
“病毒克”颗粒剂对 NDV在鸡胚成纤维细胞中增殖的影响

杨玉成 　田 勇 　乔 健 　赵立红 　胡永峰 　金继昌 　董长贵
(中国农业大学 动物医学院 , 北京 100094)

收稿日期 : 2006 02 28

基金项目 : 河北省科技厅资助项目 (051127)

作者简介 : 杨玉成 ,博士研究生 ,现工作单位河北张家口市政府 ;田勇为同等贡献作者 ;乔健 ,教授 ,博士生导师 ,通讯作者 ,主

要从事病毒与细胞生物学研究 ,E2mail : qiaojian @cau. edu. cn

摘 　要 　为评价中药“病毒克”颗粒剂体外抗新城疫病毒 (NDV) 的活性 ,采用细胞培养技术 ,通过细胞病变抑制法

和 MTT 比色法检测“病毒克”颗粒剂在鸡胚成纤维细胞 (CEF)中对新城疫病毒增殖的影响。结果表明“病毒克”颗

粒剂对 CEF 的半数中毒质量浓度 ( TC50)为 61135 mg/ mL ,抗 NDV 的半数有效质量浓度 ( EC50)为 312 mg/ mL ,治疗

指数 ( TI)为 1912 ,“病毒克”颗粒剂对新城疫病毒具有直接灭活作用和阻断其感染 CEF 的作用 ,并存在明显的量效

关系 ( P < 0101) ;在感染后 9 h 内以 14 mg/ mL 剂量给予“病毒克”颗粒剂 ,对新城疫病毒复制的抑制率为 4218 %～

7615 %。说明“病毒克”颗粒剂对新城疫病毒在鸡胚成纤维细胞中的增殖具有明显的抑制作用。
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Effect of bingduke granule s on newca stle disea se virus in vitro

Yang Yucheng , Tian Yong , Qiao J ian , Zhao Lihong , Hu Yongfeng , J in J ichang , Dong Changgui
(College of Veterinary Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　The objective of this s tudy was to obs erve the effect of Bingduke granules (Chines e medicinal herb) on New2
cas tle dis eas e virus (NDV) in vitro. Cytop athic effect inhibition and MTT colorimetric ass ays were us ed to detect the

anti2viral activity of Bingduke granules on NDV in chick embryo fibroblas t (CEF) cells . The median toxic concentration

( TC50) , median efficacious concentration (EC50) and treatment index ( TI) were 61135 mg/ mL , 312 mg/ mL and 1912 ,

resp ectively . The NDV was inactivated directly and the function of NDV infection in CEF was blocked by Bingduke gran2
ules in a concentration2 dep endent manner ( P < 0101) . Bingduke granules could effectively inhibit the replication of

NDV when added to CEF cell within 9 hours at the dos age of 14 mg/ mL after infection. Thes e res ults show that Bing2
duke granules has significant inhibitory effect on NDV replication in vitro.
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　　新城疫也称亚洲鸡瘟或伪鸡瘟 ,是由新城疫病

