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蜗牛多糖体外抗乙型肝炎病毒作用研究
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　　[摘要 ] 　目的 :探讨蜗牛多糖抗乙肝病毒活性。方法 :将不同浓度蜗牛多糖与 HepG2. 2. 15 细胞株共培养 ,以拉米夫定为

阳性对照药 ,用 ELISA 法检测 HBsAg和 HBeAg分泌水平 ,实时荧光定量 PCR 检测 HBV DNA 含量 ,计算抑制率。结果 :蜗牛多糖

在体外能有效抑制 HepG2. 2. 15 细胞 HBsAg 和 HBeAg 分泌 ,最大抑制率分别为 4218 %和 5211 % ;对 HBV DNA 的复制有一定抑

制作用 ( P < 0105) 。结论 :蜗牛多糖在体外具有显著的抗乙型肝炎病毒作用 ,且毒性较小 ,具有良好应用前景。
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[ Abstract ] 　Objective :To evaluate the anti2HBV effect of snail polysaccharide (SP) . Methods :Hep G2. 2. 15 cell

strain was used in vitro ,and we applied Lamivudine as positive control . ELISA was adopted to detect the level of HBsAg

and HBeAg in supernatant . The quantity of HBV DNA was checked by RT2PCR. The inhibition ratio was calculated of SP

on HBV. Results : SP had a inhibiting effect on the HBsAg and HBeAg with maximum inhibition ratio adding up to

4218 % and 5211 % respectively. There was certain inhibition on replication of HBV DNA ( P < 0105) . Conclusions :SP

has a noticeable anti2HBV effect in vitro with low toxicity ,which shows a fine applying prospect .
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　　蜗牛入药历史悠久 ,在《名医别录》和《本草纲

目》均有蜗牛药方的详细论载。蜗牛味咸、寒 ,入大

肠、肺、肝、肾经 ,具有清热解毒、化痰消肿、平喘理疝

之功效 ,民间亦有用蜗牛治疗肝炎的偏方。文献报

道[1 ,2 ]多糖具有抗病毒、抗肿瘤、增强免疫和降血脂

等多种活性。本实验从蜗牛体内提取出多糖 ,作用

于 Hep G2. 2. 15 细胞 ,观察其体外抗乙肝病毒活性。

1 　实验材料

111 　药物 　蜗牛多糖 (Snail Polysaccharides ,SP) ,本

实验室从陆生贝类条华蜗牛 ( Cathaica fasciola ,经皖

南医学院李朝品教授鉴定)中提取。方法为 :活体蜗

牛去壳洗净后匀浆 ,运用“碱提醇沉”法[3 ] 提取出多

糖 ,经柱层析分离纯化后得白色微黄、半透明、具粘

性的蜗牛多糖 ,纯度约 80 %。经气相色谱2质谱联用

( GC2MS)分析 ,主要组份为葡萄糖和半乳糖 ,组成比

例约 1∶1。

112 　仪器 　CO2 培养箱 ,德国 MEMMERT公司 ;倒置

相差显微镜 ,德国Leica 公司 ;高速冷冻离心机 ,德国

Eppendorf 公司 ;荧光定量 PCR 仪 ,美国 Bio2Rad 公

司 ;多标记微孔板检测仪 ,美国 Perkin2Elmer 公司。

113 　试剂 　Hep G2. 2. 15 细胞株 ,复旦大学上海医

学院分子病毒实验室提供 ;DMEM 培养基 (高糖) ,美

国 GIBCO 公司 (批号 :1344180) ;胰酶 ,美国 GIBCO 公

司 ;胎牛血清 ,美国 GIBCO (批号 :160000) ;MTT 检测
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试剂盒 ,北京碧云天 (批号 : C000921) ;拉米夫定 ,葛

兰素2威康 (每片含 100 mg 拉米夫定) ; ELISA 试剂

盒 ;上海科华 (批号 :20060530) ;荧光定量 PCR 试剂

盒 ,大连 Takara (批号 :DRR031A) ; HBV 探针和引物 ,

美国 ABI公司 ;其他试剂均为国产分析纯。

2 　实验方法

211 　Hep G2. 2. 15 细胞的复苏与传代 　将液氮冷冻

保存的细胞培养于 DMEM 高糖培养基 (含 10 %胎牛

血清 ,pH 712) 。细胞置于细胞培养箱中在 37 ℃、5 %

CO2 环境下生长 ,每 3 d 更换培养液。倒置显微镜下

观察 ,细胞生长到 70 %～80 %时 ,用含有 EDTA 的胰

酶消化传代。

212 　药物细胞毒性实验 　参照 Mosmann 建立的四

甲基偶氮唑盐法 (MTT) [4 ]
,检测药物对 Hep G2. 2. 15

细胞生长的抑制作用。具体方法为 :取 Hep G2. 2. 15

细胞 1 瓶 ,用胰酶消化后制备成单细胞悬液 ,计数后

调整细胞浓度至 2 ×10
4

cells·mL
- 1

,加入 96 孔培养

板中 ,每孔 100 μL。培养板置于细胞培养箱中 ,

37 ℃、5 % CO2 培养过夜待贴壁。吸去上清后分别加

入含 10
- 3

,10
- 2

,10
- 1

,1 和 10 mg·mL
- 1蜗牛多糖 (SP)

