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艾滋病即获得性免疫缺陷综合征 (acquired

immunodeficiency syndrome, AIDS) 是由人类免疫

缺陷毒(human immunodeficiency virus，HIV)引起的

一种致死性的传染病。HIV是一种逆转录病毒，其

主要型别分为 HIV- 1 和 HIV- 2，我国艾滋病大多

由 HIV- 1引起。近年来艾滋病在全球蔓延的速度

令人震惊，我国 HIV/AIDS感染者也迅猛增加[1]。尽

管高效抗逆转录病毒联合疗法 (highly active

antiretroviral therapy，HAART)在治疗艾滋病上取得

了明显的进展，但因沉重的经济负荷无法广泛地应

用到发展中国家，且毒副反应和多种耐药株报道已

屡见不鲜[2- 5]。为此开发和使用低毒、高效、可长期

使用的中草药或其他廉价药物治疗艾滋病已刻不

容缓。双黄连是临床常用的中成药，有研究发现[6]

双黄连粉针剂具有广谱抗病毒作用，并且对吸附于

细胞表面和进入细胞的病毒均有抑制作用。但双黄

连对 HIV的作用报道很少，虽有临床试验[7]发现双

黄连可提高艾滋病病人的 CD4+T 细胞的数量，改
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摘 要：【目的】探讨双黄连药物及其药物血清在体外是否有抗 HIV- 1作用。【方法】采用荧光染料 Calcien

AM标记 HIV感染的慢性 H9细胞（H9/HIV- 1ⅢB）分别与不同稀释浓度的双黄连药物和药物血清作用后，与靶

细胞MT- 2细胞混合培养，观察MT- 2和 H9/HIV- 1ⅢB融合细胞的变化；MTT法检测药物对 HIV感染细胞的保

护作用；HIV- 1 p24抗原试剂盒检测药物作用后的细胞培养上清 p24抗原含量的变化。【结果】双黄连粉针剂及

其药物血清能够抑制MT- 2和 H9/HIV- 1ⅢB细胞融合，能够保护 HIV感染细胞的死亡，减少 HIV- 1 p24的表

达。【结论】双黄连粉针剂及其药物血清在体外具有抗 HIV- 1的作用。
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Effect of Shuanghuanglian Injection and Its Drug Serum Against HIV- 1 In Vitro
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Abstract：【Objective】 To investigate the inhibitory effect of Shuanghuanglian (SHL) injection on human

immunodeficiency virus type 1 (HIV- 1) infection in vitro.【Methods】Calcein- AM stained H9/HIV- 1ⅢB cells were

treated with serially diluted SHL injection and its drug serum respectively, then mixed with target cells MT- 2. HIV- 1

mediated cell fusion was observed under a fluorescent microscope. The protective effect of SHL on HIV- 1- infected

cells was determined by MTT. Viral replication was evaluated by measuring the level of p24 antigen in culture

supernatants by ELISA.【Results】SHL injection and its drug serum could inhibit the fusion of MT- 2 and H9/HIV- 1

ⅢB cells, could protect HIV- 1 infected cells from death, and decrease p24 antigen release. 【Conclusion】 SHL

injection and its drug serum can reduce HIV- 1 infection in vitro.
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善艾滋病人的症状，但未进行 HIV病毒载量的测

