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摘　要　为探讨卡介菌多糖核酸（ＢＣＧＰＳＮ）的抗病毒效果，对离体培养的鸡胚成纤维（ＣＥＦ）细胞进行水疱口炎病

毒（ＶＳＶ）感染，用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法检测ＢＣＧＰＳＮ对ＣＥＦ细胞活性的影响；用细胞病变法（ＣＰＥ）检

测ＢＣＧＰＳＮ对ＶＳＶ的抑制作用，并在安全浓度范围内筛选ＢＣＧＰＳＮ抑制ＶＳＶ的最佳作用时间和作用剂量。试

验结果表明：ＢＣＧＰＳＮ能显著抑制ＶＳＶ在ＣＥＦ细胞上的生长，但抑制作用并非随着其剂量的增加和作用时间的

延长而增强，质量浓度为１４４．０μｇ／ｍＬ的ＢＣＧＰＳＮ在ＣＥＦ细胞上作用２４ｈ后，产生的抗病毒活性最强；当ＢＣＧ

ＰＳＮ质量浓度大于８００μｇ／ｍＬ时则对ＣＥＦ细胞具有明显的毒性作用。ＢＣＧＰＳＮ可诱导ＣＥＦ细胞产生ＩＦＮα和

ＩＦＮβ，研究结果显示：ＢＣＧＰＳＮ的抗病毒作用与其诱导的干扰素有关。
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　　卡介菌多糖核酸（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｏｆ

犅犪犮犻犾犾狌狊犆犪犾犿犲狋狋犲犌狌犲狉犻狀，ＢＣＧＰＳＮ）又称卡介苗

素，是卡介苗经热酚法提取多糖和核酸，配以灭菌生

理盐水制成的具有免疫调节作用的生物活性物

质［１］。ＢＣＧＰＳＮ的主要成分为多糖和核酸，另外含

有极少量的蛋白；多糖相对分子质量大，具有一定的

免疫原性，经分离纯化后，得到均一组分，其单糖组

成仅为Ｄ葡萄糖
［２］。ＢＣＧＰＳＮ中哪种组分起主要

作用至今尚不明确。王慧等［３］自２０世纪７０年代进

行了卡介苗有效成分的研究，并形成了ＢＣＧＰＳＮ

的现行生产工艺，在保留了卡介苗免疫作用的同时，

降低了使已感染结核菌的致敏机体产生Ⅳ型变态反

应等不良反应［４］。

ＢＣＧＰＳＮ可刺激单核巨噬细胞增生，增强巨
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噬细胞的吞噬与消化活力，并激活Ｔ细胞，使之释

放多种活性因子［５］；它还可增强机体内自然杀伤细

胞（ＮＫ细胞）活力、白细胞介素２和白细胞介素２

受体表达，诱导干扰素形成［６７］；亦可持续刺激机体

产生大量的ＩｇＧ抗体
［８］。因此，ＢＣＧＰＳＮ 具有提

高机体的细胞和体液免疫功能，从而增强机体抗感

染、抗过敏、抗肿瘤细胞生长等抗病能力。目前

ＢＣＧＰＳＮ在人类医学临床中应用于预防和治疗哮

喘、慢性支气管炎、结核、过敏性鼻炎、皮肤过敏性疾

病、白癫风和肿瘤等多种疾病［８１４］。然而，由于国内

外尚未有可供兽用的ＢＣＧＰＳＮ，ＢＣＧＰＳＮ在畜牧

养殖业中应用的相关报道甚少。为此，本试验拟通

过ＢＣＧＰＳＮ对感染水疱口炎病毒（ＶＳＶ）鸡胚成纤

维细胞的病毒抑制作用，旨在探讨 ＢＣＧＰＳＮ 对

ＶＳＶ的体外抗病毒效果，为兽医临床应用提供理论

和试验依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

ＢＣＧＰＳＮ由南京农业大学动物医学院病理实

验室自行提取和保存（硫酸苯酚法测定其中多糖的

质量分数为７５．８％；紫外分光光度法测定其所含核

酸的质量分数为１８．２２％）；ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０培

养基为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品；胰蛋白酶为美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；１０日龄ＳＰＦ种蛋购自乾元浩