的DMEM 培养基 (含 10 %胎牛血清 ,pH 712) ,每孔

100μL ,每个浓度 3 复孔。同时设不加药物的细胞

对照组和阳性对照拉米夫定组。作用 48 h 后 ,各孔

加入 10μL MTT并继续培养 4 h。仔细吸去上清 ,避

免碰到底部的细胞 ,然后每孔加入 150μL 二甲亚砜

(DMSO) ,轻轻振荡使甲　颗粒充分溶解 ,用酶标仪

检测 570 nm 波长处 OD 值。按 Reed2Meuench 法[5 ]

计算半数有毒浓度 TC50 和最大无毒浓度 TC0 。TC50

即细胞存活率为 50 %时的药物浓度 ;一般认为在药

物作用下若细胞存活率 > 95 % ,此药物浓度即为

TC0 ,对培养细胞无毒性 ,为药物作用的安全浓度[6 ] 。

细胞存活率 ( %) =
药物处理组 OD 值

对照组 OD 值 ×100 %

TC50 = Antilog(B +

50 - < 50 %抑制百分率
> 50 %抑制百分率 - < 50 %抑制百分率 ×C)

式中 :B = log < 50 %药物浓度 ,A = log > 50 %药物浓

度 ,C = A - B ,下同。

细胞抑制率 ( %) =

对照组 OD 值 - 药物处理组 OD 值
对照组 OD 值 ×100 %

213 　药物抑制实验 　Hep G2. 2. 15 细胞用胰酶消化

后制成单细胞悬液 ,调细胞浓度至 2 ×104 cells·

mL
- 1

,加入 24 孔细胞培养板中 ,每孔 1 mL。37 ℃、

5 % CO2 培养过夜。取出培养板 ,吸出上清后依次加

入含有 10
- 2

,10
- 1 和 1 mg·mL

- 1 蜗牛多糖的 DMEM

培养液 ,每孔 1 mL ,即药物低 ,中 ,高剂量组 ,继续培

养。同时设拉米夫定阳性药物对照组和细胞对照

组 ,每浓度 3 个复孔。于第 3 ,6 d 更换新鲜的含药物

培养基。第 9 d 收集各孔上清液至 115 mL 离心管中

- 20 ℃冻存 ,待检测 HBsAg、HBeAg 的水平和 HBV

DNA 的含量。

214 　HBsAg 和 HBeAg 检测 　HBsAg、HBeAg 检测采

用 ELISA 法 ,严格按说明书步骤操作。SP 对 Hep G2.

2. 15 抗原分泌的抑制效果以抑制率表示。

抗原抑制率 ( %) =

细胞对照组 OD 值 - 药物处理组 OD 值
细胞对照组 OD 值 ×100 %

215 　HBV DNA 含量检测

21511 　HBV DNA 抽提 　操作步骤 :取上述收集的各

孔细胞上清液及试剂盒中的阴性对照品和标准品各

50μL ,分别加至 015 mL 离心管中 ;等体积加入 8 %

聚乙二醇 (PEG) 50μL 沉淀 HBV ,振荡混匀 ,1 200 r·

min
- 1离心 10 min ;弃上清 ,加入等体积 DNA 提取液

12 % chelex ,振荡混匀 ,2 000 r·min - 1离心 10 s ;100 ℃

沸水浴 10 min ;12 000 r·min - 1离心 10 min ,取上清液

50μL 供 PCR 做模板。

21512 　HBV DNA 扩增及检测 　将提取的 HBV DNA

使用 iCycler 进行荧光定量。PCR 扩增目的片段 :115

bp HBV 基因区 p 区 292～407。扩增引物 : HBVFP :

5′2TGT CCT GGT TAT CGC TGG23′和 HBVRP :5′2CAA

ACG GGC AAC ATA CCT T23′。TaqMan 探针序列是

FAM25′2TGT GTC TGC GGC GTT TTA TCA T23′2
TAMRA。样品 95 ℃变性 10 s ,然后进行 41 个 PCR 循

环 :94 ℃20 s ,60 ℃40 s。激发荧光在 86 ℃检测 ,数

据用 iCycler iQ 311 进行分析。

216 　药物效果评价 　药物抗 HBV 活性用选择指数

(Selectivity Index ,SI) 进行评价。SI = TC50ΠIC50 。IC50

(半数有效浓度)表示抑制率为 50 %时的药物浓度。

IC50 = Antilog(B +

50 - < 50 %抑制百分率
> 50 %抑制百分率 - < 50 %抑制百分率 ×C)

