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［摘　要］　为了研究中药黄芩中有效成分黄芩苷对鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）生长的影响，应用细胞

病变观察法（ＣＰＥ）观察黄芩苷对ＣＥＦ细胞生长的影响，并采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）比色法测定

黄芩苷对鸡胚成纤维细胞的最大安全浓度。黄芩苷浓度在３１２．５μｇ／ｍＬ时为最大安全浓度，低于

此浓度时黄芩苷能促进ＣＥＦ的贴壁及生长，细胞生长良好，呈梭形，折光性强。结果表明，黄芩苷在

中、低浓度能促进ＣＥＦ细胞的贴壁和生长且对 ＣＥＦ细胞的作用都具有时效性，应用细胞病变观察

法与ＭＴＴ法，最终得出黄芩苷对ＣＥＦ的最大安全浓度为３１２．５μｇ／ｍＬ。
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　　中药具有多功能、多靶向和药食同源的作用，

是保障畜禽健康养殖，替代抗生素的重要途径之

一［１－２］。黄芩（ＲａｄｉｘＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｅ）是唇形科植物黄

芩属多年生草本植物，其根可入药，性寒味苦，具有

清热燥湿、泻火解毒的功效，是临床畜禽呼吸道疾

病常用的一种清热类中药［３］。黄芩药材中主要含

有黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素等有效成分，其中黄

芩苷的含量较高，是黄芩发挥药效的主要成分之

一［４］。药理学研究证实，黄芩苷具有抗微生物、抗

病毒、利胆、保肝和解痉等作用［５－７］。

近几年，通过对黄芩苷的相关生物学活性进行

的初步研究发现黄芩苷对鸡ＭＤＶ无论在细胞上还

是在鸡体内都有较强的抑制作用，对鸡体内由

ＭＤＶ引起的淋巴组织增生性肿瘤的形成具有抑制

作用，并显著提高了机体的免疫力。为了深入探讨

黄芩苷的生物学活性，拟以鸡马立克氏病为模型，

系统研究黄芩苷的抗病毒活性，并进一步阐明其作

用机理，为临床获取能有效控制病毒所致肿瘤性疾

病的黄酮类化合物提供依据，并为进一步实施人工

合成提供研究思路与方法。

本试验选用体外试验中药黄芩苷对鸡胚成纤

维细胞的安全浓度和生长的影响，为下一步体外抗

病毒试验做准备。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　鸡胚　ＳＰＦ鸡胚，山东育凤农业科技有限

公司提供。

１．１．２　药品　黄芩苷，黄芩购于聊城利民中药有

限公司，采用煎煮法提取黄芩中的黄芩苷，运用紫

外分光光度法在２７８ｎｍ处对黄芩苷的含量进行测

定，分析提取次数、料液比和提取时间等因素的影

响，并在此基础上进行正交试验，优化提取工艺参

数。得出结果，当提取次数为２次，料液比为１∶２５，

每次煎煮５０ｍｉｎ时，黄芩苷的提取效果最好，提取

率为２０．３６％。

１．１．３　试剂和耗材　胎牛血清、青霉素、链霉素、

Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓＭｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）培养

粉、胰蛋白酶、细胞冻存液。ＭＴＴ溶液、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ），其他试剂为分析纯试剂。１００ｍＬ培养瓶、