生物股份有限公司南京生物药厂；优级新生牛血清

购自中美合资兰州民海生物工程有限公司；鸡胚成

纤维细胞（ＣＥＦ）的制备：用细胞生长液调整ＣＥＦ细

胞密度为５×１０５ 个／ｍＬ，加入细胞瓶中，置３７℃、

５％（体积分数）ＣＯ２ 培养箱培养，２４ｈ左右长成单

层后备用；ＴＲＮｚｏｌＰｌｕｓ总ＲＮＡ提取试剂为南京铂

优生物技术有限公司产品；ｃＤＮＡ第一链合成酶试

剂为天根生化科技（北京）有限公司产品；ＳＹＢＥＲ

ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ为东洋纺（上海）

生物科技有限公司产品；ＩＦＮα、ＩＦＮβ检测ＥＬＩＳＡ

试剂盒购自上海西诺生物科技有限公司；ＣＯ２ 培养

箱为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；酶标仪（Ｓｙｎｅｒｇｙ２）为

美国 ＢｉｏＴｅｋ公司产品；ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ 扩增仪

（Ｍｘ３０００Ｐ）为美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司产品。

１．２　试验方法

１．２．１　ＭＴＴ法测定ＢＣＧＰＳＮ对ＣＥＦ活性的影响

取生长良好的单层ＣＥＦ细胞１瓶，用体积分数

为０．０２５％的胰酶溶液消化后加入细胞生长液，接

种于９６孔细胞培养板，１００μＬ／孔，置３７ ℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中培养。细胞长满单层后，弃去培养

