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抗大口黑鲈弹状病毒中草药的筛选及抗病毒效果

杭小英１，袁雪梅１，吕孙建１，张海琪１，刘　莉２，于　?１，施伟达１

（１．农业农村部淡水渔业健康养殖重点实验室／浙江省鱼类健康与营养重点实验室／浙江省淡水水产研究所，浙江湖州 ３１３００１；

２．浙江省农业科学院水生生物研究所，浙江杭州３１００２１）

　　摘要：采用ＭＴＴ法，选择黄芪多糖、白花蛇舌草、金银花、葡萄糖酸锌、板蓝根、白芍、连翘及黄藤素８种中草药对
大口黑鲈弹状病毒（Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ，ＭＳＲＶ）进行体外抗病毒试验，并挑选黄芪多糖，利用荧光定量
ＰＣＲ方法研究其对病毒复制和宿主细胞内凝集素基因（Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ）表达的影响。体外抗病毒试验结果显示，黄芪多糖
抗ＭＳＲＶ效果最好，兼具显著的阻断、抑制和中和病毒的效果，其最高阻断作用率为５９．１３％，最高抑制率为２１．６４％，
最高中和率为１０５．４６％。同时，黄芪多糖还可以抑制 ＭＳＲＶ的复制，上调细胞 Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因的表达。另外，连翘、金
银花和白芍对ＭＳＲＶ分别有显著的阻断作用（阻断作用率为１６．９２％）、抑制作用（抑制率为２１．６４％）、中和作用（中
和率为５４．０１％）。结果表明，黄芪多糖相较试验中其他中草药制剂具有更好的抗 ＭＳＲＶ效果，可为 ＭＳＲＶ的药物防
控提供参考。
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　　大口黑鲈（Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ），别称加州鲈、
黑鲈，是太阳鱼科黑鲈属鱼类，主要栖息在温暖区

域的湖泊与池塘［１］。大口黑鲈人工繁殖于１９８３年
成功，因其味道鲜美、无肌间刺，富含蛋白质，深受

消费者的喜爱，现已推广到浙江省、江苏省和广东

省等 ２０多个省（市）。据《２０１９中国渔业统计年
鉴》报告，大口黑鲈 ２０１８年全国的养殖产量达约
４３２万ｔ，成为我国优质的特种淡水养殖品种［２］。

近几年，随着大口黑鲈养殖行情的上升，养殖

面积的扩大，暴发性疾病也在不断发生，其中有一

种疾病常在鲈鱼幼苗阶段暴发，传染性强，且死亡

率极高。苗种和养殖企业常用抗菌药物进行治疗，

但没有效果［３］。学者们通过对发病池塘的病鱼进

行采样分析，确认引起大口黑鲈鱼苗出现大规模死

亡的疾病为弹状病毒病。该病病原为ＲＮＡ病毒，名
为大 口 黑 鲈 弹 状 病 毒 （Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ
ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ，简称ＭＳＲＶ），病毒粒子大小约为５３ｎｍ×

１４０ｎｍ，形似子弹，故名弹状病毒［１］。该病不仅可

以通过养殖水体进行水平传播，也可以通过亲鱼繁

殖进行纵向传播，极容易传染，且往往出现病鱼后

一周内全部死亡，给养殖户造成巨大的经济

损失［４－５］。

中草药（Ｃｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂｍｅｄｉｃｉｎｅ）因富含苷、有机
酸、多糖、生物碱、鞣质和黄酮类等有效成分［６］，成

为我国传染水产病害防治的主要手段之一。相较

于西药，中草药作为药剂具有副作用小，对养殖环

境影响小，不激发药源性疾病等优势，且能通过不

同作用机制对病毒产生抑制作用，如阻断病毒与细

胞表面受体结合，抑制病毒核酸的复制、转录及蛋

白合成，抑制病毒释放等［７］。Ｗａｎｇ等发现，表没食
子儿茶素没食子酸酯能阻断草鱼呼肠孤病毒与细

胞表面的受体蛋白结合，从而达到抑制病毒的感染

目的［８］。Ｗａｎｇ等研究发现，表没食子儿茶素没食
子酸酯也能抑制白斑综合征病毒的感染［９］。此外，

研究表明中草药制剂还可以提高机体的非特异性

免疫水平，甚至诱发机体产生干扰素，从而达到抵

抗病毒感染的目的。Ｈａｅｔｒａｋｕｌ等发现，注射扭序花
叶片提取物可以提高鲤鱼对 ＣｙＨＶ－３的抗性［１０］。

Ｂａｌａｓｕｂｒａｍａｎｉａｎ等发现，斑节对虾食用含有印度木
橘、苦瓜和狗牙根提取物的饲料后，其对白斑综合

征病毒的抗性作用得到了显著提高，其中食用含
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１００ｍｇ／ｋｇ的狗牙根水提取物的饲料可以使斑节对
虾攻毒存活率达１００％［１１］。