９６孔板、微孔滤膜、细胞冻存管，泰安联星公司。

１．１．４　主要仪器　水浴锅、倒置显微镜、高压灭菌

锅、离心机、天平、ＣＯ２培养箱、鼓风式电热干燥箱、

超净台、４℃冰箱、－２０℃冰箱、超声波清洗器、酶

标仪。

１．２　鸡胚成纤维细胞（ｃｈｉｃｋｅｍｂｒｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，

ＣＥＦ）的制备、培养和保存　鸡胚成纤维细胞的制

备按文献进行［８－１０］，简述如下：选择９～１１日龄照

蛋观察血管粗壮的鸡胚于蛋架上，先后消毒气室部

外壳用无菌眼科镊子击破该部位的蛋壳和卵膜，轻

轻夹住鸡胚颈部取出鸡胚，放入无菌平皿中［１１－１２］。

用灭菌剪刀剪去鸡胚头部、腿部、翅膀和内脏，留下

躯干组织。用Ｈａｎｋｓ液冲洗２～３次，除去血液后

用灭菌剪刀尽量剪碎（１ｍｍ３小块），再用Ｈａｎｋｓ液

冲洗 ２次直至组织发白为止，然后将洗液上清吸

弃。根据鸡胚组织块的多少加入大约４倍量的胰

酶（５～６ｍＬ），于３７℃温箱内消化２０～３０ｍｉｎ，视

其组织碎块变松散（聚合成一团、边缘毛样模糊）即

可。用无菌纱布过滤后，２０００ｒｐｍ３～５ｍｉｎ离心，

将胰蛋白酶去除干净。加适量 ＤＭＥＭ营养液，用

吸管反复吹吸数次，使细胞分散，制成细胞悬液。

静置１ｍｉｎ，使未吹散的组织块沉淀，吸出细胞悬液

分到培养瓶中，将培养瓶中的营养液添至适度。在

细胞生长至８０％ ～９０％的单层时，将培养液倒掉，

加入０．２５％胰蛋白酶适量进行消化，用吸管进行吹

打，将细胞从培养瓶上吹下来，计数后，２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，弃掉上清培养液，再加入适量细胞冻存

液将细胞浓度调整至 ２×１０７个细胞／ｍＬ，装入

１．５ｍＬ专用细胞冻存管中，依次从４℃放置 ２ｈ、

－２０℃放置 ２ｈ，－８０℃过夜，－１８０℃液氮中

保存［１３］。

１．３　黄芩苷对鸡胚成纤维细胞最大安全浓度的

测定

１．３．１　药物的稀释　称取试验药物１ｇ溶于５０ｍＬ

细胞维持液中，即为０．０２ｇ／ｍＬ。吸取试验药物溶液

１００μＬ至 ９６孔细胞培养板第一孔中，然后从第

１～１０孔，每孔加入１００μＬ细胞维持液，再将第１孔
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内液体混匀，吸取１００μＬ至第２孔内，再混匀，吸取

