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用艾滋病毒和马传染性贫血病毒逆转录酶

筛选抗艾滋病毒中药的研究

中国医学科学院医药生物技术研究所 (北京 100 0 5)0 唐小 山 陈鸿珊 张兴权

北 京 军 区 后 勤 部 军 马 防 治 检 验 所 权可久 孙 明

摘要 作者研究了艾滋病病毒逆转录酶 ( H I V一
R T)抑

制剂 PFA
、

S u ra m i ne对 H I V一
R T和 马传染性贫血病

病毒逆转录酶 ( EI A V一 R T)的抑 制 作 用
。

对 H I V-

R T
、

E IA V一 R T的 50%抑制浓度 ( IC
S。

)
,

P F A 分别

为 0
.

2 拜m o l
、

9
.

8 产m o l
,

s u r a m i n 分别为 1 7 群 m o l
、

1 9
·

9 召 m o l
。

以 H I V
一 R T 和 E I A v

一
R T 作为靶酶

,

筛选

了 30 多种中药复方
、

单味药提取物及中药成分
,

发现

虎杖
、

田七粉等 5 种中药粗提物
,

拼寄生黄酮
、

白毛

夏枯草黄酮
、

马兜铃酸等 7 种成分及 l 种复方小柴胡

汤提取物对两种酶有不同程度的抑制作用
。

两种酶作

用平行
,

但不如 H I V 一
R T 敏感

,

表 明 H IV
一

R T 可用

于筛选抗艾滋病药物
。

主题词 马传染性贫血病毒 /药物作用 H IV
一

l/ 药物

作用 逆转录酶类 药
,

中草 /药理学

中医中药有几千年防病治病的基础
,

很多药物在

临床上可治疗病毒性疾病
。

R S C h a n g
、

F u n g N g a n 、

h
0

M 等人相继报道了用组织培养法从中 药中筛选出

抗艾滋病毒药物 “ , 2 , 。

但是
,

因艾滋病毒 ( H l v ) 对

人有感染性
,

H IV 的细胞培养需要在严 格 的 P
3

实验

室进行
。

马传染性贫血病病毒 ( IE A V ) 与 艾滋 病病

毒同属慢病毒亚属
,

有同源性
。

本文用艾滋病病毒和

马传染性贫血病病毒逆 转 录 酶 ( H l v 一 R T 和 EI A v -

R T ) 验证 了抗艾滋病毒药物 P F A
、

S ur a m i cn 的作用
,

并筛选一 些中药复方
、

单味药提取物和中药成分
,

观

察对两种病毒复制酶的作用有无平行关系
,

以探讨能

否应用马传染性贫 血病病毒逆转录酶筛选抗艾滋病毒

药物
。

一
、

材料及方法

化学试 fflJ 及化 合物
:

P ol y (r A ) d( T )
1。

为西德

B o e h r i n g e r M a n n l l e im 公司产品 ; 3

H T M P 为 A m e r -

s h a m 公司产品 , D T T 为美国 P
一
L B i o e h e m i e a l I n e

产品 , P F A 为瑞典 A s t r a 产品
,

S
u r a

m i n e 为德国F B A

产品 , 艾滋病病毒逆转录酶 ( H l v
一
R T ) 为关国 M ic

-

or ge n ys ic 产品
。

马传染性贫血病病毒感染 驴 胚肺二

倍体细胞由北京军区军马防治检验所提供
。

中药
:

小柴胡汤
、

M B A A
、

M B A H
: 、

M B A H
:

为

本室制备
,

另外 28 种中药提取物
、

成 分 药均为本室

保存
。

中药制备
:

将小柴胡汤
、

M B A A
、

M B A H : 、

M B A H
:

各按生 药 1 0 0 9 加 7 5% 乙 醉 5 0 0 m l 浸 饱 过

夜
,

回流提取 4 小时
,

浓缩至无醉味
,

然后加燕馏水

至 1 0 0 m l
,

加 N a o H 调 p H 至 7
.

4
,

使其完全溶解于

水
,

并用 0
.

