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Abstract : We reported here t hat a Ganoderma lucidum polysaccharide ( GL P) , one of t he compo2
nent s ext racted and p urified f rom t he liquid fermentation of mycelium of Ganoderm a l uci d um ,

was active against HSV21infection in Vero cells. The CC50 (50 % cytotoxic concent ration) value of

GL P for Vero cells growt h was more t han 2000μg/ mL The EC50 (50 % effective concent ration) of

GL P for virus yield reduction assay was 4. 6μg/ mL and 11μg/ mL when virus or Vero cells were

p re2mixed wit h GL P , 17μg/ mL when virus and GL P were added into t he cell cult ure simultane2
ously , and 50μg/ mL when GL P was added af ter virus infection. Meanwhile , t he selective index

(SI , ratio of CC50 to EC50 ) of GL P were more t han 435 , 182 , 118 and 40 , respectively. There

was no significant antiviral activity to be detected when the GL P was presented in the cult ure af2
ter beginning infection and before p rogeny virus release. Quantitative real2time PCR of t he infec2
tive supernatant f urt her confirmed t hat t he GL P blocked HSV21 infection at early stages of t he in2
fection.
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摘要 :从灵芝菌丝体中分离得到的多糖 GL P具有抑制单纯疱疹病毒 I型感染的作用 ,并对 GL P抑制疱疹病毒复制

的作用机制进行了初步探讨。GL P对 Vero细胞的 CC50值大于 2 000μg/ mL , GL P在疱疹病毒感染细胞前、感染后

和病毒感染细胞时加入到细胞悬液中的 EC50分别为 4. 6、50和 17μg/ mL ;而如果将 GL P与细胞共同孵育后再用病

毒去感染 ,其 EC50为 11μg/ mL。同时 , GL P抑制病毒感染的选择指数分别为 435、40、118和 182。如果在病毒感染

细胞后加入 GL P ,在病毒的生物大分子的合成完成后而子代病毒粒子还未释放出来前去掉 GL P ,这时 GL P对病毒

感染就没有抑制作用。定量 PCR试验进一步证明 GL P发挥抑制疱疹病毒感染作用是通过阻断病毒感染细胞早期

与细胞表明蛋白的吸附来实现的。
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　　灵芝 ( Ganoderm a l uci d um )是一类大型真菌 ,

属于担子菌纲 ,多孔菌属 ,灵芝科。由于灵芝具有较

高的药用价值 ,可以被用来预防和治疗多种疾病如

高血压、支气管炎、关节炎、神经衰弱、肝病、慢性肝

炎、肾炎、胃溃疡、肿瘤性疾病、高胆固醇症、免疫失

调以及硬皮症等。灵芝由于它潜在的药效和广泛地

被人们认可 ,因而在中国或亚洲的其他一些国家有

着广泛地应用。灵芝无毒而且服用非常安全[1 ,2 ] ,

因此值得我们研究[ 3 ]。

单纯疱疹病毒能够给人类造成多种疾病的病毒 ,
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包括有急性的和周期性的疾病。甚至有的报道认为

单纯疱疹病毒的感染会给人类免疫缺陷病毒 ( Hu2
man immunodeficiency virus , HIV)的感染提供机

会[4 ] , HSV21 可以引起神经性的疾病 ,它能在外周

神经中枢进行转移并感染神经元[5 ,6 ]。临床上用于

治疗单纯疱疹病毒的药物一般有干扰素、阿昔洛韦
(acyclovir ,ACV) 、ara2A ( vidarabine) ,D H P G( gan2
ciclovir)以及 PFA (p ho sponoformic acid) 。但是这