１００μＬ至第三孔内，如此反复至第１０孔，则药物稀

释倍数分别为２１～２１０。其浓度分别为１０ｍｇ／ｍＬ、

５ｍｇ／ｍＬ、２．５ｍｇ／ｍＬ、１２５ｍｇ／ｍＬ、０．６２５ｍｇ／ｍＬ、

３１２５ μｇ／ｍＬ、１５６２５ μｇ／ｍＬ、７８．１３μｇ／ｍＬ、

３９．０６μｇ／ｍＬ、１９．５３μｇ／ｍＬ［１１］。

１．３．２　药物对ＣＥＦ贴壁的影响　ＣＥＦ原代细胞用

０．２５％胰蛋白酶消化制成细胞悬液，计数后以

１０５个／孔浓度接种入 ９６孔培养板上，每孔加入

０．１ｍＬ，然后各孔分别加入不同稀释度的黄芩苷和

阳性对照利巴韦林各０．１ｍＬ，每个稀释度４孔，并

设置空白细胞作正常对照。然后至３７℃ ５％ ＣＯ２
培养箱中继续培养，分别在２４、４８、７２ｈ后观察细胞

生长情况，判定药物对细胞贴壁的影响。

１．３．３　药物对ＣＥＦ单层的影响　取细胞悬液加入

９６孔细胞培养板中，每孔１００μＬ，密封后，置二氧

化碳培养箱中３７℃培养２４ｈ，待细胞长成均匀单

层后取出，吸出生长液，加入 Ｈａｎｋｓ液洗 １遍，弃

去，各孔分别加入各浓度药物１００μＬ或细胞维持

液１００μＬ。每种药物浓度重复４孔，同时设不加药

物的对照孔４孔。密封，置３７℃恒温箱中继续培

养，分别于２４、４８、７２ｈ观察单层细胞生长情况。

１．３．４　观察结果

１．３．４．１　观察细胞融合、坏死、脱落、漂浮、死亡等

细胞病变效应（ＣＰＥ）　“－”表示细胞生长极差，全

部为未贴壁圆细胞，细胞破碎、不完整或轮廓不清；

“＋”表示细胞生长很差，基本为圆细胞，极少贴壁

细胞；“＋＋”表示细胞生长较差，未形成单层，有大

量圆细胞和空隙；“＋＋＋”表示细胞生长一般，未

形成单层，有较多空隙和极少圆细胞；“＋＋＋＋”

表示细胞生长良好，全部或基本形成完整单层，无

空隙，细胞折光性强。

１．３．４．２　用ＭＴＴ法观察黄芩苷不同浓度对ＣＥＦ生

长的影响　用ＰＨ７．４的Ｈａｎｋｓ液配制成０．５ｍｇ／ｍＬ

的溶液（需遮光处理），将在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱

中培养了７２ｈ的９６孔板取出，每孔加入２０μＬＭＴＴ

溶液，继续培养４ｈ，倒置显微镜下观察ＭＴＴ结晶状

况，然后弃去上清液，每孔内加入１５０μＬＤＭＳＯ，低

速振荡１０ｍｉｎ后，在酶标仪Ａ４９０ｎｍ下测定光密度

（ＯＤ）值，设置细胞对照孔和空白对照孔。选择加药

孔的Ａ４９０值显著大于或与细胞对照孔的Ａ４９０平均

值无显著差异的药物最大浓度作为其最大安全浓

度［１４－１６］。

１．３．４．３　数据处理　计算４孔平均值和标准差，

数据以“ｘ±ｓ”表示，用 ＳＰＳＳ统计分析软件进行方

差分析和多重比较。

２　结果与分析

２．１　应用细胞病变观察法观察黄芩苷对细胞生长

的影响

２．１．１　黄芩苷对ＣＥＦ贴壁的影响　对结果进行观

察，黄芩苷浓度高时，药物颜色较深，细胞生长极

差，全部为未贴壁圆细胞，并且随着作用时间的延

长，部分细胞开始死亡（图１Ａ），能够说明黄芩苷对

细胞有一定毒性。黄芩苷浓度低一些时，毒性也随

之降低，药物颜色不影响观察，细胞表现为部分贴

壁，但大部分还处于未贴壁状态（图 １Ｂ、图 １Ｃ）。

当黄芩苷浓度降到无毒浓度时，细胞生长良好呈梭

形，长成单层的整个细胞面只见到极少数圆细胞，

折光性强（图１Ｄ）。

２．１．２　黄芩苷对ＣＥＦ单层的影响　对结果进行观

察，黄芩苷浓度高时，药物颜色较深，基本观察不到

细胞，对细胞的影响很大（图２Ａ）。黄芩苷浓度逐

渐变低时，能够观察到细胞，并且有极少贴壁，大部

分为圆形细胞，细胞间隙较大（图２Ｂ、图２Ｃ）。和

黄芩苷对ＣＥＦ贴壁的影响相同，它对细胞的毒性也

具有剂量依赖特性，即毒性随着药物浓度的降低而

降低，黄芩苷毒性降低很快，在细胞形态上可能表

现为上一个浓度细胞状态很差，下一个浓度细胞就

生长状态很好。在黄芩苷无毒浓度下，对细胞单层

没有影响，细胞生长良好、折光性强（图２Ｄ）。

２．１．３　药物作用时间对细胞的毒性作用　对ＣＥＦ细

胞贴壁的影响 通过观察黄芩苷对 ＣＥＦ细胞２４、４８、

７２ｈ贴壁作用的影响，发现药物作用具有一定的时效

性，药效要达到一定时间才能发挥出来。同一浓度下，

４８ｈ的细胞形态优于２４ｈ的细胞形态。但７２ｈ的细

胞形态和４８ｈ的细胞形态基本相同（表１）。
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Ａ：浓度为５０００μｇ／ｍＬ的药物对ＣＥＦ的影响，药物浓度大且有颜色，细胞生长较差，破碎不完整或轮廓不清；