45 户m 的微孔滤膜过滤
,

获得含生药 1 9 /

m l 的药液
。

M B A A
、

M B A H : 、

M B A H
:

通过冷冻千

燥得干粉
。

H l v
一 R T 活性测定按 n

’

A q u i l a 等 和 F r a n k 等方

法改进 ` 3 , ` , ,

具体方法见另文 “ ’ 。

马传染性贫血病毒

逆转录酶 ( IE A V
一

R T ) 活 性 测 定
,

参照 V
r a n g 和

o b e r g 的检测方法 “ ) 。

按上述方法制备的反应溶液中
,

分别加人 10 拜1 H I V 一 R T 使终浓度达 2 5 召 g /m l 或 4 拜I

IE A V 一
R T 稀释制品

,

再分别加人不同浓度的药液
,

侧

定
“
H 掺人率并计算药物抑制百分率

。

抑 制率 ( % ) 一过塑鱼返车里里2二塞兰擎迎丝
、 , 。。%

对然班 气c Pm )

二
、

实验结果

1
.

IE A V 感染驴胚肺二倍体细胞动态
:

IE A V 感

染驴胚肺二倍体细胞培养提取逆 转录酶
,

通 过 测 定

印 m 值以检测其活性
,

发现 自第 3 天 起 活 性 开 始上

升
,

为 1 2 0 4 e p m
,

第 4 天提取逆转录酶活性为 11 3 0 0

e p m
,

第 5 天达高峰
,

为 18 9 6 0 0 c p m
,

第 6 天活性开

始 下降为 1不6 0 0 e pm
,

第 7天为 1 4 8 0 0 e p m
。

此 表示

病毒的复制高峰在第 5 天
。

因此
,

我们选定感染后第
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5 日的EI v A一
RT 提 取物进行稀释后检测其活性剂至

反应
。

2
.

I E A V一T R和 HI V一 RT 活性剂量反应
:

我 们

选用感染后第5 日的I E A V
一 RT 的 提 取 物

,

分 别按

0
.

1 川
、

0
.

5川
、

1川
、

2 川
、

4 拼l
、

6 产 l 和 1 0 群l 七个

酶剂量检测
.
H 掺入率

,

发 现 4 川的 IE A v
一 R T 提取

物有较强的活性
。

同时检测了不同 H l v
一
R T 浓度下的

吕H 掺人率
,

25 ” g/ m l 的 H l v
一 R T 显示有较强的活性

。

3
.

P F A
、

S u r a m i n e 对 H IV 一
R T 及 E I A V

一R T 的

抑制作用
:

P F A
、

S ur
a m ien 对两 酶 均有明显的抑制

作用
。

P F A 对 H l v
一
R T 的 5 0% 抑制浓度 ( I C一 ) 为

0
.

2 解 m o l ,

对 E I A v 一
R T 的 50% 抑 制 浓 度 为 9

.

5

拜 m o l
o

s u ar m i n e 对 H l v 一
R T 的 5 0% 抑 制浓度为 i 了

拌m ol
,

对 EI A V 一R T 的 s0 %抑制浓度为 19
.

9 拜m lu
。

4
.

中药提取物对 H l v 一
R T 及 EI A V 一 R T 的 抑 制

作用
:

我们筛选了 3 0 多种中药复方
、

单味 药的提取

物及中药成分
,

其中 500 召g /m l浓度下抑制率在 30 %

以上者有 7种中药成分
:
拼寄生黄酮

、

白毛夏枯
一

草黄

酮
、

马兜铃酸
、

异黄酮
、

小典胺
、

厚朴酚
、

三七皂贰

R
, . 5 种中药提取物

:
M B A A

、

M B A H
: 、

M B A H
* 、

虎杖提取物及田七粉粗提物 ; 1 种复方 小柴胡汤提取

物 (见附表 )
。

抑制率在 30 % 以下的有人 参粗提物
、

半夏粗提物
、

甘草粗制品
、

大青叶粗提物
、

柴胡粗提

物
、

扮猴桃注射液
、

芍药贰
、

桅子贰
、

厚朴酚
、

大黄

酚
、

浮羊褚贰
、

鱼腥草素
、

鱼腥草素钠
、

联苯双脂
、

丹皮酚
、

复方固精灵 (主要成分是白花蛇舌草 )
、

一叶秋

碱以及石家庄中药厂产肝炎一号 ( G K K )
、

二号 ( G F )L

等
。

附衰 中药粗提物及中药成分对艾滋病和马传染性贫血病毒逆转录酶的抑制作用

H I V
一
R T E I A V

一 R T

偏选药物
50 0 .

5 0
.

5
.

E D
一。

5 00 . 5 0
. 5 . E D

一。

拼寄生黄酮

白毛夏枯草黄酮

马兜铃酸

小 典 胺

异 黄 酮

厚 朴 酚

三七皂武 lR

M B A A

M B A H
I

M B A H
-

虎杖提取物

田七粉租提物

小柴胡汤提取物

7 0 土 6

5 1士 52

5 2土 12

4 0 士 13

4 0士 7

3 3
.