些药物在治疗疾病的同时往往伴随有不利的副反

应。如有毒、引起突变、导致宿主细胞的畸变和对药

物产生耐受性等[ 7 ]。因此能找到能抑制疱疹病毒复

制同时又不产生副作用的抗病毒药物是非常必要

的。我们的研究已经证明灵芝多糖能够抑制 I型和

II型疱疹病毒的复制[8 ] ,但是其抗病毒作用机制还

不十分清楚。

灵芝被报道含有多种具有生物活性的成

分[9～11 ]。多糖和三萜类是灵芝的两种重要的活性

成分。有研究者报道三萜类具有抗氧化、肝保护、降

血压和降低胆固醇的作用[12 ]。作为灵芝的主要活

性成分的灵芝多糖的研究已有 30多年的历史了 ,研

究者发现灵芝多糖具有免疫调节功能、抑制肿瘤生

长以及防止病毒入侵等功能[ 13～15 ]。Miyazaki 和

Nishijima从灵芝子实体中分离得到的异聚多糖具

有抗肿瘤的活性[ 16 ]。

虽然灵芝的子实体和孢子粉作为药物应用了近

2000年的时间 ,但至今还尚未见到有关从灵芝菌丝

体中提取有效成分用于抗病毒的研究。本文就是从

灵芝的菌丝体中提取多糖并对多糖的抗病毒活性以

及作用机制进行了研究。

1　材料与方法

1 . 1　材料

发酵用的灵芝菌种由广东省微生物研究所陶家

法副研究员赠送。灵芝菌丝体多糖 GL P的提取按

文献的方法[8 ]进行 ,单纯疱疹病毒 I 型 ( HSV21 ,

No . SM40)由湖北省疾病控制中心病毒研究所龚

镇奎研究员惠赠。细胞培养板是美国 Falcon 公司

产品。结晶紫由美国 Sigma 公司出品。荧光标记

探针由大连宝生物工程公司合成。基因扩增仪 Ro2
tor2Gene 3000 是澳大利亚 Corbet t Research 公司

产品。

1 . 2　空斑试验

空斑减少试验[17 ]一共分为 5组 ,即分别在病毒

感染细胞前、感染中和感染后用 GL P处理病毒。感

染前不仅病毒用 GL P孵育 ,同时另设一组将 Vero

细胞用 GL P孵育 ,这两组在 GL P分别与病毒或细

胞孵育 1h后 ,再分别将孵育好的病毒加到细胞中或

将病毒加到用 GL P孵育好的细胞中 ,然后让它们保

温吸附 2h ;感染中用 GL P处理病毒就是将病毒和

GL P同时加到细胞中去感染细胞 ;感染后处理就是

在病毒吸附感染 2h后再加入 GL P ;另外 ,在病毒吸

附感染 2h 后 ,加入含有不同浓度 GL P 的琼脂糖 ,

GL P浓度从 0. 78μg/ mL 至 100μg/ mL ,于 37℃5 %

CO2继续培养 48～72h ,然后用结晶紫染色观察空

斑形成情况。但是增加了一组 ,这一组是在病毒感

染细胞 2h后再加入 GL P , GL P与感染了病毒的细

胞共同培养 14h ,然后去掉 GL P ,用 PBS洗净。按

前述的研究方法的进行空斑试验 ,最后加入的 0.

5 %的低熔点琼脂糖 ,琼脂糖中不含 GL P。

1 . 3　引物和探针的设计

以 GeneBank上的 HSV21的序列作为参考 ,用

Primer Premier5. 0 软件针对 HSV21 的 U S7 基因

设计并选出一对引物 ,上游引物从 221bp 到 241bp ,

5′2GACGGCGTA GT GGA GGAA GAC23′; 下游引

物从 499bp 到 481bp , 5′2CCTCT GGACCCGCAA

AA GC23′,引物覆盖范围为 279bp ,探针位于 3012
326bp ,长度为 26bp ,序列为 5′2CGA T GGGGGCGT

A GA GCT GT GGCACT23′,其 5’端标记有荧光基团

FAM ,3′端带有淬灭基团 TAMRA ,引物和探针均

由大连宝生物工程有限公司合成。

1. 4　定量 PCR标准品的制备

实验所用的标准品为扩增得到的与定量扩增片

段相同的 U S7基因片段。常规 PCR扩增得到的片

段经纯化鉴定后测定浓度 ,然后计算出所得到的样品

的分子数 ,再作为标准品在进行定量 PCR时做对照。

1. 5　病毒 D NA的提取

参照文献[18 ]病毒 DNA 提取方法略作修改进

行。

1. 6　常规 PCR

PCR反应在 Biomet ra 热循环仪 (德国 What2
man公司)上进行。总体积 25μL。PCR 扩增结束

后用 1. 5 %琼脂糖电泳分析扩增结果。

1. 7　定量 PCR检测

定量 PCR在基因扩增仪 Rotor2Gene 3000 (澳

大利亚 Corbet t Research 公司产品)上进行。反应

结束后 ,直接由仪器自带软件计算给出定量结果。

2　结果

2. 1　空斑减少试验检测 GLP的抗病毒作用

通过空斑减少试验来确定 GL P的抗病毒活性 ,
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图 1显示 ,如果把 Vero 细胞或病毒用 GL P分别进

