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复方苦芩总生物碱保护F８１细胞免受
犬细小病毒损伤作用的探究①

邵秋红,　朱买勋,　朱兆荣,　罗艺晨,　刘　娟,　薛新芳

西南大学 (荣昌校区)动物医学系,重庆 荣昌４０２４６０

摘要:为了探讨中药复方苦芩总生物碱(TotalAlkaloidsinKuqinCompound,TAKC)保护 F８１细胞免受犬细小病

毒(CanineParvovirus,CPV)损伤的作用机理,用 CPV感染F８１细胞,选择不同浓度的 TAKC进行体外抗 CPV感

染F８１细胞试验,采用琥珀酸脱氢酶活力测定法检测 TAKC对F８１细胞的保护率,用 RTＧPCR法检测 TAKC处理

对感染 CPV的F８１细胞中caspaseＧ３基因 mRNA表达水平的影响．结果显示,TAKC对 F８１细胞有保护作用,其

在整个病毒复制过程中(直接灭活作用、阻滞作用、吸附抑制作用、穿入抑制作用和复制抑制作用)均有明显的影

响,其中阻滞作用、穿入抑制作用和复制抑制作用效果最明显,对细胞的保护率分别能达到３１１９％,２０５４％,

３２２８％．同时使感染CPV的F８１细胞的caspaseＧ３基因表达水平显著降低(p＜００１),表达水平与模型组的比值为

１∶１８１８．因此,推测 TAKC可通过阻滞抑制、穿入抑制和 DNA 复制抑制 CPV 感染 F８１细胞和降低 F８１细胞中

caspaseＧ３基因表达水平,起到保护F８１细胞免受 CPV损伤的作用．
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犬细小病毒(CanineParvovirus,CPV)属细小病毒科,细小病毒属,是一种自主复制的病毒,核酸结构

为单链DNA[１],可引起犬细小病毒病,幼犬感染率可达１００％,死亡率达１０％~５０％[２]．病毒对宿主细胞

的入侵分为黏附、穿入、脱衣壳、复制、衣壳蛋白合成以及释放等环节[３],药物可把病毒复制周期中的任何

一个环节作为作用的靶位,如直接接触灭活病毒,阻滞与细胞的吸附和穿入,干扰病毒核酸复制及生物合

成或抑制病毒的装配、成熟、释放,从而达到抗病毒效果[１]．细胞凋亡是细胞内在有规律的机制引起的,它

可由细胞内部因素和外部刺激所诱导,凋亡的发生与基因调节有关,称为程序性细胞死亡[４]．资料显示[５],

体外 CPV 感染猫肾细胞和犬纤维瘤细胞可以引起细胞凋亡,而大部分感染 CPV 的 F８１细胞(猫肾细胞)

caspaseＧ３活性都远远高于对照细胞．复方苦芩是根据中兽医理论和临床辩证论治的原则,选用由苦参、黄

芩、白头翁、黄芪、金银花等组成的中药复方,方中黄芪益卫固表治其本、黄芩清热燥湿,泻火解毒,苦参

清热燥湿,全方具有理气健脾、利水渗湿、解毒止痢之功效．前期研究表明,复方苦芩能提高动物免疫

力[６－７],具有保护肠粘膜[８],保护心肌等[９－１３]作用;中药中总生物碱具有明显的生物学活性,许多生物碱

类成分具有抗病毒的成分[１４]．故本试验通过对CPV敏感的F８１猫肾细胞进行体外试验,探讨 TAKC保护

F８１细胞免受犬细小病毒损伤的作用,为利用 TAKC防治犬细小病毒病提供理论依据．
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１　材料与方法