本研究在结合传统中草药理论及相关抗病毒

药物研究的基础上，筛选出黄芪多糖、连翘、板蓝根

等８种中草药，测定以上中草药对 ＭＳＲＶ的体外抑
制作用，从中筛选出有效的抗 ＭＳＲＶ中草药，旨在
为大口黑鲈弹状病毒病防治提供可行且符合市场

要求的治疗方案。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用大口黑鲈鱼苗购自浙江省湖州市某

养殖场，ＭＳＲＶ毒株及草鱼卵巢细胞（ＣＯ）均由笔者
所在单位鱼病研究室分离培养保存，黄芪多糖、连

翘等中草药购自陕西森弗高科实业有限公司。

Ｍ１９９培养基、胎牛血清、细胞生长液、双抗（青霉素
１００ＩＵ／ｍＬ、链霉素 １００μｇ／ｍＬ）、胰蛋白酶均购自
Ｇｉｂｃｏ公司；ＭＴＴ细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒
购自碧云天生物技术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取
试剂、反转录和ｑＲＴ－ＰＣＲ荧光定量检测试剂购自
ＴＯＹＯＢＯ公司。
１．２　试验方法

本研究于２０１９年１月开始，相关试验均在浙江
省淡水水产研究所重点实验室完成。

１．２．１　病毒滴度的测定　病毒滴度检测按照实验
室常规方法［１２］进行，ＣＯ细胞用胰酶消化后，按照
１×１０５／孔的密度加到９６孔板，２５℃培养１２ｈ，待
测病毒经１０倍梯度稀释后，加入９６孔板中，每孔添
加量为１００μＬ细胞悬液，每个稀释度做８孔重复，
同时设正常细胞为阴性对照，连续观察５ｄ。根据病
变情况，按 Ｋａｒｂｅｒ氏法计算半数组织培养感染剂量
（ＴＣＩＤ５０）

［１３］。

１．２．２　黄芪多糖、金银花、葡萄糖酸锌等８种中草
药对ＣＯ细胞安全浓度的测定　将８种中草药分别
溶解于双蒸水，经０．２２μｍ滤膜除菌后保存于４℃
备用。采用ＣＰＥ法测定黄芪多糖、金银花、葡萄糖
酸锌、板蓝根、连翘、白芍、黄藤素及白花蛇舌草等８
种中草药对ＣＯ细胞的最大安全浓度。将药物倍比
稀释后接种于９６孔板中的ＣＯ细胞，每个稀释度做
４个重复，另设１组正常细胞对照，２５℃培养９６ｈ，
取不引起细胞病变的最大浓度为该药物的安全

浓度。

１．２．３　黄芪多糖、金银花、葡萄糖酸锌等８种中草

药对ＭＳＲＶ的阻断作用测定　在安全浓度基础上
将８种中草药分别倍比稀释成４个稀释度，加到长
成单层ＣＯ细胞的９６孔板中，按每孔１００μＬ添加
各浓度药物，每个稀释度做４孔重复孔。在２５℃孵
育４ｈ后吸走各孔药物，另加入１００μＬ１００ＴＣＩＤ５０
的病毒液，于２５℃吸附１．５ｈ，随后吸去病毒液，加
入细胞维持液，另设细胞对照和病毒对照。２５℃细
胞培养箱中培养，每日观察 ＣＰＥ，当病毒对照 ＣＰＥ
达到“＋＋＋”“＋＋＋＋”时，记录 ＣＰＥ情况，并测定
９６孔板中细胞的活性，计算药物的作用率。
１．２．４　黄芪多糖、金银花、葡萄糖酸锌等８种中草
药对ＭＳＲＶ的抑制作用测定　待９６孔细胞培养板
中的ＣＯ细胞长成单层后，按每孔１００μＬ的添加量
接种１００ＴＣＩＤ５０的病毒液，于２５℃吸附１．５ｈ，弃去
病毒液，加入安全浓度范围内倍比稀释的中药提取