2 0

2 1士 3

9 5 士 2

9 3 士 1 1

9 2士 1 1

6 8士 8

54 士 1 3

6 4 士 1 3

6 8 士 16

3 5土 13

1 3士 6

3 9士 7

4 1士 1 6

0

0

9 4士 5

9 2 士 2 1

7 8士 1 3

5 8 士 7

3 1土 1

4 4士 1 1

4 9土 1 2

0

0

0

0

0

7

2 13

3 53

> 5 0 0

> 5 0 0

) 50 0

) 50 0

< 5

< 5

3 9士 9

0

0

0

0

7 7土 1 3

7 3士 1 7

1 2士 9

0

0

2 6土 7

70 土 1 3

6 7士 4 7

4 7士 6

4 0土 5

4 2士 2

3 1士 12

4 6土 1 1

9 6土 3

92 士 1 1

8 9士 1 3

5 8士 4

5 5士 12

4 5土 2

6 3 士 5

2 4士 37

3 1士 9

3 7

刁O士 1 1

2 8士 7

3 1 士 9

4 2 士 1 7

79 士 5

2 7 士 4

40 士 1 1

32 士 7

3 4士 4

0

2 9 土 5

0

0

3 0

16 9

> 5 0 0

) 5 0 0

) 5 0 0

) 5 0 0

> 5 0 0

3 3

1 9

1 0 9

1 6 5

2 1 3

注
.

( 1) 表 中数据除 E D . 外
,

为不同浓度药物对两酶的抑制作用 (均值 土标准差 )
。

( 2) * 为药物浓度 〔“ g/ m l)

三
、

讨论

逆转录酶是逆转录病毒复制的关键酶
,

抑制逆转

录酶亦抑制病毒复制
。

H l v 一 R T 抑制剂 P F A 和 s ur
a -

m jn e 对 H l v
一
R T 和 E [ A v 一

R T 有平行的抑制作用
,

但

是 EI A V
一 R T 比 H l v

一 R T 的 敏感性略差
。

我们用 H IV
-

R T 和 EI A v 一
R T 筛选了 30 多种中 药提 取 物 或成分

药
,

其中 13 种药对两酶有不同程度的抑制作用
。

拼寄

生黄酮
、

马兜铃酸
、

M BA A
、

M B ^ H
: 、

M B A H
I 、

虎杖提取物等 6 种中药成分提取 物及复方小 柴 胡 汤

对 H l v 一
R T 的抑制作用强 于 IE A v 一 R T

,

白毛 夏 枯

草黄酮
、

小驻胺
、

异 黄 酮 对两酶的抑制作用大致相

同
,

厚朴酚
、

三 七皂贰 R
:

对 IE A V
一
R T 的 抑制作用

略 强 于 H IV
一 R T

,

绘 合 以 上 结 果 说明 H IV 一 R T 比

E I A v 一 R T 对药物敏感
。

药效判断标 准 以 50 0 解g/ m l

的药物浓度下对酶的抑制率在 30 % 以上为有效
。

逆转

录酶对 p H 值
、

离子浓度
、

温度 的变化十分敏感
,

如

果药物浓度大于 1 m g / m l
,

可能影响到反应系统的 p H

值和离子强度而出现假阳性
。

由于 H l v 细胞培养对人有一定的传染性
,

需要在

P
。

实验室进行操作
,

艾滋病毒逆转录酶作为试剂需要

进口
,

价格昂贵不易在国内推广应用
。

马传染性贫血

病毒对人无感染性
,

其逆转录酶易于提 取
,

药物 对

两酶的作用基本平行
,

故认为以马传染性贫血病毒逆

转录酶用于初步筛选抗艾滋病药物是可行的
。
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我们在实验中发现
,

一些对温病有效验方或古方

对艾滋病毒有效
。

因此
,

我们在筛选过程中
,

注意从

以下三个方面进行研究
:

( 1) 从温病或虚症方药中选

方
,

或按照传统中医药学理论组方进行实验研究
;
( 2)

对已在临床试用或证明有比较可 靠的抗病毒作用的方

剂进行抗 H I V 的筛选研究
;

