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莪术油注射液的制备及体外抗 PRRSV作用试验

徐端红
1, 2
,崔保安

2
,王学兵

2
,张红英

2
,魏战勇

3
,张爱芹

2
,况　玲

1＊

(1.新疆农业大学 动物医学学院 ,新疆 乌鲁木齐 830052;2.河南农业大学 , 河南 郑州 450002;

3.河南省动物性食品安全重点实验室 , 河南 郑州 450002)

摘要:为筛选抗猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)的中药 ,制备了莪术油注射液 ,并以其为试验药

物 ,同时以利巴韦林注射液作为对照药物 ,观察在体外细胞上对 PRRSV的作用效果。结果表明 ,自

最大安全浓度(质量浓度)作倍比稀释后 ,二者对 PRRSV均具有一定的抑制 、杀灭和阻断作用。其

中 ,莪术油注射液对 PRRSV的杀灭作用较为突出 ,利巴韦林注射液杀灭和抑制作用均较为显著 。
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Abstract:Forthescreeningofmedicinesanti-porcinereproductiveandspiratorysyndromevirus

(PRRSV), Oleumcurcumaearomaticaeoilinjectionwaspreparedastheinvestigationaldrugtoobserve

itsinvitroeffectonPRRSV.Foranegativecontrol, ribavirininjectionwasused.Theresultsshowed

that, sincethemaximumsafeconcentrationtodomultipleproportiondilute, theyhadacertaindegreeof

inhibition, killing, andblockingeffectsonPRRSV.Amongthem, thekillingeffectofoleumcurcumae

aromaticaeoilinjectionwasmoreprominentandribavirininjectionhadasignificanteffectoninhibitory

actionandkilling.
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　　畜禽病毒性疾病是由病毒引起的严重危害畜牧

业生产的一类传染病 ,它不仅造成大批畜禽死亡和

畜产品质量下降 ,影响经济收入和对外贸易 ,而且某

些人畜共患病还威胁人类健康
[ 1]
。

猪繁殖与呼吸综合征(Porcinereproductiveand

respiratorysyndrome, PRRS)是由猪繁殖与呼吸综合

征病毒(PRRSV)引起的猪的一种高度传染性疾病。

其主要症状表现为妊娠母猪的流产 、死胎 、木乃伊胎

等繁殖障碍 ,以及各种年龄猪(特别是仔猪)的呼吸

道症状。该病自 1987年首次被发现以来 ,已遍及世
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界各个养猪国家
[ 2]
,它所引发的母猪流产和仔猪的

呼吸障碍给养猪业造成了灾难性的打击 ,特别是

2006年以来 , PRRSV变异株的出现给我国养猪业的

发展造成了巨大的影响
[ 3, 4]
。目前 ,用于预防 PRRS

主要是注射灭活苗和弱毒苗 ,灭活苗的效果不稳定 ,

经常导致免疫失败
[ 5, 6]
;弱毒苗存在毒力返强的危

险 ,而且有可能传播疫苗毒
[ 7-9]
。

莪术为姜科植物蓬莪术 (Curcumaphaeocaulis

Va1.)、广西莪术 (CurcumaguangxiS.G.LeeetC.

F.Liang)或者温郁金(CurcumawenyujinY.H.Chen

etC.Ling)的干燥块茎 。我国大部分地区都有分布 。

莪术作为我国历史悠久的常用中药 ,千百年来一直

受到人们的关注 。其性辛 、苦 、温 ,归肝脾经 ,具有行

气破血 ,消积止痛的功效。主要用于疝瘕痞块 、瘀血

经闭 、食积胀痛 、早期宫颈癌的治疗 ,是临床上较为

常用的活血化瘀药
[ 10]
。莪术的主要成分有姜黄醇 、

大根香叶酮 、β-榄香烯烃等
[ 11]
,一般采用水蒸气蒸

馏法 、微波萃取法或超临界 CO2萃取法
[ 12-15]

