PCP
(20 μg/mL)
(PCP20)
85.2

78.4

74.4

PCP
(10 μg/mL)
(PCP10)
80.1

62.5

53.1

PCP
(5 μg/mL)
(PCP5)
61.2

47.2

39.2

PCP
(2.5 μg/mL)
(PCP2.5)
52.6

23.5

21.9

RBV
(1 μg/mL)
(RBV1)
75.8

82.3

91.9

细胞对照

Cell control

100.00

100.0

100.0

病毒对照

Virus control

0.00

0.00

0.00

表1 不同浓度朱砂七多糖对TGEV的抑制结果/%
Table 1 The inhibition results of different concentrations of PCP on TGEV

图3 样品检测的qRT-PCR的溶解曲线
Figure 3 qRT-PCR melt curves of samples
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图2 TGEV N基因的PCR结果
Figure 2 Amplification results of PCR of N gene
M：DNA分子量标准DL500；1：扩增产物
M: DNA marker DL500; 1: PCR products
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图4 TGEV N基因 qRT-PCR检测结果
Figure 4 N gene detection of TGEV by qRT-PCR
Mock：细胞对照组；Virus：病毒对照组；PCP20、PCP10、PCP5
和 RBV1：见表 1；**：与病毒对照组相比差异极显著(P＜
0.01)；内参基因：β-actin；n=3
Mock: Control group; Virus: Virus control group; PCP20,
PCP10, PCP5 and RBV1: See table 1; **: Very significant dif-
ference compared with virus control (P＜0.01); Reference
gene: β-actin; n=3

β-actin

TGEV N

PCR：朱砂七多糖；RBV：利巴韦林，下同
PCP: Polygonum cillinerve polysaccharide; RBV: Ribavirin, the same below
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究表明，益生菌及其代谢产物均能够抑制TGEV感
染细胞，不同菌株不同作用方式对TGEV感染细胞
的抑制作用也不同，其中益生菌预防作用效果最

好，而对病毒抑制作用最弱(高长春等, 2013)。近
年来中草药因其在抗病毒作用方面的优势已越来

越受到重视,从中草药中寻找具有抗病毒活性成分
也具有重要的意义(褚秀玲等, 2009)。目前中草药
抗TGEV活性也有相应的一些研究。木犀草素(lu-
teolin)对猪传染性胃肠炎病毒具有一定的体外抑
制作用，3种不同方式给药及给药时间不同都对
TGEV有较好的增殖抑制作用(龚国清等, 2005)。
姜成刚等(2004; 2005)采用体外实验系统地研究并
筛选出抗TGEV的有效单味中草药，结果显示，板
蓝根(Isatis indigotica)、鱼腥草(Herby houttuynia)和
败酱草(Patrinia scabiosaefolia)有明显的抑制TGEV
的效果，优于大青叶和连翘，其中板蓝根、鱼腥草和

败酱草所组成的复方制剂中鱼腥草和败酱草组合

具有最佳抗TGEV的作用。雷用东等(2012; 2013)研
究了接骨木花色苷和紫甘薯花色苷体外抗猪传染

性胃肠炎病毒TGEV)的活性，发现这两种花色苷对
TGEV的预防效果比治疗效果更明显，50 μg/mL的
接骨木花色苷抗TGEV的活性最大，紫甘薯花色苷
在 20~60 μg/mL质量浓度范围内对 TGEV有很好
的抗病毒功效，且抑制程度呈剂量依赖性。

已有研究表明，中药多糖具有较好的抗病毒

作用，如板蓝根多糖对猪繁殖与呼吸综合征病毒

(Porcine reproductive and respiratory syndrome virus ,
PRRSV)具有体外复制的抑制作用 (Wei et al.,
2011)；经硫酸化修饰后的黄芪多糖可显著抑制传
染性法氏囊病毒(Infectious bursal disease virus)对鸡
胚成纤维细胞(CEF)的感染(Huang et al., 2008)；银
耳多糖可抑制新城疫病毒(Newcastle disease virus)对
鸡胚成纤维细胞的影响(Zhao et al., 2011)；印度楝
多糖具有体外抗脊髓灰质炎病毒(Poliovirus)的活
性(Faccin- Galhardi et al., 2012)。而有关朱砂七多
糖体外抗病毒的研究尚未见资料报道，利巴韦林

是人工合成的一种广谱强效抗病毒药物，能在一

定程度上抑制病毒的感染 (Rotman et al., 2014;
Zeuzem et al., 2014)。因此本研究以利巴韦林为抗
病毒药物对照，采用MTT法和 qRT-PCR通过 3种
给药方式研究朱砂七多糖的体外抗 TGEV作用。
MTT法结果显示，朱砂七多糖对ST细胞的最大无
毒浓度(TC0)为20 μg/mL；最大安全浓度(20 μg/mL)

时，对TGEV的抗吸附作用最好，抑制率达85.2%，
其次是对体外增殖的抑制作用，抑制率达 78.4%，
再次是直接灭活作用，抑制率达 74.4%，且抑制率
与浓度呈正相关。qRT-PCR证实，朱砂七多糖3种
给药方式均能在转录水平显著降低 TGEV N
mRNA相对表达量，与对照组相比差异极显著
(P＜0.01)，与MTT法结果相吻合。与利巴韦林组
相比，朱砂七多糖 20 μg/mL对 TGEV的预防作用
较好，而体外增殖抑制作用和直接灭活作用效果

不及利巴韦林。

本研究结果显示，朱砂七多糖对 TGEV在 ST
细胞上增殖有抑制作用，其中以先加药后接毒给药

方式的预防作用效果最佳。朱砂七多糖可能是在

TGEV复制初期通过阻断病毒繁殖过程中的吸附、
穿入、复制、成熟中的环节来抑制病毒的复制，但有

关朱砂七多糖体外抑制TGEV的具体作用机制尚
需进一步研究。

4 结论

朱砂七多糖可抑制 TGEV在 ST细胞上的增
殖，不同给药方式下抑制作用有所差异，以先加药

后接毒给药方式的预防作用效果最佳。本研究结

果初步证实了朱砂七多糖具有体外抗猪传染性胃

肠炎病毒作用，为朱砂七资源的开发和综合利用提

供了依据。
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