毒 (newcastle disease virus , NDV) 引起的一种急性、

高度接触性的禽类烈性传染病。主要特征是呼吸困

难、下痢、神经紊乱、浆膜和黏膜出血[1 ] 。目前对本

病尚无有效的治疗方法 ,国内外均采用弱毒疫苗和

灭活疫苗接种进行免疫预防 ,但免疫鸡群仍然发生

非典型新城疫和高致病新城疫[2 ] 。中药复方制剂

具有抗病毒、促进机体免疫功能和诱生干扰素等作

用 ,在防治畜禽病毒性疾病方面具有独特的优

势[3 5 ] 。例如根据中兽医学理论筛选的具有清热、抗

病毒、滋阴凉血等作用的中草药组方“病毒克”,经现

代工艺提取加工而成颗粒剂 ,对人工诱发新城疫病

鸡有增强免疫功能和改善血液生化指标等效

果[6 9 ] 。然而该制剂在体外抗新城疫病毒的研究未

见报道。本试验在鸡胚成纤维细胞中对“病毒克”颗

粒剂抗新城疫病毒增殖作用进行了研究 ,旨在证实

其疗效 ,探讨其抗 NDV 作用机制。

1 　材料与方法

111 　材料

1)毒株。新城疫病毒 F48E9 毒株购自中国兽

药监察所 (批号为 040404) 。

中国农业大学学报 　2006 ,11 (5) :51 54
Journal of China Agricultural University



2)药品与试剂。“病毒克”颗粒剂 ,由板兰根、黄

芩、黄芪、金银花、黄连等 10 多味中药组方 ,经水提

醇沉后加辅料制粒而成 ;二甲基亚砜 (DMSO) ,上海

菲达有限公司产品 ;四甲基偶氮唑盐 (M TT) ,sigma

公司产品。

3) 细胞。SPF 鸡胚制备鸡胚成纤维细胞

(CEF) [6 ] ,调整密度至 1 mL 含 1 ×106 个细胞。细

胞生长液用 MEM 培养基 (日本制药株式会社产品)

+ 10 % (体积分数) 小牛血清 (杭州四季青公司) ,常

规加入青、链霉素。细胞维持液小牛血清含量为

2 % (体积分数) ,其余同生长液。

112 　方法

11211 　NDV 毒力测定 　采用微量法[10 ]测定组织

半数感染量 ( TCID50) 。

11212 　“病毒克”颗粒剂对 CEF 细胞毒性测定　用

细胞维持液将“病毒克”颗粒剂从 128 mg/ mL 倍比

系列稀释成 7 个剂量 ,分别加入已长成单层的 96 孔

培养板中 ,每一药物质量浓度重复 4 孔 ,设正常细胞

对照 4 孔。置 37 ℃、5 % (体积分数 ,下同) CO2 温箱

中培养 ,每天观察细胞病变 ( CPE) 情况。当病毒对

照组 CPE 出现 + + + ～ + + + + 时 ,用 M TT 法测

定 OD 值 ,通过细胞存活率计算药物的半数中毒剂

量 ( TC50)和最大无毒剂量 ( TC0) 。

11213 　不同给药方法对 NDV 的抑制率的测定　

1)药物与 NDV 混合感作后感染 CEF。从细胞

最大无毒剂量开始 ,将药物用细胞维持液 2 倍系列

稀释成 6 个剂量。将不同剂量药物溶液与 100

TCID50/ 011 mL NDV 等体积混合 , 37 ℃作用 45

min 后 ,加入已长成单层的 96 孔培养板中 ,再次在

温箱中作用 115 h ,弃混合液 ,更换正常细胞维持液 ,

置温箱培养。

2) CEF 先用药物处理后感染 NDV。用含不同

药物剂量的细胞维持液预先处理细胞 90 min ,洗涤

后以 100 TCID50/ 011 mL 的 NDV 攻击细胞 ,37 ℃

5 % CO2 吸附 115 h 洗涤后加细胞维持液 ,置 37 ℃

5 % CO2 温箱培养。

3 ) CEF 先 感 染 NDV 后 加 药 物。以 100

TCID50/ 011 mLNDV 感染细胞 ,吸附 115 h 后洗涤 ,

加入不同药物剂量的细胞维持液 ,置 37 ℃5 % CO2

温箱培养。

11214 　不同给药时间对 NDV 抑制率的测定 　以

100 TCID50/ 011 mL 的 NDV 接种于已长成单层的

96 孔培养板中 ,37 ℃5 % CO2 温箱内孵育 115 h ,更

换维持液。在 0、3、6、9、12、18 和 24 h 时间点分别

更换含 14 mg/ mL“病毒克”颗粒剂的维持液 ,置温

箱培养。

每一药物剂量重复 4 孔 ,设正常细胞对照和病

毒对照各 4 孔。每日观察 CPE ,当病毒对照组 CPE

出现 + + + ～ + + + + 时用 M TT 法测定 OD 值 ,

计算病毒抑制率和治疗指数 (t reatment index , TI) 。

11215 　CPE 观察记录和 M TT 测定方法

1) CPE 的观测记录方法参考文献 [ 7 ]。即 :无

CPE为“ - ”; 25 %的细胞出现病变为“ + ”; 25 %～

50 %的细胞病变为“+ + ”;50 %～75 %的细胞病变

为“+ + + ”;75 %～100 %的细胞病变为“+ + + + ”。

2) 细 胞 存 活 率 测 定 : 采 用 改 进 的 M TT

法[11 13 ] ,吸出培养液后每孔加入 M TT (5 mg/ mL )