液，用Ｈａｎｋ’ｓ液洗涤２次。将ＢＣＧＰＳＮ用含２％

体积分数小牛血清的ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０稀释成

１００、２００、４００、６２５、８００、１０００、１２５０、１６００、２５００和

３２００μｇ／ｍＬ共１０个质量浓度梯度，然后将１０个

梯度的药物分别加入已长成单层的细胞板中，每孔

１００μＬ，每个质量浓度重复４孔，并设正常细胞对

照。置５％ＣＯ２ 培养箱３７℃培养４８ｈ后，每孔加

入２０μＬ以维持液配制的 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）。继续

培养４ｈ后中止。弃孔内液体，每孔中分别加入１５０

μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），轻轻震摇１０～１５ｍｉｎ，使

甲瓒充分溶解。用酶标仪测定其在５７０ｎｍ波长处

的吸收值（ＯＤ５７０ｎｍ）；以下列公式计算细胞活性：

细胞活性／％＝
测定孔的平均吸收值
正常对照孔平均吸收值×１００

１．２．２　ＶＳＶ半数细胞感染量（ＴＣＩＤ５０）的测定

取长满单层的ＣＥＦ细胞１瓶，消化后加入含

１０％（体积分数）小牛血清的 ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０

培养液，接种于９６孔细胞培养板，每孔１００μＬ，３７

℃培养。待铺满单层后，弃去培养液，用 Ｈａｎｋ’ｓ液

洗涤２次。将病毒液用含２％ 小牛血清的 ＲＰＭＩ

Ｍｅｄｉｕｍ１６４０作连续１０倍的稀释，从１０－１～１０
－１１

共１１个体积稀释梯度，分别加入细胞板中，每孔

２００μＬ，每个稀释度重复４孔，并设正常细胞对照。

ＣＯ２ 培养箱内３７℃培养７ｄ，观察细胞病变（ＣＰＥ），

按照ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算ＴＣＩＤ５０。

ｌｇＴＣＩＤ５０＝ｌｇ（高于５０％病变率的稀释度）＋

（距离比×ｌｇ稀释系数）

距离比＝
高于５０％的病变率－０．５

高于５０％的病变率－低于５０％病变率

１．２．３　微量细胞病变抑制法测定 ＢＣＧＰＳＮ 对

ＶＳＶ的抑制作用

将细胞悬液１００μＬ加入９６孔细胞板，待细胞

铺满单层后，弃培养液，分别加入用维持液配制成

１００、２００和４００μｇ／ｍＬ的ＢＣＧＰＳＮ溶液，每孔１００

μＬ，每组设４个重复。培养２４ｈ后弃去药物溶液，

加入１００倍半数细胞感染量（１００ＴＣＩＤ５０）的ＶＳＶ，

同时设不加药物也不加病毒的阴性对照组、不加药

物只加病毒的阳性对照组以及Ⅰ型干扰素对照组。

继续培养，倒置显微镜下观察细胞病变。

４３１
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１．２．４　ＢＣＧＰＳＮ抑制ＶＳＶ在ＣＥＦ细胞上生长的

最佳作用剂量的测定

将生长良好的单层ＣＥＦ细胞消化成细胞悬液，

按每孔１００μＬ置于９６孔细胞培养板中，在３７℃、

５％ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ，长满单层后弃去上清

液。分别加入用维持液配制的梯度为１８．０、３６．０、

７２．０、１４４．０、２８７．５、５７５．０ 和 ７１２．５μｇ／ｍＬ 的

ＢＣＧＰＳＮ溶液。每孔各加１００μＬ，每个质量浓度

重复４孔。培养２４ｈ后，弃去含有药物的维持液。

用１００ＴＣＩＤ５０的 ＶＳＶ 感染 ＣＥＦ细胞，每孔１００

μＬ。３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中继续培养。另设阴性

对照组（正常细胞对照组）、阳性对照组（病毒对照

组）。每天在倒置显微镜下检查及记录细胞病变，直

到阳性对照孔有７５％以上的细胞发生病变时终止

试验。每孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续培养

４ｈ后小心弃去孔内液体，加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，震摇

１０～１５ｍｉｎ，使甲瓒充分溶解，在酶标仪上测定吸收

值（ＯＤ５７０ｎｍ）。

１．２．５　ＢＣＧＰＳＮ抑制ＶＳＶ在ＣＥＦ细胞上生长最

佳作用时间的测定

在９６孔细胞培养板中加入ＣＥＦ细胞悬液１００

μＬ，待长满单层ＣＥＦ细胞后，弃孔内液体。用细胞

维持液配制ＢＣＧＰＳＮ的最佳作用剂量，加入到细

胞培养板中，每孔１００μＬ。设置４个药物组，分别

作用１２、２４、３６和４８ｈ，每个时间点重复５个孔。孵

育相应时间后弃去孔中液体，加入１００ＴＣＩＤ５０的

ＶＳＶ，同时设置阴性对照组（不加药物不加病毒）及

阳性对照组（不加药物只加病毒），于３７ ℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中培养。每天观察并记录细胞病变，当

阳性对照孔中７５％以上的细胞发生病变时，每孔加

入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），培养４ｈ，小心弃去上

清，加入１５０μＬＤＭＳＯ，在酶标仪上测定吸收值

（ＯＤ５７０ｎｍ）。

１．２．６　ＥＬＩＳＡ测定细胞上清液中ＩＦＮα和ＩＦＮβ
的含量

选取３６．０、７２．０、１４４．０、２８７．５和５７５．０μｇ／ｍＬ

５个质量浓度梯度的ＢＣＧＰＳＮ作用于ＣＥＦ细胞，

孵育２４ｈ后分别收集药物组和空白对照组细胞上

清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明说的要求进行检测。

１．２．７　荧光定量ＰＣＲ检测ＩＦＮαｍＲＮＡ和ＩＦＮβ

ｍＲＮＡ的表达量

１）引物设计。根据ＮＣＢＩ上登录的鸡ＩＦＮα基

因序列（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：Ｘ９２４７６）、ＩＦＮ

β 的 基 因 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ：

ＡＹ９７４０８９）和内参ＧＡＰＤＨ 的基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：Ｋ０１４５８），采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件