提取 。

莪术油有抗菌 、抗病毒 、抗肿瘤 、免疫和抗早孕作

用
[ 10]
,对金黄色葡萄球菌 、β -溶血性链球菌 、大肠杆

菌 、伤寒杆菌有抑制作用
[ 16]
。莪术油葡萄糖注射液

常用于小儿病毒性肺炎等病毒性疾病 ,现已收入中

国药典(2005年版)二部中
[ 17]
。

近年来 ,长期应用抗病毒西药易产生耐药性 ,降

低疗效 ,病情易复发
[ 18]
。我国中草药资源丰富 ,中

草药以其有害残留少 、毒副作用小以及病原菌不易

产生耐药性的优点而在疫病防治中备受关注
[ 19]
。

本试验制备了莪术油注射液 ,并设计 3种加药方式 ,

在细胞水平上进行了体外抗 PRRSV作用研究 ,旨在

为临床用药提供试验依据 。

1　材料和方法

1.1　毒株 、细胞株

PRRSV毒株和 Marc-145细胞株均购自中国兽

药监察所 ,由河南省动物性食品安全重点实验室保

存 。

1.2　药物 、试剂和培养基

广西莪术:购自河南省医药公司 ,超临界 CO2

萃取所得 ,含量为 0.98g/mL。阳性对照药:利巴韦

林注射液 ,由郑州羚锐制药有限公司生产 ,批号为

0803161,含量为 0.1g/mL。吐温-80:由天津市瑞金

特化学品有限公司生产 。培养基为含 10%小牛血

清的 DMEM。小牛血清:批号 20051117, 由中美合

资兰州民海生物工程有限公司生产。

1.3　主要仪器设备

CO2恒温培养箱(NuAire)、倒置显微镜(日本奥

林巴斯公司)、 -85℃超低温冰箱(日本三洋公司)、

超净工作台(苏净集团安泰公司制造)、96孔细胞培

养板(Coster产品)、高压锅(上海生银医疗仪器仪表

厂)、电热恒温培养箱(南京实验仪器厂制造)、双蒸

馏热水器(上海亚荣公司)。

1.4　莪术油注射液的制备

取一定量的莪术油 ,加入不同比例的吐温-80,

反复吹打混匀后 ,再加入一定量的三蒸水 ,摇匀后配

制成莪术油为 1%, 吐温 -80分别为 0.5%、 1%、

1.5%、2%、2.5%、3%、4%、5%、6%、7%的混合溶

液 , 115℃下灭菌 15min,室温下放置一定时间 ,观察

溶液的澄清度 、溶解状况及分层情况 。选取稳定性

好 、透明的注射溶液作为抗 PRRSV试验药物 。

1.5　莪术油注射液安全浓度的测定

将 Marc-145细胞接种于 96孔细胞培养板上 ,

生长成致密单层 ,弃上清 。分别将莪术油注射液 、

1%利巴韦林溶液用 DMEM维持液先作 5倍稀释 ,

然后再作连续 2倍倍比稀释 ,将各稀释度溶液加到

已长有单层 Marc-145细胞的 96孔细胞培养板上 ,

每个稀释度重复 4孔 ,每孔 100μL。另以细胞维持

液代替药液作为正常细胞对照 ,置 37℃ CO2恒温细

胞培养箱中培养。 24h后连续 3d观察细胞病变情

况。最后根据细胞病变判定中药对细胞的毒性 ,以

不出现细胞病变的最大药物浓度为最大安全浓度

(文中莪术油注射液的浓度均为质量浓度)。

1.6　PRRSV标准毒株 TCID50的测定

将 Marc-145细胞接种于 96孔细胞培养板上 ,

生长成致密细胞单层 ,弃上清 。将 PRRSV标准毒株

作连续 10倍倍比稀释成 6个浓度 ,加到 96孔细胞

培养板上 ,每个稀释度重复 4孔 ,每孔 100μL,其他

均设为细胞对照组 ,置 37℃ CO2恒温细胞培养箱中

培养 。 72h后用倒置显微镜观察细胞病变情况 ,记

录产生的细胞病变(CPE),直至病毒最高稀释度不

再产生新病变为止。根据 Reed-Muench公式 ,计算

PRRSV的半数细胞感染量(TCID50)。

1.7　莪术油注射液对 PRRSV的体外作用试验

1.7.1　莪术油注射液在细胞水平上对 PRRSV抑制

作用测定 　将 Marc-145细胞接种于 96孔细胞培

养板上 ,生长成致密细胞单层 ,弃上清 。先将含有

100×TCID50的病毒液加入 96孔细胞培养板上 ,每

孔 100μL, 37℃下吸附 2h后弃上清 。再将莪术油

注射液 、1%利巴韦林溶液从最大安全浓度作连续
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2倍倍比稀释 ,加到上述已感染病毒的细胞孔内 ,