100μL ,继续培养 2～3 h 后洗去 M TT 上清 ,每孔加

DMSO 溶解液 100μL ,振荡混匀后在 570 nm 波长

下测定光密度 ( D570 nm)值。

病毒抑制率 = ( (药物处理组平均 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 %

113 　统计学处理

根据试验结果计算细胞存活率和病毒抑制率 ,

通过 SPSS1115 软件使用 Probit 回归法计算药物的

半数有效剂量 ( ED50) 、半数中毒剂量 ( TC50) 和治疗

指数 ( TI) ;并对组间病毒抑制率和治疗指数的差异

性进行分析 ;药物剂量对数和病毒抑制率进行相关

性分析。

治疗指数 ( TI) = 半数中毒质量浓度 ( TC50) / 半

数有效质量浓度 ( EC50)

2 　结果与分析

211 　病毒毒力测定结果

为了解 NDV 在 CEF 细胞中的毒力情况 ,确定

抗病毒药效学试验中病毒攻击量 ,进行病毒毒力测

定 ,根据所得数据采用 Reed2Muench 法[10 ] 计算

TCID50/ 011 mL 为 10 - 5177 。

212 　“病毒克”颗粒剂对 CEF 的毒性

“病毒克”颗粒剂对 CEF 的细胞病变效应

(CPE)表现为细胞增殖缓慢、颗粒较多、折光性强、

形态改变和部分细胞破碎脱落。由于细胞代谢活性

降低或死亡 ,M TT 法检测到 OD 值下降。根据所得

数据 ,采用回归法计算“病毒克”的 TC50和 TC0 分别

为 61135 和 28 mg/ mL 。
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213 　不同给药方法对 NDV 的抑制率和治疗指数

CEF 先用药物处理后接种病毒组和药物与病

毒混合 37 ℃感作 45 min 组 ,“病毒克”颗粒的 TI 分

别为 1715 和 1912 ,经 t 检验 2 组差异不显著 ( P >

0105) ,但这 2 种不同给药方式的 TI 极显著高于先

接种病毒后给药组 ( TI = 917 ( P < 0101) ) ;当剂量大

于 315 mg/ mL 时“病毒克”颗粒剂对 NDV 病毒抑制

率极显著高于接毒对照组 ( P < 0101) ,并且先给药

后接毒组和药毒混合感作组对 NDV 的抑制率极显

著高于同剂量先接毒后给药组 ( P < 0101) 。说明

“病毒克”颗粒剂对 NDV 感染 CEF 细胞的阻断作用

和对 NDV 直接灭活作用的效果优于其干扰 NDV

在 CEF 中增殖的作用 (表 1) 。

表 1 　“病毒克”颗粒剂对 DNV在 CEF增殖的抑制率

Table 1 　Inhibition ratio of Bingduke granules on NDV propagation in CEF %

给药方式
药物剂量/ (mg/ mL)

0186 1175 3150 7100 14100 28100

半数有效浓度

IC50/ (mg/ mL)
治疗指数

先给药后接毒 010 918 5010 a 8517 a 9813 a 10010 a 315 1715 a

先接毒后给药 010 412 2415 b 5118 b 7612 b 8315 b 613 917 b

药毒混合感作 010 1012 7010 a 10010 a 10010 a 10010 a 312 1912 a

细胞对照 　　 10010 10010 10010 10010 10010 10010 — —

病毒对照 　　 010 010 010 010 010 010 — —

　 　注 :同一列数据不同字母表示差异极显著 ( P < 0101)

214 　“病毒克”颗粒剂对 NDV抑制率的量效关系

以药物剂量的对数为横坐标 ,以抑制率为纵坐

标绘图 1。由图可见 ,“病毒克”颗粒剂对 NDV 在

CEF 上增殖的抑制率随着药物剂量的增加而增强 ;

