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Abstract
AIM: To study the preventive and therapeutic 
effects of Shuanghuanglian and allitride against 
hepatitis virus strain 3 (MHV-3) infection in a 
murine model.  

METHODS: BALB/c mice were divided into 
eight groups: Shuanghuanglian pretreatment 

group, allitride pretreatment group, Shuang-
huanglian treatment group, allitride treatment 
group, Shuanghuanglian pretreatment and treat-
ment group, allitride pretreatment and treatment 
group, model control group, and normal control 
group. Mice were injected intraperitoneally with 
MHV-3 (100 PFU/mouse) to induce MHV-3 
infection. The survival time of tested mice and 
plasma ALT levels were recorded. Viral titers in 
liver tissue specimens were measured by plaque 
formation assay, and pathological changes were 
assessed by the Rezkalla method.
 
RESULTS: Both drugs showed inhibitory activi-
ties against MHV-3 infection by significantly 
decreasing the viral load within liver tissue. 
The anti-MHV-3 effect of Shuanghuanglian was 
more significant in vivo. Pretreatment with the 
two drugs could improve the outcome of mice 
with fulminant hepatitis (4.20 PFU/mg ± 0.60 
PFU/mg, 3.63 PFU/mg ± 0.15 PFU/mg vs 6.07 
PFU/mg ± 0.25 PFU/mg; 3.70 PFU/mg ± 0.44 
PFU/mg vs 4.53 PFU/mg ± 0.55 PFU/mg; 2.67 
PFU/mg ± 0.59 PFU/mg vs 3.77 PFU/mg ± 0.31 
PFU/mg, all P < 0.05). 

CONCLUSION: Shuanghuanglian and allitride 
might be candidate preventive agents for com-
munity control during the epidemic period of 
SARS.

Key Words: Shuanghuanglian; Allitride; Murine 
hepatitis virus type 3; Murine coronavirus; Mouse 
fulminant hepatitis model
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摘要
目的: 探讨大蒜新素、双黄连在整体水平抗
鼠肝炎病毒3型(MHV-3)感染效应. 

方法: 将小鼠分为: 大蒜新素、双黄连治疗组, 
大蒜新素、双黄连预防组, 大蒜新素、双黄连
预防+治疗组, 感染模型对照组, 每组18只, 及
正常对照组, 6只. 建立MHV-3诱导的小鼠暴
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发型病毒性肝炎模型, 通过观察模型小鼠存活
时间、血浆ALT水平、肝脏病理改变和肝组
织MHV-3病毒滴度变化, 综合评估两种中药
制剂的预防和治疗效应.

结果: 各组存活时间, 血浆ALT水平、肝脏病
理改变和肝组织MHV-3病毒滴度差异明显. 
大蒜新素预防组、双黄连预防组较模型组的
病毒滴度(PFU/mg)明显减少(4.20±0.60, 3.63
±0.15 vs  6.07±0.25, 均P <0.05); 预防+治疗
组较治疗组的病毒滴度(PFU/mg)也明显减少
(3.70±0.44 vs  4.53±0.55, P <0.05); 预防+治
疗组较治疗组的病毒滴度(PFU/mg)明显减少
(2.67±0.59 vs  3.77±0.31, P <0.05), 预防组与
预防+治疗组之间比较无明显差异.  

结论: 大蒜新素、双黄连预防效应优于其治
疗作用, 可能作为冠状病毒流行期间人群预防
的候选药物.

关键词: 大蒜新素; 双黄连; 小鼠肝炎病毒3型; 鼠冠

状病毒; 小鼠暴发型肝炎模型 
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0  引言

小鼠肝炎病毒3型(murine hepatitis virus type 3,型(murine hepatitis virus type 3, 
MHV-3)属冠状病毒科, 是一组单股正链RNA病

毒, 基因组长为32 kb[1], 与SARS-Cov的同源性较

高[2]. MHV-3病毒感染不同种系近亲繁殖小鼠后

产生类似人类各种不同临床类型的肝炎模型[3]. 
BALB/c小鼠感染MHV-3后发生暴发型病毒性肝

炎. 本实验旨在进一步探讨这几种中药在体内

预防和治疗冠状病毒的效应. 