物，每孔１００μＬ，每个稀释度做４孔重复，另设细胞
对照和病毒对照。２５℃培养，记录方法同“１２３”
节，并用ＭＴＴ法检测细胞存活量，并计算抑制率，方
法和公式同“１．２．３”节。
１．２．５　黄芪多糖、金银花、葡萄糖酸锌等８种中草
药对ＭＳＲＶ的中和作用测定　将８种中草药安全浓
度范围内 ４个稀释度的药液分别与等体积
１００ＴＣＩＤ５０病毒液混合，２５℃作用２ｈ，加到长成单
层ＣＯ的９６孔细胞培养板上，每孔１００μＬ，每个稀
释度做４孔重复，另设细胞对照和病毒对照。２５℃
中培养，记录方法同“１．２．３”节，用ＭＴＴ法检测细胞
存活 量，计 算 中 和 作 用 率，方 法 和 公 式 同

“１２３”节。
１．２．６　黄芪多糖对病毒复制的影响　分别按照
“１．２．３”“１．２．４”“１．２．５”节中的方法进行处理，分
为阻断试验组、抑制试验组和中和试验组，同时设

计等剂量病毒感染ＣＯ细胞的病毒对照组和正常细
胞对照组。于病毒接种后６、１２、２４、４８、７２ｈ收集细
胞病毒液，ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，反转录参照ＴＯＹＯＢＯ
公司的“ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ”试剂盒
合成ｃＤＮＡ。应用引物ＭＳＲＶ－Ｆ／ＭＳＲＶ－Ｒ对样品
ｃＤＮＡ进行Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ扩增，反应体系及程序
参考之前的研究方法［４］。通过标准曲线换算得到

样品中病毒基因组的拷贝数。

１．２．７　黄芪多糖对 ＣＯ细胞 Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ表达的影响
　按照“１．２．６”节所述步骤处理样品，分别用引物
Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ－Ｆ／Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ－Ｒ及β－ａｃｔｉｎ－Ｆ／β－ａｃｔｉｎ－Ｒ
对样品ｃＤＮＡ进行 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，反应体系及程
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序参考之前的研究方法［４］。通过软件利用２－ΔΔＣＴ方
法计算各组Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ表达量相对于对照组的倍数关
系。各试验组和细胞对照组之间Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因的表
达差异分析方法参照“１．２．６”节进行。
１．２．８　数据分析　各试验组与病毒对照组之间的
差异用ＳＰＳＳ１６．０中的单因素方差分析法（Ｏｎｅ－
ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行分析。

２　结果与分析

２．１　ＭＳＲＶＴＣＩＤ５０
通过试验测得ＭＳＲＶ滴度为１０８ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。

２．２　８种中草药对ＣＯ细胞的安全浓度
采用ＣＰＥ方法，测得黄芪多糖、金银花、葡萄糖

酸锌、板蓝根、白芍、白花蛇舌草、连翘及黄藤素８种
中草药对 ＣＯ细胞的安全浓度分别为 １２．５００、
００４９、０．００３、１．５６０、０．０４９、３．１３０、０．０１２、
３．１２５ｍｇ／ｍＬ。　
２．３　８种中草药对ＭＳＲＶ的阻断作用效果

８种中草药对ＭＳＲＶ的阻断作用检测结果见表
１，对病毒阻断效果最好的中草药为黄芪多糖，其最
高阻断作用率为５９．１３％，其次为连翘，最高阻断作
用率为１６．９２％，其他中草药未表现出明显的病毒
阻断作用。