对药物剂量对数和病毒抑制率进行相关分析结果显

示 ,二者存在着明显的正相关关系 ,“病毒克”颗粒剂

的相关系数 r 分别为 01923 156 ( P = 01016 ) ,

01962 57 ( P = 01012) ,01983 68 ( P = 01000 5) 。

图 1 　“病毒克”颗粒剂剂量与 NDV抑制率之间的关系图
Fig. 1 　Dose2dependent effect of Bingduke granules on NDV

replication

215 　不同给药时间对 NDV的抑制率

细胞感染病毒后 0、3、4 和 9 h 给予“病毒克”颗粒

剂 ,与病毒对照组相比 ,对 NDV 有明显抑制作用

( P < 0101) (表 2) 。

表 2 　“病毒克”颗粒剂不同给药时间对 NDV的抑制率

Table 2 　Inhibition ratio of Bingduke granules on NDV propa2
gation in CEF at different time %

组 　别
感染后时间/ h

0 3 6 9 12 18 24

实验组 　 7615 7117 5915 4218 1115 　213 　010

病毒对照 010 010 010 010 010 010 010

正常对照 10010 10010 10010 10010 10010 10010 10010

3 　讨论与小结

“病毒克”颗粒剂体外对 NDV 在 CEF 上的增殖

具有明显的抑制作用 ,治疗指数 ( TI) 为 1912 ,表明

该中药制剂低毒、安全疗效好。对 NDV 抑制作用

的大小随药物浓度的增加而增强 ,二者呈现明显的

正相关关系 ( P < 0101) 。

“病毒克”颗粒剂对 NDV 作用机制是多方面

的。本试验中先加药后染病毒组和药物与病毒混合

感作后再与 CEF 细胞作用组 ,病毒的抑制率较高 ,

CPE不明显 ,表现出较强的抗病毒活性。说明“病

毒克”颗粒剂或通过改变细胞膜表面的病毒吸附蛋

白受体 ,或作用于细胞内而提高其抵抗力 ,或通过直
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接灭活病毒来保护细胞 ,或者三者兼有 ;先接种病毒

后加中药组 ,病毒抑制率较低 ,孔内细胞均产生了不

完全细胞病变 ,可能是病毒侵入并破坏细胞后“病毒

克”颗粒剂有效成分再无法提高细胞的抗感染能力

而不再起作用 ,这也是临床上病毒病难治的主要原

因。通过在细胞感染病毒后不同时间给药的研究表

明病毒感染后 9 h 以内给药 ,可有效抑制 NDV 在

CEF 细胞上的增殖。提示在临床上预防给药及发

病早期给予“病毒克”颗粒剂会获得较好的疗效。

“病毒克”颗粒剂是有效的抗病毒中药复方制

剂 ,活性较强、毒副作用较小 ,在抗病毒方面有广阔

的应用前景。本试验为临床应用“病毒克”治疗新城

疫、法氏囊等病毒性畜禽疾病提供了体外实验的理

论依据。
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·科研简讯·

我校赵要风教授等的研究论文在《美国科学院院报》上发表

我校农业生物技术国家重点实验室赵要风教授和李宁教授通过与瑞典有关科研单位及北京大学的合作

研究 ,最近在两栖类动物中发现并命名了一种新的抗体类型 IgF。研究结果显示 , IgF 只具有 2 个固定区结

构域 ,但是包含 1 个独立外显子编码的铰链区结构。IgF 是迄今在低等脊椎动物中发现的第一个具有明确

铰链区的抗体类型 ,在结构上类似于 Ig G , 在序列上又与 Ig Y 呈现较大的同源性。研究结果还揭示了 IgD

在两栖类动物中的存在。IgD 以前只发现于鱼类和哺乳类动物中 ,呈现出一种进化不连续性。IgD 在两栖

类中的发现 ,部分解决了这种进化矛盾问题 ,为理解免疫球蛋白在脊椎动物中的进化提供了极为有意义的线

索。研究论文发表在 2006 年 8 月《美国科学院院报》( PNAS)上。该项研究得到了国家自然科学基金创新研

究群体项目的资助。

(科学技术处供稿)
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