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Abstract
AIM: To investigate the anti-hepatitis B virus effect of 
Yugan  capsule in vitro.  

METHODS: The experimental rabbits (n  = 6) were ran-
domly divided into 3 groups (2 for each), and then were 
treated with the normal serum, Yiganning  granule and 
Yugan  capsule, respectively. The blood samples were 
collected from the hearts and diluted into various con-
centrations. The effects of the serums on the 2.2.15 cell 
line were observed. Enzyme linked immunosorbent as-
say was used to detect the the contents of HBsAg and 
HBeAg, and polymerase chain reaction and hybridiza-
tion were used to determine the contents of HBV DNA.

RESULTS: Five days after treatment, Yugan  capsule 
of 1∶1 group had significant anti-HBV effect in com-
parison with Yiganning  granule (HBsAg: 53.93±1.34 
vs  41.03±0.85, P  <0.05; HBeAg: 55.25±1.42 vs  
36.26±0.97, P  <0.01; HBV DNA: 56.81±2.37 vs  
43.71±0.98, P  <0.01), while Yugan  capsule of 1∶2, 
1∶4, and 1∶8 group was not markedly different, and 
that of 1∶16 group had less anti-HBV effect. Ten days 
after treatment, Yugan  capsule of different concentra-
tions inhibited the proliferation of HBV significantly in 
comparison with cell control and normal serum group, 
while in comparison with Yiganning  granule, Yugan  
capsule of 1∶1 group notably inhibited the replication 
of HBV DNA (67.23±2.79 vs  48.02±1.03, P  <0.05). Also 

Yugan  capsule of 1∶2 and 1∶4 group was superior to 
Yiganning  granule in inhibiting the secretion of HBeAg 
and replication of HBV DNA, but that of 1∶8 and 1∶16 
group was inferior to Yiganning .  

CONCLUSION: Yugan  capsule serum can inhibit the 
secretion of HBsAg, HBeAg, and replication of HBV 
DNA in 2.2.15 cells cultured in vitro  in a concentration-
depended manner.

Key Words: Yugan  capsule; 2.2.15 cell; Hepatitis B 

virus; Anti-HBV effect 

Gao P, Cheng LF, Xie CL. Inhibitory effect of Yugan  capsule 
on Hepatitis B virus in vitro . Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(22):2693-2696

摘要

目的: 通过观察愈肝胶囊对2.2.15细胞分泌的HBsAg、
HBeAg及HBV DNA的影响, 探讨在体外水平上愈肝胶囊的

抗乙肝病毒作用. 

方法: 将实验家兔(n  = 6)随机分为3组: 正常血清组、乙肝宁

颗粒组、愈肝胶囊组, 分别灌服洁净生理盐水5 mL/次, 乙肝

宁颗粒3.4 g/(kg•d), 愈肝胶囊 0.7 g/(kg•d), 3次/d. 测定含不

同浓度愈肝胶囊血清抗HBV活性情况. 2.2.15细胞培养上清

液HBsAg、HBeAg测定采用ELISA法, HBV DNA检测采用

PCR杂交试验法. 

结果: 作用5 d时, 与乙肝宁颗粒组比较, 含愈肝胶囊血清1∶1
组抗HBV作用优于乙肝宁颗粒组(HBsAg: 53.93±1.34 vs 
41.03±0.85, P  <0.05; HBeAg: 55.25±1.42 vs  36.26±0.97, 
P <0.01; HBV DNA: 56.81±2.37 vs  43.71±0.98, P  <0.01); 
1∶2组、1∶4组、1∶8组差异无显著性; 1∶16组则作用较

乙肝宁颗粒组低. 药物作用10 d时, 与细胞对照组及正常血

清组比较, 各含愈肝胶囊血清组抗HBV作用均比较显著. 与
乙肝宁颗粒组比较, 含愈肝胶囊血清1∶1组抗HBV DNA作

用优于乙肝宁颗粒组(67.23±2.79 vs  48.02±1.03, P  <0.05); 
1∶2组和1∶4组对HBeAg及HBV DNA的作用优于乙肝宁颗

粒组; 1∶8组和1∶16组对HBV DNA作用低于乙肝宁颗粒组. 

结论: 含愈肝胶囊血清在体外细胞培养中对2.2.15细胞分泌

HBsAg、HBeAg及HBV DNA均有较好的抑制作用, 其抑制

作用随其浓度增大而增强. 

