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金欣口服液含药血清对呼吸道合胞病毒黏附、膜融合
影响的实验研究 *

廖辉 汪受传 徐建亚 李华丽
（南京中医药大学 江苏南京 210029）

摘要：目的：研究金欣口服液含药血清对呼吸道合胞病毒（RSV）黏附、膜融合的影响。 方法：在病毒和细胞接触期间采用转换
温度方法观察金欣口服液含药血清对 RSV 黏附、侵入的影响。 结果：温度转换前（黏附阶段）加入金欣口服液含药血清，实验组和
对照组 OD 值无差异；温度转换后（侵入阶段）加入金欣口服液含药血清组 OD 值明显升高，与对照组比有显著性差异。 结论：金欣
口服液含药血清的抗病毒作用在呼吸道合胞病毒黏附后的膜融合及侵入阶段。
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Abstract:Objective:% To% study% the% mechanism% of% antiviral% activity% of% serum% contained% Jin% Xin% oral% liquid% inhibited% respiratory%

syncyntial%virus%（RSV） infection%of%Hep-2%cells.Methods:%By%a% temperature%shift%experiment，serum%contained%Jin%Xin%oral% liquid%was%
added% during% or% after% the% period% of% contact% between% the% RSV% and% cells，OD% value% were% measured.% Results:% The% OD% value% increased%
significantly%when%Jin%Xin%oral%liquid%was%added%after%virus%adsorption.%Conclusion:%The%serum%contained%Jin%Xin%oral%liquid%inhibited%the%
RSV%penetration%into%the%Hep-2%cells.%
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%%%%%%%%人呼吸道合胞病毒 (respiratory%syncyntial%virus，RSV)是
导致婴幼儿严重下呼吸道感染的最重要的病毒病源[1]。 其生
命周期包括以下几个过程：黏附、膜融合侵入、复制、转录、翻
译、装配，继而子代病毒以出芽方式通过被感染细胞的胞膜
释放。 病毒生命周期中任何一个阶段都是抗病毒措施潜在的
干预环节。 RSV在 4℃时黏附于细胞但不能通过细胞膜侵
入，当已黏附的细胞暴露在 35℃条件下时，病毒开始侵入细
胞膜[2~4]。 前期实验已证实金欣口服液有拮抗 RSV作用，为了
了解其抗病毒作用发生的具体环节，我们进行了温度转换的
实验研究。 现报告如下：
1%%%%材料与方法
1.1%%%%材料 呼吸道合胞病毒 A亚型（Long株）由广州博特生
物工程有限责任公司提供。 Hep-2（人喉癌上皮细胞），由布克
生物技术有限公司提供。DMEM（美国 GIBCO公司）；新生牛
血清（杭州四季青公司）；0.25%胰酶（美国 GIBCO 公司）；
MTT（美国 AMRESCO公司）；DMSO由上海永华特种化学
试剂厂生产；酶标仪（美国 BioTek%公司）。
1.2%%%%Hep-2 细胞培养 Hep-2 细胞采用含 10%小牛血清的
DMEM培养液，35℃、5%%CO2孵箱饱和湿度下常规培养。 镜
下观察细胞呈不规则多角形，生长状态良好的细胞每 2~3天
传代，0.25%胰酶消化 2min， 镜下观察细胞回缩变圆时停止
消化，每次分 3~4瓶。 所有实验均采用对数生长期细胞。
1.3%%%%呼吸道合胞病毒液制备及组织培养半数感染量
（TCID50）的测定 [5]%%%%Hep-2细胞以 1×105/mL浓度接种 25mL
培养瓶，每瓶 3mL。将长成单层细胞的培养液倒掉，接种病毒
液，吸附 1.5h。 加入适量含 2%小牛血清的维持液，继续培养
3~5d。 待细胞 80%产生病变后，置 -80℃（至少 2h）和 37℃反
复冻融三次。离心管离心 10min，2%500转 /min。弃沉淀，收集
病毒上清液，分装后于 -80℃保存备用。