１１　试验材料

１１１　细胞和病毒

细胞:F８１(中国科学院典型培养物保藏中心昆明细胞所,编号:KCB２００６１０４YJ);病毒:犬细小病毒

(CPV,四川农业大学彭广能教授惠赠,西南大学荣昌校区中药研究与开发室留存)．

１１２　试验药品

复方苦芩和 TAKC提取液质量浓度均为１g/mL生药(西南大学荣昌校区中药研究与开发室研发,由

黄芩、苦参等中药组成,重庆天龙牧业科技有限公司试制),黄芪多糖注射液(重庆天龙牧业科技有限公司,

２０１２０３１８)．

１１３　主要试剂及配制方法

DMEM 营养液(Gibco,c１１９９５５００BT)、０２５％胰酶(Gibco,２５２００Ｇ０５６)、小牛血清、MTT(上海生工

生物工程技术服务有限公司,LJ０９０１B８０１１Z)、二甲基亚砜(上海生工生物工程技术服务有限公司,

２０１１０５２８),Trizol(上海生工生物工程技术服务有限公司),PrimeScriptRTreagentKitWithgDNAEraser(宝
生物工程(大连)有限公司),SYBRPremixExTaqTMⅡ(宝生物工程(大连)有限公司)．

营养液 A:配制成含１０％小牛血清的DMEM 营养液;营养液B:为２％小牛血清 DMEM 营养液;药

物营养液:将试验用药物用含０５％血清 DMEM 营养液分别配制成所需的质量浓度,超净工作台下用

０２２μm 微孔滤膜过滤,分装、密封,于４℃下保存备用．

１１３　主要仪器和设备

Model６８０酶标仪(BioＧRadLaboratories),SEＧ２０００型 Nikon倒置显微镜(日本 Nikon公司),３１１１型

隔水式二氧化碳培养箱(ThermoElectronCorporationUSA),SWＧCJＧ２F型双人双面净化工作台(苏州净

化设备有限公司),MMＧⅠ型微震荡器(上海医用分析仪厂)．

１２　CPV半数组织细胞感染量(TCID５０)和药物最大无毒质量浓度测定

参照文献[１５]的方法测定 TCID５０,采用 ReedＧMuench法计算 TCID５０．参照文献[１６]方法测定药物

最大无毒质量浓度,各试验组结果与空白对照比较,t检验,差异不显著的最大药物质量浓度为最大无

毒质量浓度．
１３　TAKC保护F８１细胞免受CPV损伤作用试验

１３１　试验分组

将９６孔培养板中长满的单层细胞分为空白组(不作任何处理)、病毒组(只感染病毒)、阳性药物组(根

据前期预实验结果,进行感染病毒并用含１０－５g/mL黄芪多糖药物营养液处理)、复方苦芩组(根据前期预

实验结果,进行感染病毒并用药质量浓度为１０－４g/mL复方苦芩药物营养液处理),TAKC１~５组(根据

TAKC对F８１最大无毒质量浓度测定结果,进行感染病毒并用药质量浓度为１０－４~１０－８g/mLTAKC药

物营养液处理)每组６个重复孔,重复３次．

１３２　TAKC对病毒的直接灭活作用

参照文献[１７－１８]取１００TCID５０的CPV病毒液与不同质量浓度药液营养液等体积混合,３７℃作用９０

min后超速离心去除中药成分,沉淀用PBS洗涤后再超速离心沉淀病毒颗粒．病毒沉淀以营养液B重悬,

接种至单层F８１细胞的９６孔板中,培养２４~７２h,逐日观察细胞病变(CPE)．

１３３　TAKC预处理细胞对病毒的阻滞作用

参照文献[１８]将F８１单层细胞用含不同质量浓度中药成分的培养液培养３d,弃培养液,PBS充分洗

细胞后加１００TCID５０的CPV病毒液１００μL接种,３７℃孵育１h,用PBS清洗以去除未吸附的病毒,加入

营养液B培养２４~７２h,逐日观察病变(CPE)．
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１３４　TAKC对病毒吸附细胞的抑制作用