关键词: 愈肝胶囊; 2.2.15细胞; 乙肝病毒; 抗HBV活性 
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0  引言

乙型肝炎(hepatitis B)是乙型肝炎病毒(HBV)引起的一种

严重的世界范围内危害人类健康的疾病. 中医药辨病与

辨证相结合, 多途径, 多层次, 整体调控, 在乙型肝炎的治

疗中发挥着独特的优势. 本实验应用中药含药血清药理

学研究方法, 通过严格的体外实验. 对愈肝胶囊治疗乙肝

的有效性进行进一步探讨. 

1 材料和方法

1.1材料

1.1.1 实验动物 取纯种♂日本大耳白兔6只, 体质量约3 
kg, 由泸州医学院实验动物中心提供. 
1.1.2 药物 愈肝胶囊每克含生药14.7 g, 处方主要由茵

陈、栀子、黄芪、党参、丹参、白术、虎杖等药组成.  
泸州医学院附属第二医院制剂室生产, 批号: 990815; 乙
肝宁颗粒 17克/包, 广西半宙制药股份有限公司生产, 批
号: 22-5010-桂卫药准字(1990)第079023号. 
1.1.3主要试剂 2.2.15细胞株(由重庆医科大学病毒性肝

炎研究所提供)、RPMI-1640培养基(Gibco BRL Co)、胎

牛血清(由华西医科大学生物学教研室制备)、四甲基偶

氮唑蓝(Sigma)、二甲基亚砜(Sigma)、HBsAg、HBeAg 
ELISA试剂盒(华美生物工程公司),  HBV DNA  PCR杂交

试剂盒( 华美生物工程公司). 
1.2 方法

1.2.1 含药血清的制备 实验家兔每2只一组,  分为正常血清

组(Ⅰ组)、乙肝宁颗粒组(Ⅱ组)、愈肝胶囊组(Ⅲ组). 分别

灌服洁净生理盐水5 mL/次, 乙肝宁颗粒, 3.4 g/(kg•d)(成人

公斤体重用量的12倍[1], 相当于临床等效剂量), 愈肝胶囊

0.7 g/(kg•d), (成人千克质量用量的12倍, 相当于临床等效剂

量), 3/d, 第7日上午连续给药2次(间隔1 h)[2], 1 h后, 无菌采

血, 3 000 r/min 离心20 min分离血清, 56℃灭活30 min[3], 抽
滤除菌后-20℃冰箱保存备用. 
1.2.2 体外培养实验分组方法 每3孔为1组, 共分8组, 分别

为细胞对照组(2.2.15细胞常规培养)、正常血清组(含Ⅰ

组血清) 、 乙肝宁颗粒组(含浓度为1∶1 Ⅱ组药物血清)
愈肝胶囊Ａ组(含浓度为1∶1 Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊

Ｂ组(含浓度为1∶2 Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊Ｃ组(含浓

度为1∶4 Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊Ｄ组(含浓度为1∶8 
Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊Ｅ组(含浓度为1∶16 Ⅲ组药

物血清). 
1.2.3 细胞培养 将长满2.2.15细胞的培养瓶用2.5 g/L胰蛋

白酶消化3 min左右; 培养液吹打使细胞分散, 配制成1×
10８/Ｌ种于细胞培养板中, 96孔板0. 2 mL/孔; 24孔板1.2 
mL/孔,  37℃ 50 mL/L CO2培养. 

抑制率=
细胞对照cpm值-给药组cpm值

×100%
细胞对照cpm值-空白对照cpm值

1.2.4  2.2.15细胞分泌HBsAg、HBeAg及HBV DNA规律

的测定[3] 将2.2.15细胞按1×108个/L的浓度传入多个培养

瓶, 37℃ 50 mL/L CO2 培养, 每天收集培养液上清. 供测 
HBsAg、HBeAg、HBV DNA用, 共14 d. 同法重复进行采

样和检测2次. 
1.2.5 含愈肝胶囊血清对2.2.15细胞存活率影响实验 96
孔板细胞培养24 h后, 含愈肝胶囊血清用培养液倍比稀

释5个浓度, 加入细胞培养板,  每浓度3孔,  并设正常细

胞(2.2.15细胞常规培养), 正常血清(含Ⅰ组血清)、阳

性对照组(含浓度为1∶1 Ⅱ组药物血清), 每4 d换同浓

度含药血清, 10 d后MTT染色法[4]测定细胞存活率. 加
入MTT 400 mg/Ｌ, 100 µL/孔, 4-6 h后加二甲基亚砜, 
完全溶解后测定570 nm波长A 值 .  细胞存活率计算公