Hep-2细胞以 1×105/mL浓度接种 96孔培养板， 每孔
100滋L。 病毒液用维持液 10倍系列稀释 8个浓度。 细胞长成

单层时吸弃培养液，PBS洗细胞面，接种各稀释度的病毒液，
并设正常细胞对照组。置 35℃、5%CO2孵箱中吸附 2h，15min
摇晃一次， 使病毒均匀吸附。 吸弃病毒液， 每孔加维持液
100滋L，置培养箱中继续培养，逐日观察病变程度并记录。 以
最高稀释度不再出现新病变时为终点，用 Reed-Muench公式
计算病毒 TCID50。
1.4%%%%含药血清和利巴韦林对细胞最大无毒浓度测定 Hep-2
细胞以 1×105/mL浓度加入 96孔细胞板，每孔 100滋L，待长
成单层后，加入维持液稀释后的金欣口服液含药血清，每孔
100滋L，并设正常细胞对照。 置 37℃、5%CO2培养箱中培养，
观察细胞病变至 72h。 弃去上清液，用移液器每孔加入MTT
（1mg/mL）100滋L。 置孵箱孵育 4h。 吸弃孔内上清液，每孔加
入 100滋L%DMSO,振荡,使结晶物充分溶解。选择 490nm波长,
用酶标仪测定各孔光吸收值 OD,确定药物的最大无毒浓度。
1.5%%%%温度转换实验 Hep-2 细胞以 1×105/mL 浓度分种于
96孔板，100滋L/孔，共种两板。待细胞生长至 80%汇合，将板
置 4℃半小时。 其中一板吸弃培养液，加入 TCID50%RSV，细胞
对照加冷 DMEM，50滋L/孔。 4℃孵育 2h，每隔 15min摇晃一
次， 使病毒均匀吸附。 吸弃病毒液，2%维持液洗两遍。 加入
2%维持液稀释的金欣口服液含药血清（10mg/mL），细胞对照
加 DMEM，100滋L/孔，每组设 8个复孔。 置 35℃、5%CO2孵
箱孵育 1.5h。吸弃上清，预热的 2%维持液洗两遍，加 2%维持
液 150uL/孔，35℃、5%CO2孵箱继续培养。 每日观察细胞病
变并记录，待病毒对照出现典型病变时测定 OD值。 另一板
4℃时将病毒和含药血清同时加入，并设细胞对照。 4℃吸附
2h。 吸弃药物及其中的病毒，2%维持液洗两遍， 加 2%维持
液 150滋L/孔。 35℃、5%CO2孵箱继续培养。 每日观察细胞病
变并记录，待病毒对照出现典型病变时测定 OD值。 病毒抑
制率 =%（实验组平均 OD值－病毒对照组平均 OD值）／（细
胞对照组平均 OD值－病毒对照组平均 OD值）×100%%
1.6%%%%统计学处理 数据计量资料采用(X%±S)%表示，两组比
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较用 t检验。 差异有统计学意义，P%<0.05。
2%%%%结果
2.1%%%%含药血清对 Hep-2 细胞最大无毒浓度 在 Hep-2中，金
欣口服液含药血清的最大无毒浓度为 10mg/mL。
2.2%%%%呼吸道合胞病毒 RSV-Long 株 TCID50%%%%在 Hep-2 中，
RSV-long株 TCID50为 10-4.625/50滋L。
2.3%%%%温度转换实验 见表 1。

表 1%%%%温度转换实验结果 (X%±S)%
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%OD（n=8）
加药时间 P%%%%%病毒抑制率（%）

病毒对照组 金欣口服液组 细胞对照组
温度转换前 0.73±0.05%%%%%%0.75±0.06%%%%%%%0.74±0.04%%%%>0.05%%%%%%%%%200
温度转换后 1.11±0.15%%%%%%2.49±0.37%%%%%%%1.24±0.07%%%%<0.05%%%%%%%%%1062