参照文献[１７－１８]不同质量浓度含药培养液分别接入已长满单层细胞的９６孔板内,每孔１００μL,

３７℃孵育２h后,弃药液,再接入１００TCID５０病毒液每孔１００μL,３７℃孵育２h．用PBS洗单层细胞,去

除未吸附的病毒和中药成分,加入营养液B培养２４~７２h,每日观察病变(CPE)．
１３５　TAKC对病毒穿入的抑制作用

参照文献[１７－１８]将单层的F８１细胞接种CPV病毒液,置４℃吸附１h,用PBS洗单层细胞,去除未

吸附的病毒．吸附病毒的细胞分别用含不同质量浓度中药成分的培养液３７℃培养０,１５,３０,６０min后加入

蛋白酶 K(０５mg/mL)反应２０min,用１mmol/L的苯甲基磺酰氟(PMSF)终止反应,用PBS洗单层细胞

２次,加入营养液B培养２４~７２h,逐日观察病变(CPE)．
１３６　TAKC对病毒复制的抑制作用

参照文献[１７－１８]以１００TCID５０的CPV病毒液感染形成单层的F８１细胞,每孔１００μL,３７℃孵育

２h后弃病毒液,用PBS洗单层细胞,将感染细胞在不同的药物质量浓度下培养２４~７２h,逐日观察病

变(CPE)．
１３７　细胞保护率测定

参照文献[１９],采用琥珀酸脱氢酶活力测定法(MTT法)进行测定．取出９６孔板,弃营养液,加

入５mg/mLMTT溶液２０μL,置３７ ℃、５％ CO２ 培养箱中继续培养４h后取出,将孔内液体吸弃,

再加入１００μLDMSO,置微量振荡器上振荡１０min,用酶标仪,波长４９０nm,测吸光值(OD),结果

用细胞保护率表示．
细胞保护率＝(试验组OD 值－病毒组OD 值)/(空白组OD 值－病毒组OD 值)×１００％

细胞损伤率＝(空白组OD 值－病毒组OD 值)/空白组OD 值×１００％
１４　实时荧光定量PCR检测F８１细胞中caspaseＧ３mRNA表达

１４１　试验分组及处理

F８１细胞培养于６孔板,分组同试验１３１,TAKC组用药质量浓度为１０－５g/mL,每组３个重复孔．
不同质量浓度含药培养液分别接入已长满单层细胞的６孔板内,３７℃孵育２h后,弃药液,再接入１００
TCID５０病毒液,３７℃孵育２h．用PBS洗单层细胞,将感染细胞在不同的药物质量浓度下继续培养７２h
后,消化下来,离心收集细胞,存于－８０℃．
１４２　总 RNA 的提取和cDNA 的合成

参照 Trizol试剂盒提取F８１细胞总 RNA．通过普通琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA完整性,用紫外分

光光度计测定 RNA的OD２６０和OD２８０,计算OD２６０/OD２８０比值,检测 RNA 的纯度．并反转录成cDNA,

于－２０ ℃保存待测．
１４３　目的基因和内参基因引物

登录 GenBank,根据已有猫的caspaseＧ３和内参基因βＧactinmRNA的核苷酸序列,利用PrimerPremＧ
ier５０软件设计对应引物,由上海生物工程技术服务有限公司合成,引物信息见表１．

表１　引物信息

引物名称 引物序列(５to３) 产物长度/bp 基因登录号

CaspaseＧ３F TTTATGGAACAAACGGACC １８２ NM_００１００９３３８１

CaspaseＧ３R GTATTTTCTGACAGGCGATG

βＧactinF CTGGATTTTGAGCAGGAGATG １４１ AB０５１１０４１

βＧactinR CAGGAAGGAAGGCTGGAAG

１４４　实时荧光定量标准曲线模板的制备

采用 TＧA载体克隆方案,分别将caspaseＧ３(１８２bp),βＧactin(１４１bp)扩增片段连接至pGEMＧTeasy载

３第９期　　　　　　邵秋红,等:复方苦芩总生物碱保护F８１细胞免受犬细小病毒损伤作用的探究



体,转导至大肠杆菌DH５a感受态细胞中,克隆培养并挑取阳性菌落进行扩大培养,抽提,纯化重组质粒,

并取阳性菌液在上海生工生物工程技术服务有限公司测序验证．阳性质粒－２０℃保存备用．
１４５　实时荧光定量PCR方法检测caspaseＧ３基因 mRNA 表达水平

在２０μL反应体系中,含SYBRPrimixExTaqMix(２×)１０μL,上、下游引物各０５μL,cDNA模

板１μL,灭菌去离子水８μL,同时将定量模板１０倍稀释做标准曲线,在BioＧRadMJmini荧光定量PCR
仪上进行扩增,２个基因的反应条件均为９５℃３min,４０个循环９５℃１５s,５７℃３５s,每个循环后进行读