当 SI > 2 时 ,表明药物有效低毒 ;当 1 ≤SI ≤2

时 ,提示药物有效有毒 ;当 SI < 1 时 ,则表明药物为

毒性作用。SI值越大 ,表示药物对 HBV 的抑制作用

越强 ,细胞毒性越小。
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217 　数据处理 　所有实验数据运用 SPSS 1115 统计

软件包处理 ,组间比较采用 t 检验。

3 　结果

311 　药物毒性检测结果 　不同浓度的蜗牛多糖和

拉米夫定对 Hep G2. 2. 15 细胞的毒性作用见表 1。
表 1 　蜗牛多糖、拉米夫定对 HepG2. 2. 15 细胞的

毒性作用 ( �x ±s , n = 3)

组别
终浓度

(mg·mL - 1)
OD 值

细胞存活率

( %)

细胞对照 — 0. 457 ±0. 034

蜗牛多糖 0. 001 0. 451 ±0. 011 98. 7

0. 01 0. 443 ±0. 006 96. 9

0. 1 0. 442 ±0. 003 96. 7

1 0. 437 ±0. 0072) 95. 6

10 0. 413 ±0. 0091) 90. 4

拉米夫定 0. 001 0. 438 ±0. 012 95. 8

0. 01 0. 433 ±0. 009 94. 7

0. 1 0. 426 ±0. 019 93. 2

1 0. 413 ±0. 0161) 90. 4

10 0. 401 ±0. 0161) 87. 7

　　注 :与细胞对照组比较1) P < 0105 ;与拉米夫定同浓度组比较2) P

< 0105(下同)

从表 1 中可以看出 ,SP 在 1 mg·mL
- 1浓度下 ,细

胞存活率 > 95 % ,即 TC0 = 1 mg·mL
- 1

,可认为 SP 在

此浓度下对 Hep G2. 2. 15 细胞基本无毒性。拉米夫

定在 10
- 3

mg·mL
- 1 浓度下细胞存活率 > 95 %。因

此 ,药物抑制实验中 SP 的浓度分别设为 10 - 2 ,10 - 1

和 1 mg·mL
- 1

,阳性对照药物拉米夫定浓度设为

10
- 3

mg·mL
- 1 。表中结果表明 ,相同浓度的蜗牛多

糖与拉米夫定相比较 ,拉米夫定的细胞存活率较低 ,

说明拉米夫定的细胞毒性较蜗牛多糖大 ( P < 0105) 。

312 　HBsAg 和 HBeAg 的检测结果 　蜗牛多糖对

Hep G2. 2. 15 细胞分泌 HBsAg、HBeAg 抑制作用见

表 2。
表 2 　蜗牛多糖对 HepG2. 2. 15 细胞 HBsAg、HBeAg

分泌的抑制( �x ±s , n = 3)

组别
终浓度

(mg·mL - 1 )

HBsAg HBeAg

OD 值 抑制率 ( %) OD 值 抑制率 ( %)

细胞对照 — 1. 688 ±0. 048 — 1. 551 ±0. 044 —

拉米夫定 0. 001 1. 200 ±0. 1401) 28. 9 0. 906 ±0. 0531) 41. 6

蜗牛多糖 0. 01 1. 319 ±0. 0141) 21. 9 0. 990 ±0. 0371) 36. 2

0. 1 1. 247 ±0. 0751) 26. 1 0. 920 ±0. 0401) 40. 7

1 0. 966 ±0. 0311) 42. 8 0. 743 ±0. 0401) 52. 1

313 　荧光定量 PCR 的检测结果 　蜗牛多糖对

Hep G2. 2. 15 细胞 HBV DNA 复制的抑制作用见表 3。

表 3 　蜗牛多糖对 HepG2. 2. 15 细胞 HBV DNA

复制抑制作用( �x ±s , n = 3)

组别
终浓度

(mg·mL - 1)

HBV2DNA 含量

log(copies·mL - 1)

细胞对照 — 5. 580 ±0. 056

拉米夫定 0. 001 4. 690 ±0. 0781)

蜗牛多糖 0. 01 5. 166 ±0. 0311)

0. 1 5. 110 ±0. 0441)

1 4. 950 ±0. 1181)

314 　药物效果评价结果 　蜗牛多糖 HBV 的药效评

价结果见表 4。
表 4 　蜗牛多糖抗 HBV的药效评价结果

组别
TC50

(mg·mL - 1)

IC50

(mg·mL - 1)
SI

HBsAg > 10 - -

HBeAg > 10 0. 65 > 15. 29

4 　讨论

本实验以肝源性肿瘤细胞株 2. 2. 15 ( Hep G2. 2.