表１　８种中草药对病毒的阻断作用检测结果

药物种类
阻断率（％）

稀释度１ 稀释度２ 稀释度３ 稀释度４

黄芪多糖 １２．９８ １１．１１ ３２．７９ ５９．１３

金银花 ８．５３ ３．３０ １．７０ ２．１３

葡萄糖酸锌 －８．５６ －４．００ －５．０７ －８．２１

板蓝根 ９．５１ ０．６２ ５．２４ １１．１６

白芍 －６８．５１ －５３．２７ －４９．１３ －１５．０３

白花蛇舌草 －５４．９２ －３９．３０ －８．０４ －７．４２

连翘 １３．７６ １６．９２ －３．３７ ５．１４

黄藤素 －５７．４６ －４１．５０ ０．０５ ４．７５

２．４　８种中草药对ＭＳＲＶ的抑制作用效果
试验测得黄芪多糖、金银花、葡萄糖酸锌等８种

中草药对 ＭＳＲＶ的抑制作用率结果见表２，对病毒
抑制效果最好的中草药为黄芪多糖，其最高抑制率

为６３．６８％，其次为金银花，最高抑制率为２１．６４％，
其他中草药未表现出明显的病毒抑制作用。

２．５　８种中草药对ＭＳＲＶ的中和作用效果
试验测得黄芪多糖、金银花、葡萄糖酸锌等８种

中草药对ＭＳＲＶ的中和作用率结果见表３，结果显

表２　８种中草药对病毒的抑制作用检测结果

药物种类
抑制率（％）

稀释度１ 稀释度２ 稀释度３ 稀释度４

黄芪多糖 ６３．６８ ４４．６２ ２７．８７ １７．２５

金银花 １０．５７ １３．３９ ２１．６４ １５．１６

葡萄糖酸锌 －１４．９０ －１１．８２ －１４．８１ －６．５０

板蓝根 １５．８９ ８．７７ ８．４９ ２．１０

白芍 －３４．１７ －２９．０３ －４６．１８ －６４．５６

白花蛇舌草 －１０９．６２ －６６．１８ －５５．８６ －４０．５５

连翘 １３．１８ １０．２２ １．８２ ３．８８

黄藤素 １２．０５ ９．０１ ６．８４ ５．１４

示黄芪多糖、白芍及白花蛇舌草对病毒均有一定的中

和作用，其中中和作用最好的是黄芪多糖，最高中和

率可达 １０５．４６％，其次是白芍，最高中和率为
５４０１％，其他中草药未表现出明显的病毒中和作用。

表３　８种中草药对病毒的中和作用检测结果

药物种类
中和率（％）

稀释度１ 稀释度２ 稀释度３ 稀释度４

黄芪多糖 １０５．４６ ４５．１２ ８．８０ ４．３３

金银花 －２４．２９ －３９．４０ －３９．３５ －５０．４７

葡萄糖酸锌 －２９．２８ －２２．９９ －２１．８３ －２２．００

板蓝根 －４０．０８ －３７．４８ －３０．５５ －２７．０２

白芍 ５４．０１ ４１．７４ ９．８６ １４．００

白花蛇舌草 ３０．１０ ４５．１０ ３２．１４ ２２．７２

连翘 －７．５３ －３１．３７ －２８．９９ －３７．４３

黄藤素 ２３．５７ １１．２４ ５．４１ １．２４

２．６　黄芪多糖对ＭＳＲＶ复制的影响
试验结果见图１，自２４ｈ起，各试验组病毒的拷

贝数均低于病毒对照组，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．７　黄芪多糖对 ＣＯ细胞 Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因表达的
影响

从图２可以看出，各试验组 Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因的表
达量均出现一个先升高再降低的趋势，其中２４ｈ时
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各试验组细胞Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因表达量均极显著高于细
胞对照组（Ｐ＜０．０１），中和试验组在 ４８、７２ｈ时
Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ的表达量仍极显著高于细胞对照组（Ｐ＜
００１）。　