定。本实验用不同浓度的双黄连药液及其药物血

清和 H9/ HIV- 1ⅢB作用观察其是否具有抗 HIV-

1的作用。

1 材料和方法

1. 1 材 料

①药物和试剂：中药双黄连粉针剂（哈药集团

中药二厂生产，剂型：600 mg/支），用生理盐水

（NS）溶解为 200 mg/mL，无菌分装，- 20 ℃贮存备

用。AZT (3′- Azido - 3′- deoxythymidine，美国

Biochemika Fluka )100 mg，用 DMSO配成 100 mg/

mL，分装- 20 ℃贮存备用。药物于实验前用 RPMI-

1640培养液按需要稀释至所需工作浓度。Calcein

AM（美国 Molecular Probes），用 DMSO 配成 1

mmol /L，分装，- 20 ℃贮存备用。噻唑蓝 (MTT，

Sigma ) PBS 配制 5 mg/mL - 20 ℃贮存备用。 p24

抗原检测试剂盒（美国 ZeptoMetrix）。RPMI- 1640

培养液 (美国 Gibco ) ，使用时加入体积分数 10%

胎牛血清 (FBS，杭州四季青)。②细胞和病毒: HIV-

1ⅢB感染的慢性 H9 细胞（H9/ HIV- 1ⅢB） 和

MT- 2 细胞来自美国，由南方医科大学免疫教研室

惠赠。③实验动物：6周龄 SPF级雄性 BABL / c小

鼠，体质量 15～20 g，购自广州医学实验动物中心。

1.2 方 法

1.2.1 细胞和病毒培养 H9/ HIV- 1ⅢB细胞和

MT- 2 细胞用含体积分数 10%FBS的 RPMI- 1640

培养基在 37 ℃，体积分数 5%CO2培养箱培养，2～3

d传代 1次。进行药物实验前 1 d再传代换液 1 次

使细胞处于对数生长期。

1.2.2 双黄连药物血清的制备 6周龄 SPF级雄

性 BABL / c小鼠 12只，随机分成两组：生理盐水

（NS）组和双黄连(SHL)组，每组 6只。中药双黄连

粉针剂用无菌 NS配制，以人临床用量×动物（小白

鼠）等效剂量比值×血清稀释度为参考浓度，给

BABL / c小鼠腹腔注射, 每天注射 2 次, 每次 0.25

mL（药物质量浓度 60 g/L）。NS对照组每次腹腔注

射无菌 NS 0.25 mL，连续给药 2 d，末次给药后 1

h，眼球放血采集分离血清，组内 6 只小鼠血清混

匀后，56 ℃ 30 min灭活，小量分装密封后置于- 80

℃冰箱保存备用。

1.2.3 药物和药物血清对细胞的毒性测定 采用

MTT 法 [8] 分别测定双黄连对 MT- 2 细胞和 H9/

HIV- 1ⅢB细胞毒性。在进行药物抗病毒实验前，

应首先测定药物对实验细胞的毒性作用，观察细

胞存活率和求出 CC50［50%cytotoxic concentration，

即对 50%宿主细胞产生细胞毒性作用时药物质量

浓度，!CC50 /（μg·mL-1）］。细胞存活率=(实验组 OD
均值/ 对照组 OD均值) ×100 %）。根据细胞存活

率按照Reed- Muench法求出 CC50。

1.2.4 药物和药物血清对 H9/ HIV- 1ⅢB细胞与

MT- 2 细胞早期融合的影响 ① 分子荧光探针

Calcein- AM标记 H9/ HIV- 1ⅢB细胞：收集对数生

长期的 H9/ HIV- 1ⅢB细胞，计数并配制 4×105 /

mL细胞悬液。按 1 mL H9/ HIV- 1ⅢB加入 2.5

μL 1 mmol/L Calcein AM。37 ℃孵育 30 min。PBS

洗涤 2 次，再用含体积分数 10%FBS的 RPMI-

1640培养液重悬细胞，计数并调整细胞密度为 4×

105/mL。② H9/ HIV- 1ⅢB细胞和药物及药物血清

作用：将 Calcein- AM标记好的 H9/ HIV- 1ⅢB细

胞加到 96孔培养板，每孔 25 μL，分别加入不同稀

释度双黄连和 AZT药物 25 μL，或分别加入不同

稀释度双黄连药物血清和 NS对照血清 25 μL，为

实验组。另外设不加药物或药物血清的病毒对照

组（补加培养基）。每种样本设 3个复孔。37 ℃孵育

30 min。③ 细胞融合：每孔加入 50 μL处于对数生

长期的 MT- 2 细胞（细胞数密度 2×106/mL），同时

设单独的 MT- 2 细胞对照（不加药物和病毒）。37

℃孵育 2 h 。在倒置荧光显微镜下观察，计数每孔

细胞融合数，每孔随机计数 4个视野。计数完成后

每孔再补加 100 μL培养基，37 ℃继续培养。重复

实验 3次，记录结果。计算出融合细胞均数(N)值。

融合抑制率=1-（N 实验组 / N 对照组）×100%。根据融合

抑制率按照 Reed - Muench 法算出 EC50 (50%

effective concentration，为抑制合胞体形成达 50%

时药物的质量浓度， ! EC50 / μg·mL-1)。选择指数
(selectivity index , SI)为 CC50/ EC50的比值。

1.2.5 MTT试验检测药物和药物血清对 HIV- 1致

感染细胞死亡保护作用和 P24抗原检测 上述融

合细胞计数后 37 ℃再培养 48～72 h，离心 96孔细

胞培养板，吸取细胞培养上清进行 p24抗原检测

（按试剂盒说明书进行），细胞沉淀做 MTT检测。

HIV- 1体外感染 MT- 2细胞后，在一定的时间内

(5～7 d)，HIV感染细胞会死亡。用MTT方法测定存

活细胞，酶标仪测定吸光度(OD)值。待测药物与其
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共培养，如果抑制了细胞的死亡，活细胞数增加，