1  材料和方法

1.1 材料 MHV-3由华中科技大学同济医学院附

属同济医院感染免疫研究室提供. 双黄连粉针连粉针粉针

剂由哈尔滨医药股份有限公司中药二厂生产, 
卫药准字Z-73号. 大蒜新素注射液由上海禾丰制

药有限公司生产, 沪卫药准字第010005号. 甲基

纤维素(Sigma公司TC501). 健康纯系BALB/c小
鼠, ♀, 8周龄, 体质量18-20 g, 购于湖北省纯种

动物实验室, 饲养在同济医院感染免疫研究室

隔离封闭式动物饲养柜内. 
1.2 方法

1.2.1 MHV-3毒性的测定: 应用培养的L2细胞进

行病毒滴定, 采用蚀斑形成实验测定MHV-3毒力. 
1.2.2 MHV-3性暴发型肝炎模型的建立: 健康纯

系BALB/c小鼠腹腔接种MHV-3病毒悬液, 100 
PFU/只(0.1 mL)[4]; 于腹腔接种后48 h, 用眼球摘

除法处死; 分离小鼠肝脏, 将肝脏组织剪成2 mm
×5 mm大小的组织块, 置40 g/L甲醛溶液内固

定; 肝组织进行组织病理学检查, 以确定造模是

否成功. 
1.2.3 动物用药剂量的计算: 根据Meeh-Rubner公
式进行计算小鼠给药剂量[5,6]. 根据人体用药的

中效剂量计算出小鼠的用药量分别为: 大蒜新

素75 mg/kg、双黄连750 mg/kg. 
1.2.4 实验分组和用药方案: (1)治疗组: 取36只
BALB/c小鼠, 腹腔接种0.1 mL MHV-3病毒悬液, 
100 PFU/只. 随机分成2组: 大蒜新素治疗组(18
只)、双黄连治疗组(18只). 30 min后每组18只小

鼠分别注射已配制好浓度的大蒜新素、双黄连

0.1 mL, 大蒜新素75 mg/kg, 双黄连750 mg/kg. 1
次/日, 疗程最长1 wk. 72 h后每组分别随机处死

6只活鼠, 取血液约1 mL, 抗凝处理, 离心后留

取血浆, 及时送检测定ALT; 用上述方法留取肝

组织, 用于组织病理学检查和病毒滴度测定. 其
余小鼠继续药物治疗, 观察存活时间; (2)预防

组: 36只BALB/c小鼠随机分成2组, 各18只, 分
别作为大蒜新素、双黄连预防组. 每组小鼠分

别注射0.1 mL大蒜新素、双黄连, 剂量同上, 1
次/d, 共3 d. 然后腹腔接种0.1 mL MHV-3病毒悬

液, 100 PFU/只, 此后不再给药. 自接种病毒时间

算起至72 h, 每组分别随机处死6只活鼠, 按上述

方法留取血浆和肝组织样本, 其余小鼠继续观

察存活时间; (3)预防+治疗组: 36只BALB/c小鼠

随机分成2组, 各18只, 分别作为大蒜新素、双

黄连预防+治疗组. 每组小鼠按预防组方案预防

性用药3 d后腹腔接种0.1 mL MHV-3病毒, 100 
PFU/只, 其后继续相同剂量给药, 1次/d, 疗程最

长1 wk. 自接种病毒时间算起至72 h, 每组分别

随机处死6只活鼠, 按上述方法留取血浆和肝组

织样本, 其余小鼠继续观察存活时间; (4)感染模

型对照组: 18只BALB/c小鼠按上述方法造模, 感
染后72 h随机处死6只活鼠按上述方法留取血浆

和肝组织样本, 其余小鼠继续观察存活时间; (5)
正常对照组: 6只BALB/c小鼠腹腔注射0.1 mL生
理盐水, 上述方法留取血浆和肝组织样本, 用于

肝组织病理指数评估(Rezkalla半定量分析法). 
1.2.5 观察指标及检测方法: (1)小鼠生存情况: 每
天观察, 记录各组小鼠存活数和死亡数; (2)肝组
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织MHV-3病毒定量测定(蚀斑形成实验): 在病