行处理后再进行感染 ,结果发现 ,如果将细胞与

GL P共同孵育 1h后 ,再用 HSV21感染 ,当 GL P浓

度达到 100μg/ mL 时 ,几乎可以完全抑制空斑的形

成 , GL P抑制空斑的形成率为 98 %(图 1A) ;如果将

GL P和 HSV21 共同孵育 1h 后 ,再去感染 Vero 细

胞 ,当 GL P浓度达到 100μg/ mL 时 , GL P对空斑形

成的抑制率可以达到 96 %(图 1B) 。

图 1　不同浓度 GL P和处理时间对空斑形成的影响

Fig. 1 　Plaque forming units in different concentration of

GL P

Ratio of inhibition : test group divided by cont rol group and multiply
100 %. A : Vero cells were t reated wit h GL P before HSV21 infec2
tion. B : HSV21 were t reated wit h GL P before infection. C : GL P
and HSV21 were present during infection of Vero cells simultaneous2
ly. D : GL P was added after HSV21 infected. E : GL P was added af2
ter HSV21 infected , and inoculums t reated wit h GL P for 14h and re2
moved before progeny virus released.

从图中我们可以得出 ,在不同时期加入 GL P所

得到的 EC50 分别为 4. 6μg/ mL、11μg/ mL、17μg/

mL 和 50μg/ mL (图 1A、B、C、D) 。根据 M T T和台

盼兰试验我们检测得到 GL P 的 CC50 值大于

2000μg/ mL ,因此在感染前用 GL P分别处理疱疹病

毒和 Vero细胞的选择指数分别为 435和 182 ;如果

GL P和病毒同时加入感染细胞的 SI为 118 ;而如果

在病毒感染细胞后加入 GL P其 SI为 40。

为了进一步研究在病毒吸附感染后 GL P是否

抑制病毒的生物大分子的合成过程 ,我们在病毒吸

附感染后加入 GL P ,浓度从 0. 78μg/ mL 到 100μg/

mL ,在 GL P作用 14h 后移去 GL P ,同时用 PBS洗

净 ,再加入含有 2 %血清的细胞培养维持液 ,再继续

观察空斑的形成 ,图 1 E。结果显示 ,即使 GL P浓度

达到 100μg/ mL ,空斑形成没有受到任何抑制。由

此可见 , GL P不能抑制病毒的生物大分子的合成 ,

GL P对病毒的抑制作用是通过抑制病毒对细胞的

吸附或进入来实现的。

2. 2　病毒样品的 PCR扩增片段的特异性分析

各取在病毒感染 Vero 细胞上清液和病毒原

液 ,以双蒸水和 HCV全长的质粒为阴性对照 ,标准

品为阳性对照 ,经常规 PCR扩增 ,1. 5 %琼脂糖凝胶

电泳分析显示 ,病毒样品、感染细胞的上清液扩增的

片段大小与标准品一致 ,阴性对照均没有扩增片段

出现 ,表明该引物对 HSV21 的 U S7 基因片段的扩

增为特异性扩增 ,没有假阳性。

2. 3　GLP抑制 HSV21吸附细胞

定量 PCR 的结果显示 (表 1) ,如果没有 GL P

的存在 ,约有 79 %(6. 3 ×105 )的病毒粒子可以吸附

在细胞表面而感染细胞 ,只有 21 %(1. 7×105 )的病

毒粒子还残存在培养液内 (表 1) ;另一方面 ,如果将

GL P与病毒粒子孵育 1h后再去感染 Vero 细胞 ,那

么就有近 93 %(7. 4 ×105 )的病毒粒子还存在于培

养液中 ,只有 7 % (0. 6 ×105 )的病毒粒子吸附到了

细胞表面 ;如果将 GL P和病毒同时加入到细胞中去

感染 ,那么就有 90 %(7. 2×105 )的病毒粒子仍然存

在于培养液中 ,有 10 %的病毒粒子吸附到了细胞表

面 ;通过设立的只有 GL P 和 HSV21 以及只有

HSV21的对照 ,从表 3 就可以知道 GL P不能影响

病毒粒子是否吸附到载体上。
表 1　定量 PCR检测 GL P抑制病毒感染的结果

Table 1 　Quantitative real2time PCR to examine the copy

numbers of HSV21 genome base on US7 gene

presented in inoculums before and after infected

Vero cells before and after t reated with GL P

Groups Copies / mL a Ratio b ( %)