每个稀释度重复 4孔 ,每孔 100μL。设立正常细

胞及染毒后的细胞分别作为阴性和阳性对照 ,置

37℃ CO2恒温培养箱中培养 。 24h后连续 4d观

察细胞病变情况 。

1.7.2　莪术油注射液在细胞水平上对 PRRSV杀灭

作用测定　将 Marc-145细胞接种于 96孔细胞培养

板上 ,生长成致密细胞单层 ,弃上清。将莪术油注射

液 、1%利巴韦林溶液从最大安全浓度作连续的 2倍

倍比稀释 ,再加入等量的 200×TCID50的病毒液 ,混

匀后置于 37℃作用 2h,加入 96孔细胞培养板中 ,每

个稀释度重复 4孔 ,每孔 100μL。设立正常细胞及

染毒后的细胞分别作为阴性和阳性对照 ,置 37℃

CO2恒温培养箱中培养。 24h后连续 4d观察细胞

病变情况。

1.7.3　莪术油注射液在细胞水平上对 PRRSV阻断

作用测定　将 Marc-145细胞接种于 96孔细胞培养

板上 ,生长成致密细胞单层 ,弃上清。将莪术油注射

液 、1%利巴韦林溶液从最大安全浓度作连续的 2倍

倍比稀释 ,加到 96孔细胞培养板中 ,每个稀释度重

复 4孔 ,每孔 100μL,置于 37℃作用 2h后 ,弃上清 ,

加入等量的 100×TCID50的病毒液 。设立正常细胞

及染毒后的细胞分别作为阴性和阳性对照 ,置 37℃

CO2恒温培养箱中培养。 24h连续 4d观察细胞病

变情况 。

1.8　细胞病变判断标准

以 “ +”号表示细胞发生病变的百分数 , 25%以

下表示为 CPE(+), 26% ～ 50%表示为 CPE(+

+), 51% ～ 75%表示为 CPE(+++), 76% ～

100%表示为 CPE(++++)。细胞对照形态均正

常 ,表示为 CPE(-),病毒对照都产生病变 ,表示为

CPE(++++)。

2　结果与分析

2.1　莪术油注射液的制备

吐温-80含量在 0.5% ～ 1.5%时溶液较浑浊 ,

在 2% ～ 4%时溶液较清。在 5% ～ 7%时溶液澄清

度较好 。放置 1个月后 ,溶液不分层 、澄清度和溶解

度都未改变 。吐温-80含量越高 ,对细胞毒性越大 ,

因此选择莪术油比例为 1%、吐温-80比例为 2%的

溶液制备莪术油注射液。

2.2　莪术油注射液安全浓度的测定结果

结果表明 , 1%莪术油注射液在 Marc-145细胞

上最大安全浓度为 30.625mg/L, 1%利巴韦林注射

液的最大安全浓度为 25mg/L。 1%莪术油注射液

在 Marc-145细胞上大于 30.625mg/L浓度时使细胞

圆缩 、脱落 , 细胞 单层 被破 坏;小于 或等 于

30.625mg/L浓度时对细胞破坏基本无影响 。 1%

利巴韦林注射液在 Marc-145细胞上大于 25mg/L

浓度时使细胞圆缩 、脱落 ,细胞单层被破坏;小于或

等于 25mg/L浓度时对细胞破坏基本无影响。

2.3　PRRSV的 TCID50的测定结果

根据 Reed-Muench公式 ,计算得到 PRRSV在

Marc-145细胞的 TCID50为 10
-4.77
cfu/mL。

2.4　莪术油注射液对 PRRSV的体外作用

正常对照细胞形态正常 ,细胞单层完整;染毒后

的对照细胞病毒发生病变 ,细胞单层崩解 、脱落 、只

剩下合胞体。由表 1可知 ,莪术油注射液对 PRRSV

的抑制效果较利巴韦林不显著;但与最大无毒浓度

相比 ,其最小抑制病毒浓度为 0.478mg/L, 说明在

莪术油注射液大于 0.478mg/L时对 PRRSV有较好