设计引物，由上海英骏生物技术有限公司合成。引

物及扩增片段如下：

ＩＦＮα上游引物 ５′ＧＴＣＴＴＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡ

ＣＧＡＣＡ３′，下游引物 ５′ＧＣＧＣＴＧＴＡＡＴＣＧＴＴ

ＧＴＣＴＴＧ３′，扩增片段为３０３ｂｐ；

ＩＦＮβ上游引物５′ＴＣＣＡＧＧＴＣＣＴＴＣＡＧＡＡ

ＴＡＣＧ３′，下 游 引 物 ５′ＴＧＣＧＧＴＣＡＡＴＣＣＡ

ＧＴＧＴＴ３′，扩增片段为１９２ｂｐ；

ＧＡＰＤＨ 上游引物５′ＴＧＡＡＡＧＴＣＧＧＡＧＴＣ

ＡＡＣＧＧＡＴ３′，下 游 引 物 ５′ＡＣＧＣＴＣＣＴＧＧ

ＡＡＧＡＴＡＧＴＧＡＴ３′，扩增片段为２３０ｂｐ。

２）ＴＲＩＺＯＬ 试剂法提取细胞总 ＲＮＡ 以及

ｃＤＮＡ的合成。将不同质量浓度ＢＣＧＰＳＮ（３６．０、

７２．０、１４４．０、２８７．５和５７５．０μｇ／ｍＬ）作用于

ＣＥＦ细胞，２４ｈ后分别收集药物组和空白对照组

细胞，一步法提取细胞总 ＲＮＡ，并测定其浓度。

ｃＤＮＡ合成参照ｃＤＮＡ第一链合成酶试剂盒说明

书操作。

３）荧光定量ＰＣＲ。按照ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ 说明

书建立反应体系，ｃＤＮＡ２μＬ，引物 １μＬ，ＳＹＢＲ

Ｐｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，补足ＤＥＰＣ水至总体积为２５μＬ。

反应条件：９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃变性２０ｓ，６２℃

退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４５个循环。

１．３　数据处理

用统计分析软件ＳＰＳＳ１８．０进行ＬＳＤ方差分

析和差异显著性检验，数据均以狓±ＳＤ表示。

２　结果与分析

２．１　犅犆犌犘犛犖对犆犈犉细胞活性的影响

ＭＴＴ法测定ＢＣＧＰＳＮ对ＣＥＦ细胞活性影响

的结果如图１所示。从图中可以看出，ＢＣＧＰＳＮ对

ＣＥＦ细胞生长具有一定的毒性作用。随着ＢＣＧ

ＰＳＮ质量浓度的增加，反应细胞活性的 ＯＤ５７０ｎｍ值

逐渐减小。当ＢＣＧＰＳＮ 质量浓度在８００μｇ／ｍＬ

时，其ＯＤ５７０ｎｍ值显著小于细胞对照组（犘＜０．０５），

当质量浓度达到３２００μｇ／ｍＬ时，结果与对照组相

比差异极其显著（犘＜０．０１）。在８００～２５００μｇ／

ｍＬ范围内，随着 ＢＣＧＰＳＮ 质量浓度增加，其对

ＣＥＦ细胞生长的抑制作用没有明显变化（犘＞

０．０５）。
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图１　不同质量浓度犅犆犌犘犛犖对犆犈犉细胞生长的影响

Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｏｆＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＢＣＧＰＳＮ

２．２　犞犛犞半数感染量的检测结果

接种ＶＳＶ７ｄ后观察细胞病变，ＣＥＦ的半数感

染量（ＴＣＩＤ５０）为１０
－７．５（０．１ｍＬ）。试验将 ＢＣＧ

ＰＳＮ 抵 抗 ＶＳＶ 感 染 的 接 种 病 毒 量 定 为 １００

ＴＣＩＤ５０，即１０
－５．５（０．１ｍＬ）。

２．３　犅犆犌犘犛犖抑制犞犛犞在犆犈犉细胞上生长的效果

从图２可以看出，只加病毒的阳性对照组明显

可见细胞生长密度变稀，细胞形态由梭形逐渐变得

细长，有些细胞已经发生脱落、死亡。而１００．０、

２００．０和４００．０μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ和干扰素对照组

则能明显抑制 ＶＳＶ 在 ＣＥＦ细胞上的生长，表明

ＢＣＧＰＳＮ具有明显的抗病毒效果。

（ａ）阴性对照；（ｂ）阳性对照；（ｃ）Ⅰ型干扰素对照；（ｄ）１００μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ；