３　讨论与结论

大口黑鲈弹状病毒病于２０１５年在浙江地区发
现，主要感染对象为大口黑鲈，在亲鱼及幼苗中均

能检测到该病毒，且主要在幼苗阶段发病，具有极

高的死亡率［１］。中草药提取物具有天然结构，生物

活性较为完整，已被证实不仅能够促进动物生长、

调节机体新陈代谢和免疫力，还能提高机体的抗感

染能力［６，１４］。本研究选取黄芪多糖、金银花、葡萄糖

酸锌、板蓝根、白芍、白花蛇舌草、连翘及黄藤素８种
中草药进行体外抑制病毒测试，结果显示黄芪多糖

对ＭＳＲＶ具有较高的阻断、抑制和中和效果。另
外，连翘对 ＭＳＲＶ也有一定的阻断效果，金银花对
该病毒有一定的抑制和中和效果，但均不如黄芪多

糖明显。本研究验证了以上４种中草药的抗病毒效
果，但黄芪多糖、连翘、金银花和白芍对 ＭＳＲＶ的抑
制机制不同，这与已有的研究结果一致。

连翘为木樨科植物，其主要成分连翘酯苷药理

作用广泛，其中抗病毒疗效尤为显著，对多种病毒

均有一定的抑制效果，包括呼吸道合胞病毒［１５］、腺

病毒［１６］、流感病毒［１７］和疱疹病毒［１８］等。田文静等

发现，连翘水提液能够明显抑制呼吸道合胞病

毒［１５］。王岌等用 ＭＴＴ法也观察到连翘在 ＨＥＰＧ２
细胞中也能抑制呼吸道合胞病毒的复制［１９］。本研

究显示，连翘对 ＭＳＲＶ主要表现为阻断效果，推测
其可能抑制了病毒衣壳蛋白与细胞受体蛋白结合

的过程。刘颖娟等也发现，连翘有效成分在细胞上

对单纯疱疹病毒的复制能起到阻断和抑制的作

用［１８］。金银花对ＭＳＲＶ主要表现为抑制作用，可能
参与了细胞对 ＭＳＲＶ病毒的复制及病毒颗粒装备
过程的抑制作用。金银花曾被证明能够抑制合胞

体病毒，金银花中绿原酸可以下调细胞 ＴＬＲ３、ＴＢＫ１
和ｐ－ＩＲＦ３蛋白，从而起到良好的抗病毒作用［２０］。

张旋等也证实，金银花对呼吸道合胞病毒的生物合

成具有抑制作用［２１］。另外，白芍也对ＭＳＲＶ具有一
定的抗病毒作用，主要表现为体外能够中和病毒，

肖尚喜等发现，白芍总苷可以提高ＩＦＮ效价，具有抗
病毒作用，能使水泡性口炎病毒效价显著下降［２２］。

以上３种中草药提取物均表现出一定的抗
ＭＳＲＶ活性，但均不如黄芪多糖对 ＭＳＲＶ的作用效
果明显，黄芪多糖对 ＭＳＲＶ的最高阻断作用率为
５９．１３％，最高抑制率为 ６３．６８％，最高中和率为
１０５．４６％，均明显高于其他中草药提取物。另外，荧
光定量结果显示，黄芪多糖在作用２４ｈ后也表现出
对ＭＳＲＶ的复制有一定的抑制作用，虽然差异不显
著。黄芪多糖具有较宽的抗病毒谱，对流感病毒、

柯萨奇病毒、疱疹病毒和乙型肝炎病毒等病毒有明

显的抗性［２３］。李丽娅等发现，黄芪多糖能抑制通过

滴鼻感染上流感病毒的小鼠出现明显的肺炎和病

毒增殖［２４］；黄芪总皂苷、总多糖和总黄酮则在体外

试验中表现出对 ＨＳＶ－２３３３株疱疹病毒的多种抗
病毒效应，包括杀灭、阻断，甚至是直接抑制病毒增

殖［２５］；杨洁等研究表明，黄芪多糖能够抗多株柯萨

奇病毒（ＣＶＢ－Ａ１６、ＣＶＢ－Ｂ１、ＣＶＢ－Ｂ３和 ＣＶＢ－
Ｂ４），其水提液可抑制该病毒敏感细胞系中的病毒
增殖［２６］。邹宇宏等研究发现，黄芪总苷在抑制乙肝

病毒ＨＢＶ－ＤＮＡ转染ＨｅｐＧ２－２．２．１５细胞表面分
泌ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ的同时，还能抑制细胞增殖［２７］。

以上研究均说明黄芪多糖兼具阻断感染、抑制病毒

增殖和中和病毒的作用，本研究结果与之一致。进
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一步研究发现，黄芪多糖还可以显著提高 ＣＯ细胞
Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因的表达水平，而该基因主要参与细胞
对病原微生物的识别、启动机体的免疫防御等过

程。Ｐｏｄｏｋ等发现，用 ＣｙＨＶ－２感染异育银鲫后，
鱼体的 Ｉｎｔｅｌｅｃｔｉｎ基因表达量显著上调，推测其可能
参与了病毒的识别过程［２８］；Ｇｕ等也发现，该基因参
与了病毒性脑炎诱导的机体免疫反应［２９］。

本研究首次筛选了抗 ＭＳＲＶ的中草药，黄芪多
糖、连翘、金银花和白芍均对 ＭＳＲＶ表现出不同机
制的抗病毒作用，其中黄芪多糖的作用效果最为显

著。该研究结果可为后续抗大口黑鲈弹状病毒及

其他病毒药物的筛选提供理论依据。
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