Ｂ：浓度为１５６．２５μｇ／ｍＬ的药物对ＣＥＦ的影响，细胞部分贴壁，大多数为圆细胞；

Ｃ：浓度为７８．１３μｇ／ｍＬ的药物对ＣＥＦ的影响，细胞大量贴壁，有少量圆细胞和空隙；

Ｄ：正常对照细胞，细胞生长良好，形成了较好的单层。

图１　药物４８ｈ时对ＣＥＦ细胞贴壁的影响（１００×）

Ａ：浓度为５０００μｇ／ｍＬ的药物对单层ＣＥＦ的影响，药物浓度大颜色深，对细胞观察有影响；

Ｂ：浓度为６２５μｇ／ｍＬ的药物对单层ＣＥＦ的影响，极少贴壁，大部分为圆细胞；

Ｃ：浓度为３１２μｇ／ｍＬ的药物对单层ＣＥＦ的影响，细胞生长较差，极少贴壁，大部分为圆细胞，空隙大，死亡细胞少；

Ｄ：浓度为７８．１３μｇ／ｍＬ的药物对单层ＣＥＦ的影响，细胞生长良好、折光性强。

图２　药物２４ｈ时对单层ＣＥＦ细胞的影响（１００×）
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表１　黄芩苷对ＣＥＦ贴壁的影响

药物 时间
浓度／（μｇ·ｍＬ－１）

１００００ ５０００ ２５００ １２５０ ６２５ ３１２．５ １５６．２５ ７８．１３ ３９．０６ １９．５３ ０

黄芩苷

２４ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

４８ － － － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

７２ － － － ＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

＋＋＋＋表示细胞生长良好，全部或基本形成完整单层；＋＋＋表示细胞生长一般，有大量圆形细胞和空隙；＋＋表示细胞生长较差，未形成
单层；＋表示细胞基本为圆细胞，极少贴壁细胞；－表示细胞生长极差，全部为未贴壁圆细胞。

　　对ＣＥＦ细胞单层的影响 通过观察药物对ＣＥＦ
细胞２４、４８、７２ｈ影响单层作用的结果，发现药物对
ＣＥＦ单层的影响和贴壁的影响相同，也具有时效依

赖性。同一浓度下，２４ｈ的细胞形态优于４８ｈ的
细胞形态。但７２ｈ的细胞形态和４８ｈ的细胞形态
基本相同（表２）。

表２　黄芩苷对ＣＥＦ单层的影响

药物 时间
浓度／（μｇ·ｍＬ－１）

１００００ ５０００ ２５００ １２５０ ６２５ ３１２．５ １５６．２５ ７８．１３ ３９．０６ １９．５３ ０

黄芩苷

２４ － － － － ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

４８ － － － ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

７２ － － － ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

＋＋＋＋表示细胞生长良好，全部或基本形成完整单层；＋＋＋表示细胞生长一般，有大量圆形细胞和空隙；＋＋表示细胞生长较差，未形成
单层；＋表示细胞基本为圆细胞，极少贴壁细胞；－表示细胞生长极差，全部为未贴壁圆细胞。

２．２　ＭＴＴ法检测对ＣＥＦ生长的影响　对ＣＥＦ细胞贴
壁的影响，从表 ３可知，中药黄芩苷质量浓度在
６２５μｇ／ｍＬ及其更大时，与细胞对照组有显著差异，质
量浓度在３１２．５μｇ／ｍＬ以及低于这个浓度时，与细胞

对照组无显著差异。对ＣＥＦ细胞单层的影响，中药黄
芩苷质量浓度在１２５０μｇ／ｍＬ及其浓度更高时，与细
胞对照组有显著差异，质量浓度在６２５μｇ／ｍＬ及其低
于此浓度时，与细胞对照组无显著差异。