（ｅ）２００μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ；（ｆ）４００μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ。

图２　不同质量浓度犅犆犌犘犛犖抑制犞犛犞在犆犈犉细胞上的生长效果（×２００）

Ｆｉｇ．２　ＰｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＣＥＦｃｅｌｌｓｐｒｏｔｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆＢＣＧＰＳＮｆｒｏｍＶＳＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（×２００）

２．４　犅犆犌犘犛犖最佳作用剂量筛选

将不同质量浓度的ＢＣＧＰＳＮ作用于ＣＥＦ细

胞，孵育一段时间后感染 ＶＳＶ，通过 ＭＴＴ法测定

ＯＤ５７０ｎｍ值。发现１８μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ能明显抑制

ＶＳＶ在ＣＥＦ细胞上繁殖，ＯＤ５７０ｎｍ值明显高于阳性

对照组（犘＜０．０５）。而且在一定剂量范围内，随着
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ＢＣＧＰＳＮ药物剂量的增加，抗病毒能力也逐渐增

强，当ＢＣＧＰＳＮ用量达到１４４．０μｇ／ｍＬ时其抗病

毒能力达到最高。以后随着ＢＣＧＰＳＮ 剂量的增

加，其抗病毒能力没有明显变化（犘＞０．０５）（图３）。

图３　不同质量浓度犅犆犌犘犛犖对犞犛犞的抑制作用

Ｆｉｇ．３　ＤｏｓｅｅｆｆｅｃｔｏｆＢＣＧＰＳＮｉｎｉｎｄｕｃｉｎｇ

ａｎｔｉＶＳＶａｃｔｉｖｉｔｙ

２．５　犅犆犌犘犛犖的最佳作用时间的筛选

基于最佳作用药物质量浓度的结果，将作用剂

量为１４４．０μｇ／ｍＬ的ＢＣＧＰＳＮ分别作用于ＣＥＦ

细胞１２、２４、３６和４８ｈ后，感染１００ＴＣＩＤ５０ＶＳＶ，

作用２４ｈ后，ＭＴＴ法测定 ＯＤ５７０ｎｍ。试验结果显

示，随着作用时间的延长，ＢＣＧＰＳＮ的抗病毒能力

逐渐增强（图４），且明显高于阳性对照组（犘＜

０．０５）。然而待药物作用２４ｈ达到高峰后，再延长

药物作用时间，ＢＣＧＰＳＮ的抗病毒能力不再有明显

变化（犘＞０．０５）。

ＢＣＧＰＳＮ质量浓度为１４４．０μｇ／ｍＬ。

图４　犅犆犌犘犛犖作用于犆犈犉不同时间的抗病毒效果

Ｆｉｇ．４　ＣＥＦｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＢＣＧＰＳＮｆｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｆｏｒａｓｓａｙｉｎｇｏｆｔｈｅｉｒ

ａｎｔｉＶＳＶａｃｔｉｖｉｔｙ

２．６　犅犆犌犘犛犖诱导犆犈犉细胞产生犐犉犖α和犐犉犖β

试验结果显示，不同质量浓度的ＢＣＧＰＳＮ作

用于ＣＥＦ细胞２４ｈ后，３６．０μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ能

明显诱导ＣＥＦ细胞产生ＩＦＮα和ＩＦＮβ，含量分别

为９．４２和８．２７ｎｇ／Ｌ，显著高于空白对照组（犘＜

０．０５）。随着药物质量浓度的逐渐升高，ＢＣＧＰＳＮ

诱导ＩＦＮα和ＩＦＮβ的能力也逐渐增强（图５）。不

过，当药物达到１４４．０μｇ／ｍＬ时，上清液中ＩＦＮα

的含量达到最大值（１０．５４ｎｇ／Ｌ），但此时ＩＦＮβ含

量升高不明显；而当药物达到２８７．５μｇ／ｍＬ时，上

清液中ＩＦＮα的含量呈现下降趋势，但此时ＩＦＮβ
含量达到最大值（１０．１１ｎｇ／Ｌ）。

图５　不同质量浓度犅犆犌犘犛犖诱导犆犈犉细胞犐犉犖（犪）和犿犚犖犃（犫）表达量的变化

Ｆｉｇ．５　ＬｅｖｅｌｏｆＩＦＮ（ａ）ａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍＲＮＡ（ｂ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓａｇｅｏｆＢＣＧＰＳＮ

