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苦瓜提取物抗病毒作用及其有效成份的研究 

黄天民 许兆祥 王燕平 曲风珍 童玲莉 

(中国预防医学科学院病毒研究所，北京lO0052) 

提 耍 

本实验发现，小鼠皮下惑染 乙型脑炎病毒前腹腔注射苦瓜提取物(简称 E．M．c．)有显 

著的保护作用，其保护率平均为66历；以 E．M．c．静脉注射家兔后2小时，血清中的干扰 

素 选高峰 ，其干扰素为 I型干扰素j E．M．c．对小鼠 NK细胞有明显 的激活 作用；经 鉴定 

E
．
M

．

c
． 中的有效成份主要是 d sRNA，此外，还台有多糖类物质。 
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梭糖核酸 自然 杀伤细胞 

许兆祥等发现葫芦科一系列植物组织提取物具有抗病毒感染作用，这些植物组织包 

括丝瓜、蛇瓜、瓠瓜、生瓜、葫芦的果实或其种籽芽 “ 。本实验对葫芦科的另～ 

植物一苦瓜 (Monordiea charantia)提取物的抗病毒作用和作用机理，及其有效成份进 

行了研究。现报道如下。 

材料和方法 

一
、 苦瓜提取物的制备 

新鲜苦瓜 ， 去籽 ，加 STE(O．1mol／L NaC1 0．0llnol／L T ri s0．00l咀ol／L EDTA，pH7．2) 

缓冲液，捣碎，按文献【 】提取和定量。苦瓜提取物简称E．M．c． 

二、保护率 测定 

按文献 【 】进行，三周龄小 白鼠 (7～9g)弪腹腔注射E．M．c．，对照组注射 STE缓 冲波，用 乙 

脑病毒京卫研 l球，由皮下选径攻击 ，动物观察20天 ，计算保 护率 (实 验组小 鼠存活率减对照组小 

鼠存活率 )。 

三、在家兔体内诱生干扰素及其滴虞测定 

E
．

M
．

c
．
经静脉注射家兔 ，剂 量为 8rag／kg注射后不 同时间内 注射器 心脏穿刺_秉血 -分离血 

清， 一20~C保存 。干扰素滴定持文献 】进行 

四、对小鼠 NK细胞的教活作用的剽定 

用 5～ 6周龄雌性小 限，制备 NK效应细盅18、l2小对分别每鼠尾静 脉注射E．M．c．0．4rag／ 

0．2ml STE，对照组注射 S rE 0．2ml。按文献 ¨I测定小鼠 NK细胞活 性，每标 记 l0口万 靶 细 胞 

(YAC—I缅胞，晌 自中国医学科学院肺瘤研 究所 )，加^ 10(J~ci Na 2 CrO 4(中国斟学院原子 能 

研究所 产品 )，标记时 间为 I小时 ．效靶细胞比例 为 l00：1， 怍 时间 4小 时， 引C r自然释放率 

年文于l989年l1月 8日丧到。 
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小 于20眄。 

五 、 E
．
M

．
c

．

一 dsRNA的纯化 

参照文献l。J。进行。 取 10rag E．M．c．溶解于 50ml 15嘶 乙醇--STE中， 加^1．5g CFII纤 

维素(Whatman产品)，振荡ls分钟，装柱，先 后分别 以1s眄 乙醇一 STE和 100嘶STE分 部洗脱， 

相应分部I(ssRNA)和分部II(d sRNA)，各洗脱分部加两体积无水 乙醇沉淀。 

六 E．M．c．一d sRAN的鉴 定 

将 CFI1层析得到的分部 1溶于 lxssc溶液中，加RNase(4 g／咀I)处理 分部 Ⅱ分成三份，将其 

中两份溶解 lxssc溶液 中，分别加 RNase至 4 g／ml和 20 g／ml，另一份溶解于 SOmol／LMgC1l 

溶液中，加 DNasel(20 g／m1)。上述各样品37℃作用30分钟，然后进行琼脂糖电泳 

七 E．M．c．一dSRNA在细胞培养上抑制 VSV寰毒特异性病变试验 

按文 献I J进行。 

结 果 

一

、 E．M．c．对乙脑病毒感染小白鼠的保护作用 

乙脑病毒皮下感染小白鼠前1 8、12、 4小时腹腔注射 E．M．c．0．4mg／鼠／次。实验 

共进行 5次，计算不同天数的累积死亡率，结果表明有显著的保护作用，保护率平均为 

66 (图 1)，E．M．c．和萝 h提取物 E．R．8．r．分别经100℃处理 1小时后， 前 者 对 

乙脑病毒感染小白鼠的保护作用明显降低，但仍 有轻度保护作用，而后者，其保护作用 

基本消失 (表 1)。 

表1加热妊理苦瓜提取恸和萝 H量取牺的抗病毒活性 

Tab]e 1 The Aatlvi rnl a ct Jv JtY of E
．
M．c． 口d E．R．日．r． t reared bv heat Jag 

二、E．M．c．在家兔体内诱生干扰素水平及其鉴定 

E．M．c．(8rag／kg)静脉注射家兔 2、4、6小对血清中干扰的滴度为 560、300、 

1601U／ml(图 2)。诱生的干扰素分别经 pH 2．0，20hr；56℃ 30rain处理后 相 应 滴 

度为 520IU／m,[、500／IU／mI。未经处理的干扰素滴度为 5601U／m[。 说明属于 I型干扰 

索 (表 2 )。 
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图 1 E．M．e．对小 鼠感染己脏病毒的保护作用 