毒感染后72 h取活鼠肝组织0.1 g, 离心, 取上清; 
检测小鼠肝组织MHV-3病毒量; (3)肝组织病理

学检查: 采用Rezkalla半定量分析法[7]计量肝脏

炎症和坏死面积, 即每张切片取5个视野, 计算

每个视野中炎性细胞浸润及坏死区域面积与整

个视野的面积之比, 无病变计0分, <25%计1分, 
25%-50%计2分, 50%-75%计3分, >75%计4分; 
(4)血浆ALT浓度检测: 病毒感染后72 h取活鼠外

周血, 标本抗凝处理, 2 000 r/min, 离心10 min, 留
取血浆, 送同济医院检验科经AU100自动生化分

析仪测定ALT值, 另取6只正常小鼠血浆作为正

常对照. 
统计学处理 采用SPSS12.0软件包进行生存

分析, 绘制累计生存率曲线, 分析比较各处理组

之间生存率曲线分布的差异, P <0.05认为有统计

学差异. 各组血浆ALT、肝组织病理评分和病毒

蚀斑数的比较采用方差分析和t检验. 

2  结果

2.1 MHV-3感染量测定 计算测得MHV-3感染性

病毒量为5.4×109 PFU/L. 
2.2 小鼠生存分析 在无药物干预情况下, 本模型

小鼠在感染后5 d内全部死亡. 
2.2.1 大蒜新素处理对MHV-3性爆发型肝炎模

型鼠存活时间的影响: 治疗组12只小鼠均在5 d
内死亡; 预防组和预防+治疗组小鼠5 d内死亡

数分别为5只和3只. 经统计学生存分析, 治疗组

与模型对照组无明显差异(P >0.05), 预防组和

预防+治疗组与模型组和治疗组比较差异明显

(P <0.05), 预防组与预防+治疗组之间比较无明

显差异(P >0.05,  表1, 图1). 
2.2.2 双黄连处理对MHV-3性爆发型肝炎模型鼠

存活时间的影响: 双黄连治疗组、预防组和预

防+治疗组5 d内死亡数分别为8只、5只和4只, 3
组与模型组比较均有明显差异(P <0.05); 预防+
治疗组与预防组比较无明显差异(P >0.05), 但与

表  1  大蒜新素处理对模型小鼠存活时间的影响 (n  = 12)

     
分组

   剂量 每天死亡数(n /d) 中位生存

(mg/kg) 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d   时间(d)

治疗组     75  0  0  3  6  3  0  0    4.50

预防组     75  0  0  0  2  3  3  4    6.33a

预防+治疗组     75  0  0  0  1  2  5  4    6.60a

模型组       0  0  0  4  6  2  0  0    4.33

aP<0.05 vs  模型组和治疗组.

表  2  双黄连处理对模型小鼠存活时间的影响 (n  = 12)

     
分组

   剂量 每天死亡数(n /d) 中位生存

(mg/kg) 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d   时间(d)

治疗组    750  0  0  3  3  5  4  0    5.60a

预防组    750  0  0  0  2  3  4  3    6.25ac

预防+治疗组    750  0  0  0  1  3  3  5    6.67ac

模型组        0  0  0  4  6  2  0  0    4.33

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  模型组和治疗组.
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图� ��������� ��������  1  大蒜新素处理的累积生存率曲线.
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治疗组比较差异明显(P <0.05, 表2, 图2).
2.3 小鼠肝组织MHV-3滴度测定 两种药物治疗