２．７　实时荧光定量犘犆犚测定 犆犈犉中Ⅰ型犐犉犖

犿犚犖犃表达

将各组样品混合并５倍倍比稀释上样。以样品

质量浓度为横作标，ＣＴ值为纵坐标，制作ＩＦＮα、

ＩＦＮβ和 ＧＡＰＤＨ 标准曲线。ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 曲

线为犢＝－３．１４０ｌｇ（狓）＋１３．９５５，狉
２＝０．９９９，扩增

７３１



中 国 农 业 大 学 学 报 ２０１１年 第１６卷　

效率为１０８．２％；ＩＦＮαｍＲＮＡ曲线为犢＝－３．１５７

ｌｇ（狓）＋２１．２１０，狉
２＝０．９９８，扩增效率为１０７．４％；

ＩＦＮβｍＲＮＡ曲线为犢＝－３．１５６ｌｇ（狓）＋２５．３０３，

狉２＝０．９９６，扩增效率为１０７．４％。３个基因有相似

的扩增效率，可用比较阈值法（２－ΔΔＣｔ）
［１５］进行结果

分析计算。

结果显示，不同浓度ＢＣＧＰＳＮ作用于ＣＥＦ细

胞２４ｈ 后，随着药物质量浓度的升高，ＩＦＮα

ｍＲＮＡ的表达量逐渐增加（图５），３６．０、７２．０和

１４４．０μｇ／ｍＬＢＣＧＰＳＮ组与空白对照相比差异显

著（犘＜０．０５），且当药物质量浓度达到１４４．０μｇ／

ｍＬ时，ＩＦＮαｍＲＮＡ的表达量达到最大。以后随

着ＢＣＧＰＳＮ质量浓度的增加，ＩＦＮαｍＲＮＡ表达

量变化变得不显著。ＩＦＮβｍＲＮＡ表达量在ＢＣＧ

ＰＳＮ为７２．０μｇ／ｍＬ时显著增加（犘＜０．０５），而药

物质量浓度达到２８７．５μｇ／ｍＬ时呈现下降趋势，与

空白对照组相比差异不显著（犘＞０．０５）。

３　讨　论

ＢＣＧＰＳＮ作为具有免疫调节作用的生物活性

物质，主要通过调节机体内细胞免疫［１６］、体液免疫、

刺激网状内皮系统以激活单核巨噬细胞功能、增强

ＮＫ细胞功能等来增强机体的抗病能力
［５６］。而

ＭＴＴ法是一种广泛应用于抗病毒药物筛选和评价

的方法，其原理是 ＭＴＴ被代谢旺盛的活细胞线粒

体中的琥珀酸脱氢酶还原为难溶性的蓝紫甲瓒结

晶，而死细胞无此功能，因此甲瓒被溶解后所测的

ＯＤ值可直接反映活细胞的数量，从而间接反映药

物抗病毒效果［１７］。

１）本试验结果显示，ＢＣＧＰＳＮ具有抑制 ＶＳＶ

在ＣＥＦ细胞上生长的作用，而且当ＢＣＧＰＳＮ的质

量浓度在１８．０～１４４．０μｇ／ｍＬ范围内以及其作用

１２～２４ｈ时，ＢＣＧＰＳＮ抵抗ＶＳＶ的能力随着剂量

的增加和作用时间的延长而增强。但ＢＣＧＰＳＮ的

剂量和作用时间如果超出这个范围，其抗病毒能力

不仅不再增强，甚至会下降。表明ＢＣＧＰＳＮ的剂

量和作用时间对抵抗 ＶＳＶ 的能力强弱有较大影

响。因此，在临床使用时应特别注意合理用药，优化

给药方案。