式为: 细胞存活率＝药物处理细胞[A ]/药物未处理细胞

[A ]×100%. 
1.2.6 含愈肝胶囊血清体外抗HBV活性的测定 24孔板

细胞培养4 d后各组分别加入不同浓度的药物血清培养

基, 继续培养5 d收集上清液, 供测HBsAg、HBeAg、
HBV DNA用. 然后再加入相应不同浓度的药物血清培养

基, 10 d后, 再收集上清液, 供测HBsAg、HBeAg、HBV 
DNA用. 重复2次, 取平均值. 
1.2.7 样品检测与结果计算方法 上清液HBsAg、HBeAg
的检测: ELISA法. 上清液HBV DNA 的测定: PCR杂交试

验法.   P/N值=试验孔cpm / 阴性孔cpm

抑制率>50%判为有抑制作用.
统计学处理 用SPSS10.0统计软件处理. 所有计量资

料以均值加减标准差(mean±SD)表示, 进行方差分析,  组
间两两比较用SNK法; 两时间点前后均值比较用配对t检
验, 检验水准α = 0.05. 

2 结果

2.1 2.2.15细胞分泌HBsAg、HBeAg及HBV DNA规律(图1).

2.2 含愈肝胶囊血清对2.2.15细胞存活率的影响 含愈肝胶

囊血清各组作用10 d后, 各组细胞存活率均大于82％,细
胞生长良好, 结果显示: 含愈肝胶囊血清对细胞存活率无

明显影响. 含愈肝胶囊血清对HBV抑制率测定(表1).

3  讨论

愈肝胶囊重用黄芪补益脾胃之气, 以纠正肝病脾气虚弱

这一根本问题, 党参、白术、云苓健脾益气, 采用中药含

药血清药理学研究方法, 以含有愈肝胶囊药物成分的血

清代替中药粗提物进行体外实验, 不仅能反映愈肝胶囊

中可吸收部分的直接作用, 且能反映药物成分在机体作

用下形成的代谢产物和药物诱生的机体内源性物质的间
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接效果, 克服了中药制剂本身理化性质对实验结果的干

扰 [5-7]; 在动物选择、给药方案、采血时间[8], 血清灭活与

保存[9-10], 血清添加及对照组设立[11]等各方面均按该实验

方法研究的最新、最可靠的方法操作, 最大限度地保证

了含药血清的质量和有效成分, 达到了体外实验和体内

实验的完美结合. 
1990年之前, 国外学者利用PLC/PRF/5细胞株作了大

量抗HBV研究工作 [12-13], 1986年, Sereau et al [14]人利用电

穿孔基因转移技术将克隆的环状DNA与带耐药新霉素基

因的载体质粒重组, 转染近似正常肝细胞的HepG2细胞

系, 获得2.2.15细胞系, 使HBV体外组织培养获得了真正

的突破. 2.2.15细胞可以在体外无性繁殖, 能够长期稳定

的向培养上清液中分泌HBsAg、HBeAg和完整的Dane颗
粒, 而且还能产生大量的复制中间体, 细胞内含有整合型

和游离型HBV DNA, 还有rcDNA和单链DNA似为病毒基

因组的复制型, 但无cccDNA. 整合分子在培养期内始终

稳定[15]. 在我们所用的培养条件下, 现有的2.2.15细胞株

能稳定地分泌HBsAg、HBeAg、HBV DNA, 愈肝胶囊含

药血清培养2 d即可稳定检出HBsAg、HBeAg, 各标志物

的分泌量均随培养时间的延长而升高, 10 d达最高峰, 此
后不再增加; 培养1 d可从上清液中检出HBV DNA, 并可

持续至14 d,  11 d后处于高峰, 不再增加. 其复制规律与

HBsAg、HBeAg分泌规律相似, 可用于抗HBV药物筛选

实验. 任何药物在达到一定浓度作用一定时间时, 都会产

生细胞毒性而造成死亡, 从而影响药物作用的判定. 本实

验结果显示各不同浓度含药血清作用10 d后, 细胞的存

活率均很高. 故本实验利用中药含药血清在体外实验中

的优势避免了因细胞死亡造成的HBsAg、HBeAg、HBV 
DNA滴度下降, 更好地反映药物的抗HBV活性. 