或使 p24抗原表达下降均说明该药物具有抗 HIV

活性。p24抗原抑制率=[1- (实验组 OD值/病毒对

照组 OD值)]。

1.3 统计学处理

应用 SPSS10 统计软件对数据进行成组 t 检

验和 ANOVA 分析，结果以(x±s)表示，检验水准设

!=0.05。

2 结 果

2.1 药物和药物血清对细胞的毒性测定

双黄连粉针剂对 MT- 2细胞和H9/ HIV- 1ⅢB

细胞CC50均大于 1 000 μg/mL。药物血清含量在

20%范围以下显示对细胞无明显的毒性作用。

2.2 细胞和病毒培养

H9/ HIV- 1ⅢB细胞整合有 HIV- 1ⅢB，通常

状态下，呈慢性整合感染状态，病毒较少释放出

来，细胞表面可表达病毒蛋白。H9/ HIV- 1ⅢB细

胞呈圆形或不规则形，体积较小，细胞之间无融合

出现。MT- 2 细胞呈半贴壁生长，绝大部分为圆形

或椭圆形，少数呈不规则状，体积较大，有极少数

的大细胞存在。MT- 2 细胞具有 CD4 受体。H9/

HIV- 1ⅢB和 MT- 2细胞混合后会融合成巨细胞病

变（cytopathic effect, CPE）（图 1A,C,D）。

2.3 双黄连药物和药物血清对 HIV- 1 引起的细

胞融合影响

在荧光显微镜下观察 H9/ HIV - 1ⅢB 被

Calcein- AM染色后，能发出较强的绿色均匀荧光，

体积较小(图 1B)。单独的MT- 2细胞没有染色不能

发出荧光。H9/ HIV- 1ⅢB和 MT- 2细胞共同孵育

2 h 后，如发生融合，则MT- 2与 H9/ HIV- 1ⅢB融

合细胞能发出荧光，但荧光强度弱于未融合的 H9/

HIV- 1ⅢB细胞（荧光素扩散到两个细胞），细胞体

积较大且不规则，因此很易区分融合和未融合细

胞（图 1C,D）。表 1显示双黄连药物能够较明显抑

制 H9/ HIV- 1ⅢB细胞和 MT- 2细胞形成合胞体，

其 "EC50 = 3.18 μg/mL，选择指数 SI大于 314.5。AZT
抑制细胞融合不明显，250 μg/mL的 AZT仍然可

导致多数的细胞融合（表 1）。双黄连药物血清也有

轻度的抑制作用，但效果不如药物的直接作用明

显（图 2A）。

2.4 药物及药物血清对 HIV- 1 致感染细胞死亡

的保护作用和 P24抗原影响

由表 1 可见，AZT和双黄连均能保护 HIV- 1

致感染细胞死亡和抑制 p24抗原表达。双黄连抑

制感染细胞死亡和抑制 p24抗原表达的 EC50分别

为 10.59 μg/mL 和 23.29 μg/mL，SI 分别大于

94.43和 42.9。双黄连药物血清也能对抗 HIV感染

细胞的死亡和减少 p24抗原的表达，其作用与正

常生理盐水血清组比较差异具有统计学意义。

3 讨 论

双黄连是临床常用的中成药，其成分主要由

金银花、黄芩、连翘三味中药组成。金银花、连翘为

清热解毒药，黄芩为清热燥湿药，三者合用具有表

里双解、气血两清之功效，显示较强的广谱抗病毒

作用[6]。本实验表明，双黄连在一定浓度范围内 (8～

200 μg/mL) 对 HIV- 1病毒具有较显著的抵抗作

用，表现双黄连粉针剂不但能抑制 MT- 2 和 H9/

HIV- 1ⅢB融合,减少 MT- 2细胞病变，而且能够保

护 HIV- 1感染细胞的死亡，减少 HIV- 1 p24抗原

保护率=
实验组 OD值-病毒对照组 OD值

MT2细胞对照组 OD值-病毒对照组 OD值

图 1 H9/ HIV- 1ⅢB与MT- 2细胞融合

Fig. 1 The fusion between the H9/ HIV- 1ⅢB and MT-

2 cells (fused cells measured about two or more times by size

of cell (×250)