Fig 1 Proteti⋯ ff e c 0f E．M
． ．  

{ ha【Ie- 

nged wit b JEV 

艉 
妊 

件_ 

H们r· After jcct{。a 拄甜后 小种 

图 2 家兔冬静脉注射 E．M．c．后不同时同血 

请中干扰幕水平 
F；g 2 Interferon level s ； of rabbi t et 

differeot time 8fter {⋯J ctifl11 with 

E．M．c． iat r自 eⅢ u日Jy． 

寰2 E．M． ．毫兔中谱生干扰素的型剐鉴定 
Table 2 ]dentiiica!ion 0f intede ron type i⋯ r口m of rabbit i odueed by E．M ．c 

pH2．0 2Oh 

B6℃ 30mi 

三、E．M．c．对小鼠 NK细胞的激活作用 

实验组 NK细胞活性比对照组增加了 69．O～84．4％， 说明 E．M．c．能显著增强 NK 

细胞活性 (表 3)， 

寰5． E． ．c．小白鼠 NK细胞活性的激活作用 

r Je 3 E⋯he Ⅲ nt of NK c eI1自ctivit iⅡ m ee bY E．M ．c 

蠢篓黔 器 。 
等 S兰po 11 若 。 M8⋯t J relea— t自Ⅲ e Je a，e 

塾型 罐器 。 
NK ce11 4ctivny of ExP． gro p—CoⅡt rol gr0u 

×lo9 
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四、E．M．c．-dsRNA的鉴定 

E．M．c．一dsRNA(分部 Ⅱ)分别用 DNasel 20／zglml RNase 4 g／m1、20／zg／ml处 

理后作电泳分析，并以 )~DNA—HindⅢ 为标准分子量，证实其分子 量 略 大 于0．37×10 

da]~ons，且能部分耐受 RNa~e，而对 DNase!有抗性， E．M．c．-ssRNA(分部 I)不耐 

受RNase(图 3)。并通过抑制细胞病毒特异性病变试验，证明 E．M．c．一dsRNA具有病 

毒作用，而E．M．c．一ssRNA却无抗病毒作用 (表 4)。 

6 5 4 8 2 l 

— 1．5 3 1 C da】t0n 

— 1．3 1|1 6 d aIt⋯  

圈 3 苦矗一dsRN̂ 经攘酸酶处 理后 电泳 

1 DNA—Hf日dIII 

2 苦m双链中复糖梭酸 

3 苦m双链核静f女酸餐{ 糖靛酸酶 (4 m1)处理后 

4 苦瓜蕊链杠糖核酸经 氧核糖} 酸酶 (20 m【)处理后 

5 苫珏单链捷精拉醚 

6 苦瓜双链瘕藉核酸经榜糖枉酸酶 (20 g 【)处理后 

F{g 3 Ag●Tos gtI eI e ct ro9hore~ s 0f E．M ．c。·d目RNA dig §￡ed wjth RN⋯ n DN日8e 

1 DN^一 HiⅡdIII 

2． E．M．c．一 出 RNA 

3．E．M． —d日RNA d‘g st E d wjth RN日8e(4~g／m】) 

4 ． E
．M． —d日RNA d g sted Witb DN⋯ (2D s／m】) 

5 。E．M ．̈ }RN A 

6．E。M．e— d8BN^ dig 8 d Wjth RN日目e(20~g／m]) 

一 
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裹4． E．M．c．-deRNA对 VSV在乳兔肾娜臆上 }单一囊 童作用 