各组含愈肝胶囊血清与空白对照组及正常血清组

比较认为愈肝胶囊不同浓度含药血清对乙肝病毒分泌

HBsAg、HBeAg、HBV DNA均有一定的抑制作用, 各
组含愈肝胶囊血清与乙肝宁颗粒组比较, 可以认为含愈

肝胶囊血清Ａ组抑制HBsAg、HBeAg及HBV DNA的

作用均优于乙肝宁颗粒, 有统计学意义(P <0.05); 含愈肝

胶囊血清Ｂ组则对HBeAg的作用可以优于乙肝宁颗粒

(P <0.05); 而含愈肝胶囊血清Ｅ组抗乙肝病毒的作用则明

显低于乙肝宁颗粒(P <0.05); 从而认为含愈肝胶囊血清抗

乙肝病毒的作用呈剂量依赖性; 尤其值得重视的是其对

HBV DNA的抑制作用, 含愈肝胶囊血清Ａ组和Ｂ组作用

10 d时, 抑制率可达65-67%, 提示愈肝胶囊在抗乙肝病毒

的治疗中具有较好的应用前景. 
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表  1  含愈肝胶囊血清对HBV抑制率

组     别 n
  HBsAg                                                   HBeAg                                                    HBV DNA

       5 d                          10 d                           5 d                         10 d                           5 d                        10 d

细胞对照组 6        0.00         0.00         0.00         0.00         0.00         0.00

正常血清组 6   1.63±0.04   0.17±0.05   1.94±0.05   1.47±0.03   4.81±1.15   7.17±1.24

乙肝宁颗粒组 6 41.03±0.85bd 58.01±1.31bd 36.26±0.97bd 38.62±1.02bd 43.71±0.98bd 48.02 ±1.03bd

愈肝胶囊A组 6 53.93±1.34bde 57.94±2.95bd 55.25±1.42bdf 61.55±1.67bd 56.81±2.37bdf 67.23±2.79bdf
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愈肝胶囊C组 6 48.83±2.01bd 49.79±1.23bd 47.38±2.11bd 49.06±2.08bd 46.29±3.07bd 52.08±2.91bde

愈肝胶囊D组 6 32.83±0.98bd 39.49±1.18bd 34.15±1.06bd 33.94±1.17bd 33.37±1.98ac 38.45±2.01bde

愈肝胶囊E组 6 15.90±0.75acf 10.71±0.92f 14.87±0.78f 14.60±0.85f 23.08±1.76f 25.44±2.43bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  细胞对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  正常血清组; eP<0.05, fP<0.01 vs  乙肝宁颗粒组.
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图 1  细胞分泌HBsAg、HBeAg及HBV DNA规律.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会
暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知                                                                                  

 
本刊讯 第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于 2006-10 在武汉举行 .

在各方面的大力支持下，国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于 2004-12 在武汉成功举办，与会代表一千余人，中

国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli 教授，国际肝胆胰协会侯任主席 Büechler 教授和欧洲肝

胆胰协会主席 Broelsch 教授等亲自到会 . 会议受到国内外专家及到会代表的一致赞赏 , 并受到国际肝胆胰协会的通报好评 , 会

议取得巨大成功 .

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座，针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难点问题进行讨论；并

交流诊治经验，推广新理论、新技术、新方法，了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋势；同时放映手术录像 . 大会热烈欢迎

全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极投稿和报名参加 .

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛，因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、副主任积极投稿和报

名参加 .

本次会议已列入 2006 年国家级继续医学教育项目，参会代表均授予国家级继续医学教育学分 10 分 .

来稿要求：寄全文及 500-800 字论文摘要，同时寄论文的软盘一份或发电子邮件 . 以附件的形式发送至 chenxp@medmail.

com.cn，也可将稿件打印后寄至：武汉市解放大道 1095 号，武汉华中科技大学附属同济医院肝胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副

教授（收），邮编：430030；联系电话：027-83662599.（世界胃肠病学杂志社 2005-11-28）