板．caspaseＧ３和βＧactin检测结果根据各自的标准曲线由BioＧRadCFX Manager１６软件计算统计得出．扩

增完毕后,进行熔解曲线分析检测产物的特异性．为纠正 RNA定量、反转录及PCR反应效率的差异对结

果的影响,caspaseＧ３基因表达强度分别以绝对拷贝数/βＧactin绝对拷贝数表示．计算出目的基因与内参基

因(βＧactin)的Ct 差值ΔCt(ΔCt＝Ct目的基因 －Ct内参基因 ),然后选取空白组为对照组,以各试验组的ΔCt 减去

空白组的ΔCt,即为ΔΔCt 值,最后将其结果转化成相对差异倍数,即(QR＝２－ΔΔCt),结果即为各试验组

F８１细胞中caspaseＧ３基因与空白组F８１细胞中caspaseＧ３基因表达的倍数关系．
１５　统计分析

试验结果用SPSS１９０软件进行方差分析和显著性检验,试验数据用x±SD表示．

２　试验结果

２１　药物安全质量浓度与TCID５０测定结果

药物安全质量浓度测定显示,在 TAKC质量浓度超过１０－３g/mL时细胞存活率降低,与空白组比较

差异极具统计学意义(p＜００１)．在药物质量浓度低于１０－４g/mL时细胞存活率与空白组比较差异不具有

统计学意义(p＞００５),确定最大无毒质量浓度为１０－４g/mL;根据 ReedＧMuench法计算CPV 的 TCID５０

为０２mL１０－４１０２PFU．

２２　TAKC保护F８１细胞免受CPV损伤作用试验结果

从表２可知,TAKC能减少病毒直接对细胞的损伤并有一定的吸附抑制作用．阻滞试验与穿入抑制作

用试验中,TAKC第２组(１０－５g/mL)效果显著优于复方苦芩组和阳性药物组,p＜００１．复制抑制作用试

验中,TAKC第１组(１０－４g/mL)抑制病毒DNA复制效果显著优于复方苦芩组与阳性药物组,p＜００１,

TAKC第２组(１０－５g/mL)效果优于复方苦芩组,p＜００１．
表２　TAKC保护F８１细胞免受CPV损伤作用试验结果(n＝６)

项　目
病毒组细胞

损伤率/％

细胞保护率/％
药物１组 药物２组 药物３组 药物４组 药物５组 复方苦芩组 阳性药物组

直接灭活作用 ３９９４±０９２ １０７９±０３０Ee １９３９±００９Cc １１９２±０１７Dd ７３３±０１３Ff ７１１±０３６Ff ２１２８±０２０Aa ２０６０±０１５Bb

阻滞试验 ４２２７±０９１ ２３２０±０２５Cc ３１１９±０２８Aa １９６９±００８Ee ８１６±０１５Ff ７７１±０５５Fg ２８５３±０４９Bb ２０８６±０２２Dd

吸附抑制试验 ５２４８±１０２ ８１６±０４１Ee １４２４±０１５Dd ２０５４±０２３Cc ８１１±０３７Ee ７９１±０１３Ee ２６１０±０３１Aa ２１７６±０３６Bb

穿入抑制试验 ３６９２±１０８ ２２９６±０３９Bb ３２２８±０３２Aa １９９５±０３７Cc １１６６±０３５Dd １１０８±０４１Ee ２３２０±０２３Bb ２３３９±０３４Bb

复制抑制试验 ４３８７±１３１ ２８００±０２０Aa ２１８７±０２９Cc １５３６±０２１Ee ６２１±０３０Ff ５７４±０７０Fg ２０８９±０３５Dd ２３０１±０１４Bb