Table 4 ~ahlbitlon of eytoFathie ~hanges of VSV by E
．

M ．c．一dsRINA in prima ry 

rabbit Lidney el 

往：细胞霸交 (C．P．E．)* IO0@，卅 75啊，++50啊，+P5啊．一阴性 

讨 论 

本实验证明，苦瓜提取物 (E．M．c．)对乙型脑炎病毒感染小白鼠有很显著的 保 护 

作用{静脉 注射于家兔后能诱生 I型干扰素，许兆祥等已发现葫芦科多种植物含有干扰素 

诱生剂 ，苦瓜也是属于葫芦科植物， 由此看来，有可能葫芦科植物含有干扰素诱生 

的柳率较多。 

圉际上公认，&RNA是一种 很强的干扰索诱生剂 E．M．c．中含有一 种分子量约为 

0．37×l0 c1的d-~RNA。所以，很司能 E．M．c．中的主要有效成份是 dsRNA，关于外观正 

常的植物： dsRNA的来源问题，有的认为来源于病毒，有的认为来源于正常细胞， 有 

的认为二者电可同时存在 ”。不久前，正常细胞中被发现含 有 反 义 RNA与正义 RNA 

互补而gI成 cj。RNA 这就为正常细胞中台有 dsRNA提供了新的证据。当然， 在植物中 

分离到的 dsRI'gA来源 于病毒 还是来源于正常细胞，需根据情况才能结论。 

NK细胞具有免疫监视作用 “， 实验发现 E．M．c．能显著增强小鼠 NK细胞活性， 

提示 E．M．c．很可能对肿瘤有抑制作用。 

E．M．c．经i00℃处理后，仍保留部分抗病毒活性(见表 1)， 提示除了 dsRNA不耐 

热外，还可能含多糖类干扰素诱生剂。我们用 ECTEOLA柱层析法0 ，从 E．M．c．中分 

离，纯化了一种物质，经定性测定，确证为多糖类物质 (数据未列出 )，其抗病毒擂性 

正在研究中。 
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Studies on Antiviral Activity of the Ext ract of Monordica 

Charantca and its Active Principle 

tIuang Tian—m i n Xu Zhao—xiang W ang Yan—ping 

Qllt Feng—zhen Tong—Li g—li 

(』K lit nl 0r Vi rMogy．Chinese Acad emy of Preventi*e Medicinet Beiiitlg 10 3u52) 

The ext ra et of Monordica eharantia(E．M．e．)was found to have a signi～ 

fi cant Drotectiye effeet on Japanese B eneephliti$ vi rus infeetion in vivo． 

W hen mice were adm；nistered intr perit0nea11y with a dose of 0．4 m g E． M ． c． 

at 18 hr， 12 hr， 4 h r before subcutaneous challenge with the v J rlls respeeti rely 

tb。 proteetive rate of treated grouP i s 66％ ． 

E．M ．c． w as demonstrated as an interferon indu cer．Type I IFN was found 

in rabbit se rum and its level peaked at 2hr after intrav ellI1s injection of E． 

M ．e． 

E．M．e． enhnn ced t he NK cell aeti vity i n ml ce signlficantly． 

U jng eellulose fiher(CF一11)ch romatography a double stranded RNA(te～ 

ri11ed as E．M．e． d sRNA )was purifi ed from E．M．c． E．M．e．一dsRNA was act— 

ive at Ⅱ Ⅱ0gram lere] in indueing resistance to viral infeetion in vitro． These 

resuits indi cate that t he m a；n act[ye principle in E ．M ．c．is a kind of d sRNA ． 

Besides， the prelim inary data suggest that 。 P olysaccharide is p resent 

in E．M ．c． jn addition to the dsRNA ， its antlviral act／vity is under study． 

■ 
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Key w ords：Antiviral activity Extract 0f Monordics eharantia 

Japanese B encephalitis virus Interferan inducer dsRNA NK eell 

Th e p roj ect自 ppart ed bv Nation al N=ta ra]S cleace Foaadatioa 

草鱼出血病病毒研究成果在武汉通过鉴定 

The Appraisal of study 011 Grass Carp Hemorrhage Virus 

草鱼出血病 是严重危害草鱼的一 种病毒性传染病，每年 3--10月为发病季 节 ， 流行于 长江流 

域及广东、广 西、福建等省市。 中国科学院武汉病毒研究所分子病毒室 在 原有病 毒病 原研究的基 

础上，于七五计划期 问对该 痨毒的形态结l扮、基 因组 和多 t、生物学及血清学 特征、 理化 因素的 

影响、流行浦学等方 面进行 了深八的研究。 

1990年11月 2日， 自农 业部委托 中国科学院武 汉分院主持召开了草鱼出血病病 毒的研究 (含 

国家 七五计划科技攻冀 75—06—03一I1子幸题 l、 4 )成果鉴定会， 由著 名病毒学 家麻近敏教授 ． 

学部委员， 著名鱼类学家 建廉研究员事专家组成的鉴定 委员会对该项研究提供的资料进行 了认 

真 评议 ，专家们一致 认为： 根据 国 病 毒学分类原则， 草鱼出血病痛 毒的主要特性符台呼弱 孤病 

毒科的特征， 但有别于业已建立的 6个属， 如： 该病毒的形态结构， 凝集人 。0。型血球的能力 

与呼肠孤病毒相似而与轮状病毒不同，但基因组片段数目则与轮状病毒相同，其 RN'A聚台酶活性 

的最适温度低于呼，轮两种病 毒， 其抗凰及宿 主范围均不相同， 因此在呼肠孤病毒科中虚建立一 

个新属，建议暂定 属名为呼肠孤轮状病 毒属 (Reorotaviru s)，该病毒应 为一个新 种， 其种名为草 

鱼出血病病毒 (Gras s carp hemorrhage virus， GCHV)这一成果的取得为草鱼 出血病的进一 步 

研究和防治打下了良好 的基础，在整体研 究水平上 达到国际先进水平， 而高效价 病毒培养 、 电镜 

技 术研究鱼类病毒基 因扭体外转 录等方面属目际领先地 位 ， 为我国鱼类扁毒学 研究开创了一个新 

领 域。 

(中国科学院武汉病毒所 丁清泉 ) 
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