的抑制效果。由表 2可知 ,加药孔细胞均无病变发

生 ,说明在测定的莪术油注射液和利巴韦林药物浓

度范围内都对 PRRSV有较好的杀灭效果。由表 3

可知 ,莪术油注射液对 PRRSV的阻断效果显著 ,其

最小阻断病毒浓度为 0.029mg/L,说明在莪术油注

射液大于 0.029mg/L时对 PRRSV有较好的阻断效

果。

体外抗病毒试验结果表明 , 莪术油注射液对

PRRSV有明显的抑制作用 。

表 1　莪术油注射液对 PRRSV抑制作用

溶液
细胞孔无 CPE时的溶液

稀释度 /(mg/L)

1%莪术油注射液

1%利巴韦林溶液

0.478

0.098

表 2　莪术油注射液对 PRRSV杀灭作用

溶液
细胞孔无 CPE时的溶液

稀释度 /(mg/L)

1%莪术油注射液

1%利巴韦林溶液

均无 CPE

均无 CPE

表 3莪术油注射液对 PRRSV阻断作用

溶液
细细胞孔无 CPE时的溶液

稀释度 /(mg/L)

1%莪术油注射液
1%利巴韦林溶液

0.029
均无 CPE

3　讨论

1)试验初期分别采用水蒸气蒸馏法和超临界
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CO2萃取法提取莪术油 ,但水蒸气法提取的莪术油

色泽 、透明度较差 ,提取率较低 ,而超临界法提取物

较好 ,可能是由于莪术细粉浸泡时间短或加水量多 ,

这有待进一步试验证实。故采用超临界 CO2萃取

法提取的挥发油作为试验用药物。

2)配置的莪术油注射液中各成分比例为莪术

油∶吐温-80∶水(1∶2∶97),此状态下莪术油注射

液理化性质相对稳定。吐温 -80比例越大 ,溶液澄

清度越高 、稳定性越好 ,但是对细胞的毒性也越大 。

试验结果表明 ,吐温 -80比例小于 2%,理化性质不

稳定 ,澄清度低;吐温 -80比例大于 2%,对细胞的毒

性作用大 ,且吐温-80大于莪术油注射液对细胞的

毒性。综合以上因素 ,采用莪术油∶吐温-80∶水(1

∶2∶97)的比例制备莪术油注射液。

3)本试验用莪术油注射液 ,以 PRRSV为试验

对象 ,以微量细胞培养法进行莪术油注射液的抗病

毒作用试验 。试验中选用 PRRSV作为对象具有良

好的代表性 ,并且微孔板法具有灵敏度高 ,药物及各

种材料用量少 ,操作简便 ,省时省力等优点 。试验中

同时设立阴性和阳性对照 ,在同一块 96孔细胞培养

板中进行 ,所有条件一致 ,因此所得的结果可信 ,具

有良好的可比性 。另外用利巴韦林注射液抗病毒药

作为阳性对照药 ,使试验结果可比性高 。

4)本试验共设计了 3种不同的加药方式探讨

莪术油注射液对 PRRSV作用规律 ,即第 1组采用病

毒侵染细胞 2h后添加自最大安全浓度作连续 2倍

倍比稀释的中药;第 2组采用自最大安全浓度作连

续 2倍倍比稀释的中药与病毒作用 2h后再与细胞

作用 ,第 3组采用自最大安全浓度作连续 2倍倍比

稀释的中药与细胞作用 2h后接种病毒。 3组间相

比较 ,第 2组中药样品对病毒的杀灭效果更为显著 。

其作用机制可能为:第 1组病毒侵染细胞后添加中

药 ,中药样品对细胞内的病毒起一定的抑制作用 ,抑

制了病毒的生物合成及成熟释放
[ 20]
;第 2组莪术油

注射液可能通过体外直接灭活病毒而发挥抗病毒作

用;第 3组 ,中药与细胞作用后 ,一定程度阻止了病

毒的吸附和侵入 ,其具体作用机制有待于进一步探

明 。

5)该试验是在单层细胞上进行的 ,不存在调动

机体免疫功能的因素。但有文献表明
[ 21-24]