　　注:同行中,不含相同字母肩注表示差异显著或极显著(小写字母表示p＜００５,大写字母表示p＜００１),含相同字母肩注表示差异不显著(小写字母表示

p＞００５,大写字母表示p＞００１)．

２３　TAKC对感染CPV的F８１细胞caspaseＧ３基因表达的影响

２３１　定量标准曲线的建立

图１和图２分别是１０３,１０４,１０５,１０６,１０７,１０８,１０９ 拷贝的βＧactin和caspaseＧ３基因质粒标准品的实时荧

光定量PCR标准曲线,回归系数均为１０００,显示出极好的线性关系．
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Amplification扩增曲线,Cycles循环数,RFU 荧光强度,LogScale对数标尺,StandardCurve标准曲线,Thresholdcycle循环数,Log

startingquantity起始模板浓度对数值．下同．

图１　βＧactin基因的实时荧光定量PCR标准曲线

图２　caspaseＧ３基因的实时荧光定量PCR标准曲线

２３２　caspaseＧ３mRNA 表达情况的比较

结果显示,经系统软件分析熔解曲线,产物的Tm 值均一,有着良好的反应特异性(图３ＧA,３ＧB);从

图３ＧC(由左到右依次为病毒组、空白组、复方苦芩组、阳性药物组、TAKC组)可以看出,病毒组细胞

caspaseＧ３mRNA表达量明显升高,其表达量分别为空白对照组的２８００倍、TAKC组的１８１８倍、复方苦

芩组１６９７的倍、黄芪多糖组的１０７７倍．与病毒组比较,其中TAKC组、复方苦芩组细胞caspaseＧmRNA
表达量下降,差异极具统计学意义(p＜００１)．

３　分析讨论

CPV通过网格蛋白介导的细胞内吞作用进入细胞[２０]．CPV 首先结合至宿主细胞的转铁蛋白受体

(Transferrinreceptor,TfR),进而通过网格蛋白介导的内吞途径进入细胞内部,在细胞内病毒粒子会遭遇

一个酸性环境,病毒脱衣壳,DNA释放进入细胞核[２１]．随着宿主细胞的复制和表达,犬细小病毒也开始进

行复制和表达[２２]．CPV利用细胞核内游离的核酸、酶以及某些蛋白进行合成、装配,并与病毒蛋白在细胞

内逐步成熟形成病毒颗粒,最后通过细胞死亡、信号介导细胞核输出等方式释放[１]．
目前,抗病毒药物的抗病毒靶标可以归纳为以病毒吸附作为靶标,或以病毒受体和辅助受体作为拮抗

剂的靶标,或以病毒反转录酶作为靶标的核苷类反转录酶抑制剂,或以病毒反转录酶作为靶标的非核苷类

反转录酶抑制剂,或以病毒DNA 聚合酶作为靶标的无环鸟苷类似物等[１１]．复方苦芩由苦参、广藿香等组

成,富含苦参碱、氧化苦参碱、槐定碱、广藿香吡啶碱等生物碱．现代药理研究表明,生物碱的药理作用除

了抗肿瘤、抗菌、杀虫外还具有抗病毒作用,如板蓝根生物碱[２３]、紫花地丁总生物碱[２４]、藏药甘青乌头生

物碱[２５]等．
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A:βＧactinmRNA熔解曲线;B:caspaseＧ３mRNA熔解曲线;C:caspaseＧ３mRNA的相对表达水平(n＝３)．

图C中∗∗ 代表与模型组相比差异极具统计学意义．Meltpeak溶解曲线 －d(RFU)/dT 荧光强度 Temperature,Celsius溶解温度 Gene

expression基因表达水平 Normalizedfoldexpression相对表达倍数．

图３　caspaseＧ３mRNA实时荧光定量PCR熔解曲线与相对表达水平(n＝３)