Cont rol (only HSV21) 8. 0±0. 19×105 100 %

HSV and GL P 8. 1±0. 13×105 100 %

HSV21 infected to Vero cells alone 1. 7±0. 22×105 21

GL P incubated wit h HSV21 for 1h

t hen infected to Vero cells for 2h

7. 4±0. 26×105 93

GL P , HSV21 and Vero cell were

presented simultaneously　　　

7. 2±0. 13×105 90

a : The copies were measured by quantitative real2time PCR , which
was present in inoculums. Viral copies of cont rol group decreased
t hat considered virus adsorbed in cell membrane. b : Test group di2
vided by cont rol group and multiply 100 %. The data were reported
in t he table as a mean values ±S. D. for at least t hree separate ex2
periment s.

3　讨论

我们以前的研究工作已经证明了从灵芝菌丝体

中提取的多糖类物质具有抗病毒活性 ,与目前的现

有的抗病毒药物阿昔洛韦 (ACV)相比 GL P用于抗

病毒具有更为有利的优点[8 ]。同时对多糖的抗病毒

机理进行了初步的研究。为了更清楚地阐明 GL P

的抗病毒作用机制 ,我们进行了空斑试验和定量

PCR试验。空斑试验中 ,图 1A、B、C、D的结果进一

步说明了 GL P的抗病毒效应是通过抑制病毒的吸

附或进入过程来实现的。但是为了阐明 GL P在病
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毒感染细胞后是否影响病毒的生物大分子合成 ,我

们在细胞被病毒吸附感染 2h后将 GL P加入到感染

的细胞中共同培养 14h ,然后再移去 GL P ,结果

GL P对病毒的感染没有任何抑制作用 (图 1 E) 。其

原因就在于 HSV21在感染细胞后的 4h左右便开始

生物大分子的合成 ,大约在 12h 后就开始释放子代

病毒粒子 ,虽然这时 GL P一直存在 ,但由于 GL P对

病毒生物大分子的合成没有抑制作用 ,所以当 14h

后移去 GL P后 ,病毒的子代病毒便释放出来 ,由于

这时 GL P已经被移去 ,阻止病毒感染吸附的因子已

经被清除 ,所以这时的不能被中和 ,子代病毒就会再

去感染其它的细胞 ,这样形成的空斑数与没有 GL P

加入时病毒感染细胞形成的空斑数相同 ,也就是说

GL P对病毒的生物大分子的合成以及后面的装配

释放过程没有任何影响。

表 1是定量 PCR的结果。从表 1 我们可以看

到 ,对照组的病毒悬液的滴度是 8. 0 ×105 ,如果将

病毒和 GL P混合 1h , GL P对病毒的拷贝数没有影

响 ,不会因为 GL P的存在影响病毒与培养板之间的

相互作用 ,病毒的拷贝数不会因为 GL P的存在而发

生变化。如果将病毒和 GL P保温孵育 1h 后 ,再去

感染 Vero细胞 ,我们就发现病毒粒子的拷贝数下

降了 7 % ,拷贝数只有 7. 4±0. 26×105 ,有 93 %的病

毒粒子仍然存在于悬液中 ;同样地 ,如果将 GL P和

病毒同时加入到 Vero 细胞中 ,这时在培养液中的

病毒拷贝数也仅仅只下降了 10 % ,有 90 % (7. 2 ×

105 )的病毒粒子仍然存在于培养液中 ;但是如果病

毒去感染细胞而没有经 GL P处理时 ,病毒的拷贝数

就发生了较大的变化 ,这时在培养液中的病毒拷贝

数只有 1. 7×105 ,是病毒对照的 21 % ,也就是说 ,有

79 %的病毒粒子已经吸附到了 Vero 细胞上 ,由此

可见 GL P可以有效地阻止病毒与细胞之间的相互

作用 ,阻断了病毒对细胞的吸附 ,从而也就抑制了病

毒的感染。

综合定量 PCR和空斑试验的结果 ,我们可以断

定 GL P抑制 HSV21 感染细胞就是通过抑制 HSV

对细胞表面的吸附过程来实现的。
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