( 3) 对实 验 和 临床证明

有初步抗 H I V 的作用的方剂进行拆方
,

啼 选 有效单

味中药
,

并进行提取分离
,

确定有效部分和结构
,

研

究其构效关系
,

为今后化学合成和半合成新型抗艾滋

病毒药物打下基础
.
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推拿掌按振颤法治疗胸椎小关节错位

内蒙古医学院附属医院中医科 (内蒙古 。 1 0 0 5 9 ) 雷 征

胸推小关节错位在临床中经常见到
,

笔者运用推

拿掌按振颤手法治疗 25 例胸推小关节错位
,

取得满意

疗效
,

现介绍如下
。

一
、

一般资料

25 例中
,

男 16 例
,

女 9 例
;

年龄最大 60 岁
,

最

小 18 岁
,

其中 1 8~ 2 0 岁 3 例
,

2 1~ 4 0 岁 1 7 例
,

4 1~

60 岁 5 例
。

病程短则 l 天
,

长则 3 周
;

病变部位
:

第

三胸推 6例
,

第四胸推 12 例
,

第五胸椎 7例
。

二
、

诊断依据

发病前都有不同程度的闪
、

扭
、

牵拉致伤史
。

当

天或次 日胸背突然牵扯样疼痛
,

呼吸不畅
,

多数吸气

疼痛加重
,

疼痛亦可牵扯患侧上臂
,

颈部
。

患病胸椎

棘突压痛
,

而相邻上下棘突正常
,

病变棘突有不同程

度侧突
,

亦可无侧突
。

前屈
、

后仰活动受限
。

三
、

手法操作

患者俯卧位
,

错位一节胸椎前垫枕
,

两上肢伸向

前方
。

医者站于患侧床沿
,

右手掌与脊柱成 4 5 度角平

放在有病变的胸推棘突上
,

左手掌交 叉 吸叠在右手背

上
。

施术前先嘱患者肩背部肌肉放松
,

深吸气
,

然后缓

缓吐出
,

当即将吐净时施按压振颇
,

当闻及胸推
“

咯

答
”

声响后手法即告成功
。

四
、

疗效

手法成功
,

侧突纠正
,

棘突压痛消失
,

活动受限

解除
,

胸背牵扯痛立即消失为治愈
。

本组 25 例均达到

治愈标准
。

五
、

病案举例

王 ` “ ,

男
,

5 7 岁
,

本院职工
,

1 9 5 6 年 5 月 1 7

日就诊
。

昨日晨起翻身时突听
“

咯
”

的一声
,

自感胸憋

闷
,

牵扯痛
,

呼吸困难
,

尤不能大 口吸气
,

上肢
、

颈

部活动受限
。

查体
:

头部固定于前倾位
,

不能随意转

动
,

触其第四胸椎棘突压痛明显
,

棘突稍向右侧突
,

局部肌肉紧张
,

余 (一 )
。

诊断第四胸推小关节错位
。

经掌按振颤法
“

咯答
”

一声
,

症状立即消失
,

查 fo)J 四棘

突右偏矫正
,

错位而告治愈
。

六
、

讨论

胸椎小关节即关节突 关节
,

往往由于突然的外力

作用
,

使小关节不能 j[< 受所分打l的应力而引起单个或

多个关节发生轻微的移位
。

笔者在临床中观察
,

发生错

位关节以第三
、

四
、

五胸推多见
,

单个推体发病多
,

两

个椎体同时发病则少
。

胸椎小关节错位后的关键性诊

断是在有闪
、

扭
、

牵拉伤史情况下
,

该棘突压痛
,

而

相邻上下棘突无压痛
。

周围软组织亦可无肌紧张或疼

痛
。

运用推拿掌按振颤法手法简便
,

效果显若
。

正如

《
医宗金鉴

·

正骨心法要旨
》 日

“

因跌仆闪失
,

以致背缝

开错
,

气血郁滞
,

为肿为痛
,

宜用按康法
。

按其经络
,

以通郁闭之气
,

康其奎聚
,

以散疲结之肿
,

其 患 可

愈
” 。

掌按振颤法的要求
:

一是要心明手巧
,

达到
“

机触

于外
,

巧生于内
,

手随心转
,

法从手出
” 。

二是要明确 诊

断
,

操作时注意手法作用部位
、

方向力的准确性
,

以

及患者深吸气的配合
。

若手法第一次未成功
,

可令患

者稍休息片刻
,

让患者放松
,

消除紧张感
。

再施行第二

次手法
。

推拿掌按振颇 汀
:
洽疗 拘椎 小关节错位

,

只要

诊断正确
,

手法得当
,

可在儿秒钟内治愈
。