本试验结果显示,TAKC在无毒质量浓度１×１０－４~１×１０－８g/mL下对CPV体外作用F８１细胞具有

一定的保护作用．从其作用机理研究发现 TAKC对 CPV 的阻滞、抑制穿入和抑制复制作用明显,但对

CPV的复制抑制作用均弱于其对CPV的阻滞和穿入抑制作用,可能总生物碱对于已吸附穿入的病毒,虽

仍能发挥抑制CPV在胞内复制增殖的作用,可通过抑制其核酸复制或影响蛋白合成,但整体上弱于其阻

止病毒穿入作用[２３]．以上结果证实,中药成分在适当的加药方式和适宜的质量质量浓度下才能显示出显著

的抗病毒作用,这点与文献研究结果一致[１２]．
CaspaseＧ３是caspase家族中最重要的凋亡执行者,通过降解 DNA 修复酶 PARP(poiyADPＧribose

polymerase)活化DNA裂解因子 DFFＧ４５(DNAfragmentationfactorＧ４５),导致 DNA 修复的抑制并启动

DNA降解,从而诱导细胞凋亡．许多学者研究发现,细小病毒感染细胞后可引起细胞的凋亡和坏死,并且

证明这一凋亡作用与病毒的 NS１ 非结构蛋白有关[２６－２７]．潘红丽[２２]研究表明 CPV NS１蛋白可通过上调

caspaseＧ３/７蛋白酶活性诱导 F８１细胞凋亡．通过实时荧光定量PCR方法能够对细胞组织中相应基因的表

达量进行定量测定[２８－２９]．本试验结果表明F８１细胞感染 CPV 后caspaseＧ３基因表达增加．TAKC可下调

caspaseＧ３基因表达,其机理是 TAKC对CPV入侵F８１细胞前对 NS１蛋白的表达产生了影响或是 TAKC
能上调F８１细胞内caspaseＧ３mRNA的表达,具体作用机理有待进一步深入研究．

４　结　论

TAKC在犬细小病毒侵染F８l细胞过程中均对该细胞有一定的保护作用,其机理可能是通过阻滞、抑

制CPV穿入靶细胞,抑制CPVDNA复制和调节F８１细胞凋亡执行基因caspaseＧ３表达而保护F８１细胞．
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StudyontheEffectofTotalAlkaloidsinKuqinCompound
ofProtectingF８１CellsAgainstCanineParvovirus

SHAOQiuＧhong,　ZHU MaiＧxun,　ZHUZhaoＧrong,
LUOYiＧchen,　LIU　Juan,　XUEXinＧfang

DepartmentofVeterinaryMedicine (RongchangCampus),SouthwestUniversity,RongchangChongqing４０２４６０,China

Abstract:AnexperimentwasconductedtoinvestigatethepossiblemechanismoftotalalkaloidsincomＧ

poundkuqin(TACK)protectingF８１cells(felinekidneycells)againstcanineparvovirus(CPV)．Inin
vitrotests,F８１cellswereinfectedwithCPVandtreatedwithTACKatdifferentconcentrations．The
MTTmethodwasusedtodetecttheprotectionrateofF８１cells,andRTＧPCRwasusedtotesttheexpresＧ
sionofcaspaseＧ３mRNA．TheresultsshowedthatTACKhadprotectiveeffectsonF８１cellsthroughout
theprocessofvirusreplication,includingdirectinactivationeffect,blockingeffect,adsorptioninhibition
effect,penetrationinhibitioneffectandreplicationinhibitioneffect．TheprotectionoftheeffectsofblocＧ
kinginhibition,penetrationinhibitionandreplicationinhibitionwas３１１９％,２０５４％ and３２２８％,reＧ
spectively．TACKsignificantlydecreasedtheexpressionlevelofcaspaseＧ３mRNAinF８１cellsinfectedwith
CPV,theratiobeing１∶１８１８,ascomparedwiththemodelgroup．Itis,therefore,speculatedthat
TACKcanprotectF８１cellsfromdamageinducedbyCPVthroughtheblockinginhibition,penetrationinＧ
hibitionandDNAreplicationinhibitioneffectsofF８１cellsagainstCPVinfectionanddecreasetheexpresＧ
sionlevelofcaspaseＧ３mRNA．
Keywords:totalalkaloidsincompoundkuqin;canineparvovirus;felinekidneycell;antiＧinjury
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