２）从本试验结果还可以看出，随着药物质量浓

度的逐渐增加，由ＢＣＧＰＳＮ诱导产生的ＩＦＮα和

ＩＦＮβ的含量也逐渐升高，表明ＢＣＧＰＳＮ 所显示

的抗病毒作用可能与其诱导细胞产生的Ｉ型ＩＦＮ

有关。Ⅰ型ＩＦＮ能够促使周围细胞产生抗病毒蛋

白，如ＰＫＲ、ＯＡＳ、ＲＮｎａｓｅＬ和 Ｍｘ蛋白来发挥抗

病毒作用［１８］。本试验结果显示，当药物ＢＣＧＰＳＮ

的质量浓度为１４４．０μｇ／ｍＬ时ＩＦＮα的含量达到

最大值，虽然此时ＩＦＮβ的升高变化并不明显，但当

药物ＢＣＧＰＳＮ 的质量浓度升高到２８７．５μｇ／ｍＬ

时，ＩＦＮβ的含量也渐趋达到最大值。提示ＢＣＧ

ＰＳＮ的抗病毒作用可能是在ＩＦＮα与ＩＦＮβ的共

同作用下所产生的，但ＢＣＧＰＳＮ 诱导产生ＩＦＮα

与ＩＦＮβ含量的升高似乎并不同步，其详细机理尚

待进一步研究。另外，本试验测得随着药物质量浓

度的增加，ＩＦＮαｍＲＮＡ 表达量的变化趋势与

ＩＦＮα水平变化基本一致，然而ＩＦＮβ水平的改变

与其相应ｍＲＮＡ表达水平的变化趋势则出现相反

的趋势，提示ＩＦＮαｍＲＮＡ和ＩＦＮβｍＲＮＡ转录

量增加后在翻译成相应蛋白质的过程中可能存在其

他因子的调控或干扰作用，但其确切原因还有待进

一步研究予以证实。

３）从本试验结果不难看出，虽然ＢＣＧＰＳＮ具

有明显的抗病毒活性，即当１４４．０μｇ／ｍＬ的ＢＣＧ

ＰＳＮ作用于ＣＥＦ细胞２４ｈ后显示出抗 ＶＳＶ的能

力最强，但同时ＢＣＧＰＳＮ也表现出一定的细胞毒

性反应。ＢＣＧＰＳＮ 在超过 ８００．０μｇ／ｍＬ 时其

ＯＤ５７０ｎｍ值显著小于细胞对照组，说明在作用剂量超

过一定限度（８００．０μｇ／ｍＬ）时，ＢＣＧＰＳＮ反而会抑

制ＣＥＦ的正常生长，显示出其细胞毒性作用。这

一结果显示在将来的兽医临床使用过程中应该注意

ＢＣＧＰＳＮ使用剂量和使用的频度，以便发挥其最

佳的抗病毒效果以降低其对生物机体所致的毒性

作用。

临床研究资料显示，Ⅱ型ＩＦＮ在体内具有抗病

毒、抗肿瘤、激活巨噬细胞使其杀伤肿瘤细胞及杀灭

胞内寄生虫、增强 ＮＫ细胞活性、诱导Ｂ细胞分泌

免疫球蛋白并促进Ｂ细胞成熟和增殖等一系列的

生物学效应［１９２０］。研究证实ＢＣＧＰＳＮ可明显提高

特应性皮炎患者、哮喘患者外周血淋巴细胞内ＩＦＮ

γ的表达
［２１２２］，而ＢＣＧＰＳＮ在体外具有诱导鼠脾

淋巴细胞产生ＩＦＮγ的作用
［２３］。由此推测，本试验

中ＢＣＧＰＳＮ显示出的抑制ＶＳＶ在ＣＥＦ细胞上生

长的作用除了与诱导产生的ＩＦＮα和ＩＦＮβ有关

外，还可能与其诱导产生ＩＦＮγ有关，但确切的机

理仍然有待研究证实。
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