3%%%%讨论
RSV%属于副黏病毒科，肺炎病毒属，为单股负链 RNA病

毒。 RSV表面的三个糖蛋白即黏附蛋白 G、融合蛋白 F和小
疏水蛋白 SH与病毒感染有关，病毒依靠 G蛋白黏附于靶细
胞，F蛋白介导膜融合和颗粒的释放。 有研究认为 G蛋白的
缺失不影响 RSV对细胞的感染， 而 F蛋白在病毒感染过程
是必需的[6]。 与黏附不同，病毒的膜融合侵入需要能量。 本实
验在病毒黏附阶段（温度转换前）加入金欣口服液含药血清，
虽然病毒抑制率为 200%， 但平均 OD值与病毒对照组无显
著性差异，提示该药没有直接影响病毒与靶细胞的黏附。 在
病毒侵入阶段（温度转换后）加入金欣口服液含药血清，病毒
抑制率为 1062%，平均 OD值明显升高，靶细胞受到保护，提

示该药可以阻止病毒的膜融合及侵入。 由此推测金欣口服液
含药血清抗 RSV的作用机制之一是抑制病毒的膜融合及侵
入，作用位点可能是病毒的 F蛋白。 同时也提示金欣口服液
可作为 RSV感染早期的治疗药物。
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以腰背痛为首发症状的蛛网膜下腔出血 12例临床分析
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%%%%%%%%2001年 7月 ~2007年 1月，本院收治以腰背痛为首发症
状的蛛网膜下腔出血 12例，现报道如下：
1%%%%临床资料
1.1%%%%一般资料 12例中，男 8例，女 4例；年龄 56~70岁，平
均年龄 64岁；劳动时发病 2例，进餐或散步时发病 6例，睡
眠中发病 4例。 均于发病 1d内入院， 既往有高血压病史 5
例，偏头痛病史 2例，有蛛网膜下腔出血史 1例。
1.2%%%%临床症状 均为急性起病， 突发腰背疼痛，6例疼痛难
以忍受 ， 伴轻度头晕 、 恶心 。 血压正常者 2 例 ，
150~190/90~120mmHg 者 4 例，颅神经及四肢肌力、肌张力
正常，脑膜刺激征（－）6例，（+）者 6例人；腰骶部肌肉有广泛
压痛和叩击痛但肌肉和脊柱无明确压痛点， 无病理反射；骨
盆片及腰骶椎片无异常征象。 诊断为高血压病 6例，急性腰
骶部肌筋膜综合征 3例，腰椎间盘突出 3例。
1.3%%%%实验室检查 腰椎穿刺均为均匀性血性脑脊液，7例头
颅 CT证实蛛网膜下腔出血， 外周血白细胞均有不同程度升
高（10~20×109/L）。
1.4%%%%治疗 （1）绝对卧床休息；（2）应用脱水剂、止血剂；（3）
应用钙拮抗剂如尼莫通解除脑血管痉挛；（4） 应用活化脑细
胞药物；（5）对症治疗。
1.5%%%%结果 10例患者腰背痛逐渐减轻， 症状消失出院；2例

患者于入院后短期内病情恶化死亡。
2%%%%讨论

少数蛛网膜下腔出血病例由于出血部位、脑组织损害程
度以及对神经功能影响的不同， 可有多种特殊的临床表现。
本组 12例均为老年患者，老年人蛛网膜下腔出血较多见，病
因主要是先天性脑动脉瘤、高血压、脑动脉硬化、脑血管畸
形，其临床症状常不典型，以腰背痛为首发症状，而头痛、脑
膜刺激征缺如或不明显者，极易延误诊断，值得临床医生引
以为戒。 因此，要重视详细询问病史及反复作神经系统检查，
密切观察病情变化， 临床上遇有腰背痛的原因不明确时，无
论是否合并高血压、高血脂的老年患者，不论有无头痛、脑膜
刺激征，均应想到此病的可能性，及早腰穿，有条件者行头颅
CT协助确诊。

本组患者临床表现不典型原因可能是：（1） 由于老年人
高血压动脉硬化的存在，侧枝循环差，脑供血相对减少，神经
细胞功能减退，疼痛阈值增高，对神经刺激不敏感，故头痛不
明显。（2）老年人存在不同程度的脑萎缩，致颅内腔隙增大，
可缓冲因脑水肿而继发的颅内高压，故临床症状不明显。（3）
由于老年人在高血压动脉硬化基础上梭形细胞瘤破裂，出血
速度缓慢，出血量少，故脑膜刺激征出现较晚或不出现。
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