Black arrow: unfused cell；Red arrow: fused cell. A: H9/ HIV-

1ⅢB and MT- 2 fused and unfused cells (unlabelled); B: H9/ HIV- 1

ⅢB cells (labeled with Calcein- AM); C: H9/ HIV- 1ⅢB and MT- 2

cells（control group, labeled with Calcein- AM, showing a lot of fused

cells）; D: SHL injection inhibit fused cell

A B

C D
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的表达。

中药含药血清的药理研究方法是近十余年来

出现的一种较为符合中药特点的体外实验方法。

应用中药含药血清进行中药及其复方的药理研

究，其实验结果和整体药效具有一致性，能够克服

中药粗提物进行体外实验对实验结果的干扰，比

较接近药物在体内环境中产生药理效应的真实过

程，因此用含药物血清进行的体外实验在一定程

度上能够反映整体给药的效果。但正常血清中固

有的酶、抗体、补体及其它生物活性物质, 它们对

体外培养的细胞、病毒会产生影响而干扰实验结

果。血清经 56 ℃, 30 min 水浴灭活后可减少其干

扰作用，并且不影响在灭活前所表现的有效作用

点，但血清灭活后对病毒致细胞病变的抑制作用

明显降低[9]。本研究是在发现双黄连粉针剂具有显

著抑制 HIV- 1病毒基础上，按照文献[10]方法制备

双黄连粉针剂的药物血清和生理盐水阴性对照血

清，血清经 56℃, 30 min 灭活后再进行 HIV- 1 的

抗病毒作用研究。结果发现双黄连药物血清也同

样具有抗 HIV- 1的作用。但双黄连药物血清的作

用相对较弱，分析其原因很可能是血清被灭活后

药效降低所致。本研究结果为双黄连用于艾滋病

的治疗和预防提供了较为直接的依据，而且双黄

连的价格便宜，毒副作用低，所以值得在临床上特

别是那些艾滋病的高发区推广试验性应用。

表 1 双黄连粉针剂和 AZT药物体外抗 HIV- 1作用

Table 1 Inhibitory effect of SHL injection and AZT on HIV- 1 infection in vitro

Shuanghuanglian

200

40

8

1.6

0.32

AZT control

250

25

2.5

0.25

0.025

Virus control

Cell control

CPE

fused cell count（fused inhibition%）

0.57±0.73（98）

3.71±0.88（84）

6.57±2.32（72）

15.86±4.70（33）

18.71±2.31（21）

21.17±1.60（8）

19.0±2..37（18）

19.67±2.42（19）

19.17±2.98（17）

20.67±1.86（13）

23.71±2.29（0）

0

MTT

OD value（protective rate%）

1.09±0.05（83）

0.99±0.04（60）

0.96±0.05（52）

0.88±0.04（33）

0.74±0.03（3）

1.08±0.06（82）

0.99±0.05（60）

0.92±0.04（45）

0.89±0.04（37）

0.75±0.04（9）

0.72±0.04（0）

1.16±0.04（100）

p24 antigen

OD value（p24 antigen inhibition%）

0.70±0.03（59）

0.80±0.04（53）

0.94±0.04（45）

1.31±0.04（23）

1.52±0.05（10）

0.71±0.04（58）

0.65±0.04（61）

0.79±0.05（54）

0.82±0.04（52）

1.03±0.03（39）

1.70±0.04（0.00）

图 2 双黄莲(SHL)药物血清和生理盐水(NS)对照血清抗 HIV- 1感染作用

Fig. 2 Effects of the inactive serum of SHL and NS on HIV- 1 infection

A: Inhibition (%) of HIV- 1 inducing MT- 2 syncytia formation; B: Protection (%) of HIV- 1 infected cells from death; C: Inhibition (%) of p24

antigen expression. **P≤0.01 , * P≤0.05 compared with NS serum control

（x±s）

Drug concentration

（!! /"g·mL-1）
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血管内皮生长因子（VEGF）是目前已知的最

强的血管增生刺激因子。研究发现肿瘤细胞比相

应的正常组织高表达 VEGF，且高表达 VEGF的肿

瘤组织生长速度快，易发生转移[9]。本结果显示高

表达 VEGF的胃癌组织中微血管密度高，易于发

生淋巴结和血道转移。提示 VEGF可能通过刺激

胃癌组织内血管增生而促进胃癌细胞转移。

肿瘤组织和正常组织中的血管增生相似，受

二个相互制约的平衡系统调控：一是血管增生抑

制因子，如 PEDF 等，二是血管增生刺激因子，如

VEGF等。肿瘤组织内微血管密度是这二个系统作

用的结果。本研究见胃癌组织内微血管密度高于

其相应的正常胃黏膜，癌组织内 VEGF的表达高

于正常黏膜，PEDF的表达低于正常黏膜。这可以

推测胃黏膜上皮在癌变过程中，促进了血管增生

刺激因子 VEGF基因表达，抑制了血管增生抑制

因子 PEDF基因表达，从而打破了原先存在于正

常胃黏膜组织中调控血管增生的平衡系统。胃癌

组织中微血管密度的增加正是这种平衡被破坏的

结果。新生血管的形成不仅给癌细胞带来了丰富

的营养，且增加了癌细胞进入血管和淋巴管的机

会，促进转移发生。
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