表３　中药黄芩苷对ＣＥＦ贴壁单层生长（Ａ４９０）的影响

药物添加质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 贴壁生长（ＯＤ） 单层生长（ＯＤ）

１００００ ０．０４０±０．０１１ｃ ０．０３１±０．００７ｆ

５０００ ０．０５３±０．０１３ｃ ０．０４１±０．０２３ｆ

２５００ ０．０５６±０．０１７ｃ ０．０５７±０．０１６ｆ

１２５０ ０．０６１±０．００６ｃ ０．２３０±０．００６ｄ

６２５ ０．０６５±０．０１４ｃ ０．５００±０．０１４ｃ

３１２．５ ０．４５２±０．０１５ｂ ０．５１３±０．０３６ｃ

１５６．２５ ０．４８６±０．０４０ｂ ０．５１２±０．０１７ｃ

７８．１３ ０．５１８±０．０３１ａｂ ０．５４４±０．０１６ｂｃ

３９．０６ ０．７５３±０．０１７ａ ０．６０６±０．０３５ａｂ

１９．５３ ０．５８４±０．０３２ａ ０．６２０±０．０４２ａ

细胞对照 ０．４９８±０．０２２ｂ ０．５６８±０．００７ａｂｃ

同列数据肩标不同字母者表示在０．０５水平差异显著。

３　讨论与小结
黄芩苷对细胞具有一定的毒性，无论是黄芩苷

对ＣＥＦ细胞的贴壁，还是单层生长，对ＣＥＦ细胞的
毒性均表现为剂量依赖性，高浓度抑制细胞生长，
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低浓度对细胞不表现毒性。试验中还发现，药物在

中、低浓度能促进ＣＥＦ细胞的贴壁和生长，与正常
对照相比，细胞贴壁和生长更快，细胞形态更好。

无论是黄芩苷对ＣＥＦ细胞的贴壁，还是单层生
长，药物对ＣＥＦ细胞的作用都具有时效性，药效要
达到一定时间才发挥出来。同一浓度下，４８ｈ的细
胞形态优于２４ｈ的细胞形态，但７２ｈ的细胞形态
和４８ｈ的细胞形态基本相同。通过观察，发现黄
芩苷对ＣＥＦ细胞贴壁的影响大于对ＣＥＦ细胞单层
的影响，可能是由于ＣＥＦ细胞长成单层后对外界的
抵御能力要大于未贴壁的ＣＥＦ细胞。

以药物对ＣＥＦ细胞贴壁和单层均没有影响的
最低稀释倍数，作为药物对 ＣＥＦ的最大安全浓度。
应用ＭＴＴ法，根据 Ａ４９０ｎｍ测定结果判定中药对
ＣＥＦ的安全浓度，选择Ａ４９０ｎｍ与对照差异不显著
的试验组的最高黄芩苷浓度作为安全浓度的上限，

综合贴壁试验、单层试验结果，能够看出，黄芩苷的

最大安全浓度，即最小稀释浓度为３１２．５μｇ／ｍＬ。
应用细胞病变观察法，综合贴壁试验、单层试验结

果，可以看出，黄芩苷的最大安全浓度为６２５μｇ／ｍＬ。
综合两种测定结果，最终得出黄芩苷对ＣＥＦ的最大
安全浓度为３１２．５μｇ／ｍＬ。

在进行黄芩苷对鸡胚成纤维细胞的最大安全

浓度测定中，最常用的方法是观察细胞病变效应

（ＣＰＥ），但此种方法有一定的主观性，且不能进行
精确的定量分析。ＭＴＴ比色法简单直观，与 ＣＰＥ
法相结合可准确测定黄芩苷对 ＣＥＦ的最大安全浓
度。本试验结合两种方法，提高了试验的准确度，

结果表明，黄芩苷对 ＣＥＦ的最大安全浓度为
３１２．５μｇ／ｍＬ，低于最大安全浓度时，黄芩苷能促进
ＣＥＦ的贴壁及生长。
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