15) 为乙型肝炎细胞模型。Hep G2. 2. 15 是将含有

HBV 基因组 (2 个 HBV 头对尾二聚体 ,以尾对尾方

向串联)的重组载体质粒转染 Hep G2 细胞而得到的

克隆。该细胞株能在体外长期培养 ,稳定、高水平地

分泌 HBsAg ,HBeAg 及Dane 颗粒 ,还能产生大量的复

制中间体 ,在培养上清中也可检测到病毒 DNA[7 ] 。

该模型在中药成分抗病毒研究中被广泛应用。细胞

对照组中检测到了较高水平的 HBsAg ,HBeAg 分泌 ,

说明该模型评价结果具有可信性。

实验中以拉米夫定为阳性实验对照药物。该药

是新型核苷类药物 ,进入细胞后 ,在细胞内磷酸化为

拉米夫定三磷酸盐 (L2TP) ,可竞争性抑制 HBV 聚合

酶从而抑制前基因 RNA 反转录为负链 DNA ,阻断新

合成 HBV DNA 的链化 ,达到抑制 HBV 复制的目的。

该药为目前国际公认治疗慢性乙肝理想药物 ,但其

治疗乙肝存在副作用大、停药后反弹和耐药性问

题[8 ] 。本实验结果表明拉米夫定抗 HBV 效果虽优

于蜗牛多糖 ,但其细胞毒性作用明显大于蜗牛多糖

( P < 0105) 。此外 ,蜗牛多糖提取方法简单 ,制备成

本较低。综合考虑我们认为蜗牛多糖作为临床抗

HBV 药物仍有研究应用前景。

实验结果表明蜗牛多糖在体外能显著抑制

Hep G2. 2. 15 细胞 HBsAg 和 HBeAg 的分泌 ,同时对

　　　 (下转第 72 页)
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我们既往的实验研究证实 ,参麻益智胶囊可增

强LTP 效应。本次实验结果表明 ,正常神经细胞游

离钙离子内、外流处在一个动态的环境之中 ,加入空

白血清后 ,细胞内 Ca2 + 含量明显上升 ,而吡拉西坦

与参麻益智胶囊血清均可拮抗 Ca2 + 含量上升作用 ,

但吡拉西坦血清组下降较缓慢 ,且幅度较小 ,表明参

麻益智胶囊血清在降低神经细胞内游离钙离子的含

量方面优于吡拉西坦血清组。考虑其机理 ,我们认

为其一可能是该药通过抑制乙酰胆碱酯酶的活性 ,

适度调节了乙酰胆碱对突触后受体的兴奋作用 ,使

G蛋白偶联钙通道及钙泵的活化 ,改善钙通道与钙

泵的功能 ,从而阻止过多的 Ca
2 + 流入细胞内 ,同时

也促进 Ca
2 + 外排 ;调节 NO 功能 ,改善氧自由基代

谢 ,抑制钙超载。以上两种药理作用均可降低海马

神经细胞游离 Ca2 + ,拮抗钙超载 ,对神经细胞起保

护作用 ,进而增强LTP 效应 ,增加实验动物的学习记

忆能力。
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HBV DNA 的复制也有一定抑制作用 ( P < 0105) ,抑

制率随蜗牛多糖浓度增大而增强 ,具有良好的量效

关系 ,而且毒性小。对 HBeAg 的抑制效果明显好于

HBsAg ,这同以往文献结果一致[9 ]
,可能是由于蜗牛

多糖对编码 HBsAg 和 HBeAg 的基因抑制效果不同

所导致。有关多糖抗病毒机制目前意见还不统一 ,

主要包括阻断病毒与宿主细胞的吸附、抑制病毒逆

转录酶和增强机体免疫这三方面[10 ] 。本研究表明

蜗牛多糖可能是通过抑制病毒逆转录酶 ,从而干扰

了 HBV DNA 的复制 ,达到抗 HBV 效果。因为体外

实验排除了阻止病毒对宿主细胞的吸附及免疫增强

这两种机制的可能。

多糖类药物的活性很大程度上决定于其分子构

象 ,由于条件限制 ,未能对蜗牛多糖的构象和多糖组

份进行深入研究。体外实验并不能反映体内所特有

的免疫调节和体内代谢对药物效果的影响 ,因此还

需进行体内实验。此外 ,文献报道多糖类药物还具

有抗肿瘤 ,抗氧化和降血糖等作用 ,蜗牛多糖是否具

有此类活性 ,还有待深入研究。
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