,莪术油

还具有增强机体免疫功能的作用 ,其抗病毒作用是

否能通过调动机体免疫功能而得到加强 ,还有待通

过体内抗病毒试验和免疫药理学等手段作进一步

研究 。

参考文献:

[ 1] 　周岷江.中草药防治畜禽病毒性疾病研究概况及展望

[ J] .中兽医学杂志 , 2001(4):23-25.

[ 2] 　冯淑萍 , 何丹 , 易春华 , 等.广西部分地市高致病性猪

繁殖与呼吸综合征的流行病学研究 [ J] .现代农业科

技 , 2009(1):229-230.

[ 3] 　刘明莉 , 张凤华 , 范旭 , 等.猪繁殖与呼吸综合征病毒

Hn-1/06株 M基因的原核表达与重组蛋白的复性研

究 [ J] .河南农业大学学报 , 2009, 43(5):521-525.

[ 4] 　赵坤 ,王三虎 , 李敬玺 , 等.猪繁殖与呼吸综合征乳剂

灭活疫苗的研制 [ J] .河南农业大学学报 , 2006, 40

(4):379-382.

[ 5] 　MengXJ.Heterogeneityofporcinereproductiveandre-

spiratorysyndromevirus:implicationsforcurrentvaccine

efficacyandfuturevaccinedevelopment[ J] .VetMicrobi-

ol, 2000, 74(4):309-329.

[ 6] 　NilubolD, PlattKB, HalburPG, etal.Theeffectofa

killedporcinereproductiveandrespiratorysyndromevirus

(PRRSV)vaccinetreatmentonvirussheddinginprevi-

ouslyPRRSVinfectedpigs[ J] .VetMicrobiol, 2004, 102:

11-18.

[ 7] 　MadsenKG, HansenCM, MadsenES, etal.Sequence

analysisofporcinereproductiveandrespiratorysyndrome

virusoftheAmericantypecollectedfromDa-nishswine

herds[ J] .ArchVirol, 1998, 143:1683-1700.

[ 8] 　MengelingWL, LagerKM, VorwaldAC.Clinicalconse-

quencesofexposingpregnantgiltstostrainsofporcinere-

productiveandrespiratorysyndrome(PRRS)virusisolated

fromfieldcasesofatypicalPRRS[ J] .AmJVetRes,

1998, 59:1540-1544.

[ 9] 　KeyKF, GuenetteDK, YoonKJ, etal.Developmentofa

heteroduplexmobilityassaytoidentifyfieldisolatesof

porcinereproductiveandrespiratorysyndromeviruswith

nucleotidesequencescloselyrelatedtothoseofmodified

live-attenuatedvaccines[ J] .JClinMicrobiol, 2003, 41

(6):2433-2439.

[ 10] 　朱善岚 , 黄品芳 , 王友芳.莪术的药理作用研究进展

[ J] .海峡药学 , 2007, 19(4):9-11.

[ 11] 　王娟 , 刘汉清.不同提取方法对莪术油提取的影响

[ J] .安徽医药 , 2007, 11(2):114-115.

[ 12] 　李红侠 , 杨铁耀 ,杨天亮 ,等.超临界 CO2萃取法和水

蒸气蒸馏法对温莪术油化学成分的影响研究 [ J] .中

国中药杂志 , 2006, 31(17):1445-1446.

·119·

河南农业科学



[ 13] 　王地 ,关怀 , 于萍 ,等.莪术细粉提取挥发油的工艺研

究 [ J] .时珍国医国药 , 2007, 18(6):1437-1438.

[ 14] 　王道平 ,张雪琴 , 周欣欣 , 等.正交实验研究莪术挥发

油的提取工艺 [ J] .中成药 , 2005, 27(9):1085.

[ 15] 　高素琴 ,朱春林.莪术挥发油提取工艺优化试验研究

[ J] .时珍国医国药 , 2000, 11(10):878.