组、预防组和预防+治疗组小鼠的肝组织病毒

滴度均较模型组明显减少; 双黄连预防组和治

疗组的病毒滴度与预防+治疗组比较有明显差

异(P <0.05, 表3). 
2.4 肝组织病理学检查 模型鼠肉眼可见肝脏体

积明显肿大, 呈酱紫色; 光镜下肝结构严重破坏, 
大片肝细胞破坏, 肝小叶结构紊乱, 肝索消失, 
肝窦内可见出血并有血栓形成, 在肝细胞坏死

区可见单核细胞和中性粒细胞浸润. 药物处理

组中以大蒜新素治疗组病变最为严重, 其他各

组肝脏体积较模型对照组小, 色泽呈暗红, 光镜

下肝细胞坏死面积较模型组小, 肝小叶结构无

明显紊乱, 但仍然可见大量肝细胞坏死, 呈点片

状, 肝窦内未见血栓形成, 炎性细胞浸润较模型

组轻. 双黄连的治疗组和预防+治疗组的肝病变

指数明显低于模型对照组, 其余各组肝病变指

数虽有所下降, 但与模型鼠比较无统计学差异

(表4).表4).). 
2.5 小鼠血浆ALT检测 大蒜新素处理对MHV-3
性爆发型肝炎模型鼠肝功能的影响. MHV-3感
染后引起血浆ALT显著升高, 但各处理组ALT明

显低于模型组(P <0.01), 且预防组和预防+治疗

组的ALT还明显低于治疗组(P <0.01, 表5).

3  讨论

我国重症肝炎发病率高, 临床治疗方法有限, 其
致病机制极其复杂[8,9], BALB/c小鼠感染MHV-3
后发生暴发型病毒性肝炎, 其临床特征和肝脏

病理特征与人类急性重症型病毒性肝炎极其相

似[10], 本实验表明, 在没有治疗或预防措施干预

时, 造模后3-5 d内全部死亡, 结果与以前文献提

供的证据符合[11]. 
大蒜新素、双黄连注射液体外抗MHV-3作

用本课题已有研究, 对MHV-3病毒致细胞病变

有明显的抑制作用[12,13]. 本次实验是进一步研究

在整体水平研究是否对MHV感染小鼠的存活

时间、血浆ALT水平、肝脏病理改变和肝组织

MHV-3病毒滴度变化有否影响, 综合评估两种

中药制剂的预防和治疗效应. 
结果显示, (1)两种中药制剂的3种处理方案

都能使模型鼠肝脏病毒滴度明显减少, 除双黄

连的预防组和预防+治疗组比治疗组的肝脏病

毒载量明显减少外, 大蒜新素各处理方案组之

间无明显差别; (2)各用药组的血浆ALT变化比

较一致, 均明显低于模型组; 3种用药方案之间

进行比较, 可见预防组和预防+治疗组的ALT水

表  3  肝组织MHV蚀斑测定 (PFU/mg)

     
分组   大蒜新素      双黄连

治疗组 4.53±0.55a 3.77±0.31ac

预防组 4.20±0.60a 3.63±0.15ac

预防+治疗组 3.70±0.44a 2.67±0.59a 

模型组 6.07±0.25 6.07±0.25

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  预防+治疗组和模型组.

表  4  肝组织病理指数评估(Rezkalla半定量分析法)

     
分组   大蒜新素      双黄连

治疗组 3.08±0.42 2.61±0.14a

预防组 2.81±0.32 2.68±0.12

预防+治疗组 2.80±0.56 2.55±0.06a

模型组 3.30±0.64 3.30±0.64

aP<0.05 vs  模型组.

表  5  大蒜新素、双黄连、处理后小鼠血浆ALT变化 (n  = 6)

     
分组

                        ALT变化(U/L)

          大蒜新素            双黄连

治疗组 4 453.12±402.66b 4 041.63±217.35b     

预防组 3 528.58±319.68bd 3 031.03±341.57bd  

预防+治疗组 2 716.21±520.01bd 2 883.32±353.21bd   

模型组对照组 5 573.79±320.52 5 573.79±320.52 

正常对照组      36.12±13.12      36.12±13.12

bP<0.01 vs  模型对照组; dP<0.01 vs  治疗组.

图� �������� ��������  2  双黄连处理的累积生存率曲线.
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平明显低于治疗组; (3)存活时间的观察结果: 治
疗组中, 大蒜新素治疗组小鼠感染后5 d内死亡

12只(100%), 与模型组比较无明显差异. 但双黄

连治疗组仅死亡8只(66.6%), 与模型组间有明显

差异. 而两种药物的预防组和预防+治疗组5 d内
死亡率(每组死亡3-5只, 25.0%-41.7%)均明显低

于模型组; (4)肝组织病理改变: 模型鼠发生暴发

型病毒性肝炎的典型肝脏病理改变. 各药物处

理组中以大蒜新素治疗组肝病变最为严重, 但
其他各组肝脏病变较模型鼠轻. Rezkalla半定量

分析结果显示只有双黄连预防组和预防+治疗

组的肝病变指数明显低于模型组, 其余各组虽

肝病变指数有所降低, 但与模型鼠相比无统计

学差异. 
综合分析上述结果, 我们可以看出, 两种中

药在不同程度上都能延长模型鼠的生命, 模型

鼠在感染后3-5 d内全部死亡, 用药后部分小鼠

的生命可延长到7 d, 但未能提高存活率. 两种

用药方案之间比较发现, 预防性用药和预防+治
疗用药能够有意义地提高5 d以上存活率, 而单

纯在造模后治疗性用药却不能, 预防组与预防

+治疗组之间也无明显区别, 提示预防性用药

是提高5 d以上存活率的主要因素, 本研究中造

模用的MHV-3的N蛋白具有促进前凝血质活性

提高、诱导mfgl2凝血酶原酶基因转录活性的

机制[3,10], 通过预防和预防+治疗的方式使用抗

MHV-3的药物可以减少MHV-3对肝细胞的损害

作用, 从而起到抑制或者阻碍病毒激发相关的

免疫损害机制, 保护肝细胞. 而病毒诱导的暴发

型肝炎一旦发生, 再予以药物治疗则已乏回天

之力. 药物处理后肝脏病变半定量分析结果与

小鼠存活时间的改变基本一致, 虽然从肉眼观

到光镜检查均见到肝病变较模型鼠轻, 但病变

仍然严重, 难以存活. 
进一步分析肝组织病毒载量变化, 两种药

物各处理组肝组织病毒含量都较模型鼠有明显

降低, 提示在本组MHV-3暴发型肝炎模型上, 大
蒜新素、双黄连都有明显整体抗病毒效应. 这
与我们在细胞模型上所观察到的结果基本相

符合[12,13]. 比较两种用药方案, 可见预防+治疗

组的肝病毒载量最低, 预防组其次, 治疗组最高

的变化特点, 但只有双黄连的预防+治疗组肝病

毒载量的降低有统计学意义, 提示药物在整体

水平也能抑制细胞内病毒增殖过程或能阻止病

毒的细胞间扩散和蔓延; 并进一步说明药物对

MHV-3感染的预防效应优于其治疗作用. 由于

整体实验采用人体中效剂量换算小鼠用药剂量, 
除外细胞模型研究中所选用药物剂量上的差异, 
故在整体水平证实, 双黄连的抗MHV-3作用确

实强于大蒜新素. 
肝细胞功能ALT的变化结果显示, 3种用药

模式都能明显降低感染鼠ALT水平, 但其水平仍

然平均高达2 716-4 453 U/L, 提示肝细胞功能损

害严重, 难逃死亡的命运, 与感染鼠严重的肝脏

组织学病变和最终结局相一致, 这与我们所选

用的暴发型肝炎模型有直接关系. 比较而言, 药
物预防组和预防+治疗组的ALT水平都明显低于

治疗组, 与5 d存活率的变化一致, 进一步说明整

体水平预防性用药可减轻MHV-3暴发型肝炎模

型鼠的肝损害. 
累及全球20多个国家和地区的SARS相关

冠状病毒经测序核实其序列与包括MHV在内

的Ⅱ型冠状病毒基因序列同源性最大[14-16], 在
MHV-3暴发型肝炎模型上, 双黄连、大蒜新素

都具有明显直接抗MHV-3效应, 双黄连的整体

抗M H V-3作用最强; 大蒜新素、双黄连预防

性用药可明显改善模型鼠的预后, 有意义地延

长模型鼠生存时间和减轻肝功能损害, 提示这

些药物的预防效应优于其治疗作用, 可能作为

冠状病毒流行期间人群预防的候选药物; 同时

提示, 这些药物可能还可通过调节机体免疫功

能、抑制免疫炎症反应或其他途径如抑制病毒

诱导的凋亡而发挥整体保护性效应, 其机制有

待进一步深入研究. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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