[ 16] 　钟秀会.中兽医学 [ M] .中国农业科学技术出版社 ,

2007:234-235.

[ 17] 　国家药典委员会.中华人民共和国药典(二部)[ M] .

北京:化学工业出版社 , 2005.

[ 18] 　黄亚东,项琪,姚崇舜 ,等.莪术油喷雾剂的研制及抗病

毒作用的实验研究 [ J] .中药材 , 2007, 30(3):342-

345.

[ 19] 　王玮 ,高永翔.中药抗病毒研究进展 [ J] .现代中西医

结合杂志 , 2008, 30(17):2753-2754.

[ 20] 　干振华 , 李金恒.中药抗病毒药理作用的研究进展

[ J] .医学研究生学报 , 2007, 18(12):1290-1293.

[ 21] 　GondaR, TomO, ShimizuN, etal.Characterizationof

polysaccharideshavingactivityonthereticuloendothelial

systemfromtherhizomeofCurcumalonga[ J] .Chem

PharmBull, 1990, 38(2):482.

[ 22] 　GondaR, TakedaK, ShimizuN, etal.Characterizationof

aneutralpolysaccharidehavingactivityonthereticulo-

endothelialsystemfromtherhizomeofCurcumalonga

[ J] .ChemPharmBull, 1992, 40(1):185.

[ 23] 　GondaR, TomodaM, TakadaK, etal.Thecorestructure

ofukonanA, aphagocytosisactivatingpolysaccharide

fromtherhizomeofCurcumalongaandimmunological

activitiesofdegradationproducts[ J] .ChemPharmBull,

1992, 40(4):990.

[ 24] 　GondaR, TomodaM, OharaN, etal.Arabinogalactan

corestructureandimmunologicalactivitiesofukonanC,

anacidicpolysaccharidefromtherhizomeofCurcuma

longa[ J] .BioPharmBull, 1993, 16(3):235.

(上接第 52页)

2.4　棉花自然结实种子越冬能力

2009年 9月 17日调查 , 3个试验材料全试验区

边行总计存活棉花植株 16株 ,总计结铃 40个 。至

11月 15日调查 ,因成熟度 、虫害等原因 ,正常吐絮

27个铃(表 1)。至 2010年 6月 15日 ,边行自然吐

絮脱落的籽棉其种子未能产生新的棉苗 ,地表被杂

草全覆盖。由此说明 ,转抗病基因棉花及受体和生

产对照棉均不能在野外条件下安全越冬。

表 1　不同材料全试验区边行棉株成铃及自然吐絮情况

株数 /株

B1 B2 B3

成铃 /个

B1 B2 B3

正常吐絮铃 /个

B1 B2 B3

6 2 8 19 5 17 11 3 13

3　结论与讨论

从试验结果看 ,自然撒播时 ,无论是获得抗病基

因棉花 ,还是受体及生产对照 ,均不能自然形成活体

植株;条播情况下 ,除边行外 ,转抗病基因棉花与受

体及生产对照相比 ,其长势虽有差异 ,但均不能自然

结实 ,即不能产生后代;种子在野外自然条件下因

雨 、雪 、低温等因素不能自然越冬 ,植株的残留片段

及根也不能越冬 ,不能形成新的活体苗;转抗病基因

棉花 、受体及生产对照在与杂草的竞争中处于弱势 ,

均不会成为杂草 。

就杂草本身而言 ,它是农业生态系统中在自然

环境条件下适应性最强 、最繁茂的植物 ,是在与农作

物的相互竞争过程中 ,经过长期的自然选择并适应

环境的产物。作为栽培品种 ,无论是受体棉花还是

转基因棉花 ,基本丧失了野外生存能力 ,在自然条件

下不能够正常生存产生后代 ,因而也就不能成为恶

性杂草。

在进行本试验时 ,利用边行的边际效应来让植

株自然成铃 ,在野外自然越冬 ,直接考察其在自然条

件下成为潜在杂草的可能性 ,应该是一种积极的探

索。因为自然条件下 ,亦可能有边际效应 ,然而种子

不能自然越冬成活也就不可能成为杂草 ,评价起来

更科学。
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