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·论著·

拉米夫定与原儿茶酸药物组合体内抗鸭乙肝病毒
潘琪，王玲，王俊俊，陈勇，韩凤梅

（湖北大学中药生物技术省重点实验室，武汉  430062）

摘要：目的：研究拉米夫定（3TC）联合原儿茶酸（PA）对鸭体内鸭乙肝病毒（DHBV）的抑制作用。方

法：感染DHBV的北京雏鸭模型随机分为3TC组，PA组，3TC/PA合用组及模型对照组，每天灌胃给药1次，连续给

药10天。分别于给药前、给药第5天、给药第10天及停药后第3天取血，检测血清中DHBV DNA、白蛋白（ALB）

和总胆红素（TBil）含量，以及谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）和碱性磷酸酶（ALP）活性，并对各时

间点肝组织进行病理形态学分析。结果：PA、3TC单用及合用对雏鸭血清DHBV DNA有抑制作用，且合用时的抑

制作用 为显著，停药3天后仍与给药前有显著性差异。同时，3TC与PA合用组血清中ALT、AST和ALP活性，以

及ALB和TBil含量均较模型对照组有一定程度的降低。另外，3TC组肝脏病理形态与模型对照组相比无明显改善，

但PA及其与3TC合用组肝组织病理形态均有一定程度改善。结论：3TC与PA合用可有效抑制雏鸭的DHBV感染，

且对DHBV所致雏鸭肝损伤有一定保护作用。
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Abstract: Objective: To investigate the anti-duck hepatitis B virus(DHBV) effect of lamivudine(3TC) combined with 

protocatechuic acid (PA) in vivo in Pekin-ducks. Methods: Pekin-ducks(1-3 days age)-DHBV infection mode were randomly divided 

into the mode control group, 3TC-treated group, PA-treated group, and 3TC plus PA treated group. After oral administration by 

gavage a single dose daily for 10 days, blood samples were collected by leg vein bleeding at 0, 5th-, 10th-day of drug administration 

and drug withdrawal 3th-day. The contents of DHBV DNA, AST, ALT, ALP, ALB and TBil in blood serum were determined. 

And the pathomorphological changes of liver tissue were examined. Results: Compared with the mode control, the contents of 

DHBV DNA in PA, 3TC and 3TC plus PA(3TC/PA) groups were decreased. Among them, 3TC/PA group showed more powerful 

inhibitory action, in which the inhibitory effect at drug withdrawal 3th-day still has signifi cant difference to that at pre-drug tratment. 

Meanwhile, the contents of ALT, AST, ALP, ALB and TBil in 3TC/PA group were also decreased in some extent. In addition, the 

hepatic pathomorphological changes in 3TC group has no siginifi cant difference to the mode control, but PA and 3TC/PA treatment 

improved the hepatic pathomorphology in some extent. Conclusion: The present work indicated that the co-administration of 3TC and 

PA has more powerful in vivo anti-DHBV effect and hepatoprotective effect than 3TC and PA used alone.
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拉米夫定（lamivudine，3TC）是目前治疗乙肝

的一线药物，可显著抑制乙肝患者HBV DNA，但由

于3TC对乙肝病毒抗原抑制作用低，耐药性差，长期

使用病毒反跳率高，以及易引起病毒突变等问题限

制了其临床应用[1-2]。原儿茶酸（protocatechuic acid，

PA）是叶下珠、丹参、芙蓉、五味子、益智仁等抗

HBV中药的重要活性成分，对HBV DNA、HBeAg和

HBsAg有一定的抑制作用，且作用机制不同于目前广

泛使用的核苷类似物[3-5]。

笔者前期研究表明，PA与3TC联合使用对HepG 
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2.2.15细胞HBV DNA 和HBeAg、HBsAg有明显协同

抑制作用[6]，PA增强了3TC对X蛋白入核的抑制作用

是产生这种协同作用的重要机制之一[7]。同时，PA与

3TC合用，不仅能明显减慢3TC在大鼠体内的吸收速

度、增加其吸收总量，也能明显减慢PA在大鼠体内的

吸收与消除速度、延长其体内作用时间[8]。本研究以

感染鸭乙型肝炎病毒（DHBV）的樱桃谷鸭为实验动

物模型，进一步研究了该药物组合体内抗DHBV的药

效作用。

材料与方法

1. 试剂 拉米夫定（纯度≥98%）、原儿茶酸

（纯度≥98%），购于武汉施瑞科技有限公司；DHBV

强阳性血清（病毒拷贝数大于5×109/mL）以及重组

质粒PCR211-DHBV115（是从DHBV全基因中选取

的DQ276978片段，含3 024bp[9]）由同济医院临床免

疫研究室提供（质粒拷贝数为2.77×1012/mL）；SYBR 

Green qPCR mix购于TOYOBO（上海）生物科技有

限公司；PCR引物由上海英骏生物技术有限公司合

成；B型超纯质粒小样快速提取试剂盒购于北京博

大泰克生物基因技术责任有限公司；一管式病毒

DNAout购于北京天恩泽基因有限公司；谷丙转氨酶

（ALT/GPT）测定试剂盒、谷草转氨酶（AST/GOT）

测定试剂盒、白蛋白测定试剂盒（ALB）、碱性磷酸酶

（ALP）测定试剂盒及总胆红素（TBil）测定试剂盒

购于南京建成生物工程研究所。

2. 仪器 美国 Bio-Rad 公司MJ-Mini Option Real-

Time PCR system；德国Berthold公司TriStar LB941多

功能酶标仪；法国Jouan公司超低温冰箱。

3. 模型雏鸭 1-3日龄樱桃谷鸭（以下简称雏

鸭，体质量35-40g，雌雄不拘，购自武汉市春江禽业

有限公司）经颈静脉采血分离血清，以DHBV强阳性

血清作为阳性对照，以灭菌双蒸水作为空白对照，定

量PCR扩增检测血清中DHBV DNA特异序列，筛选出

未感染DHBV的雏鸭（血清中DHBV DNA拷贝数低于

104/mL）。雏鸭经腿静脉注射0.2mL/只 DHBV强阳性

血清感染7d后，再经颈静脉采血分离血清，实时荧光

定量PCR检测血清中DHBV DNA拷贝数，选择血清中

DHBV DNA拷贝数在108/mL左右的雏鸭为模型动物。

4. 荧光定量PCR标准曲线制备[10] 经primer-

BLAST软件分析重组质粒PCR211-DHBV115 DNA序

列的同源性，找出保守序列并用primer3.0软件设计

DHBV定量PCR检测引物序列为：Ps1 5’-GCC TTA 

GCC AAT GTG TAT GAT C-3’，Ps2 5’-CGT GCT 

GAA TAA GAT AAC CTG TG-3’。配制一系列该重组

质粒标准溶液（含质粒拷贝数105-1012/mL）作为PCR

扩增模板，加入DHBV引物，进行实时荧光定量PCR

扩增分析。PCR扩增条件为：94℃预温5min后进

行40次PCR扩增循环（94℃ 50s，51℃ 45s，72℃ 

20s），检测SYBR Green荧光信号。以样品到达对

数期的循环数（Ct值）为横坐标，质粒拷贝数对数

（log贝数）为纵坐标，建立荧光定量PCR标准曲线：

log拷贝数= -0.3366Ct+15.84，r=0.999。

5. 血清中DHBV DNA的定量分析 雏鸭经乙醚

麻醉后，用一次性1mL注射器经腿静脉采血0.5mL装

入已灭菌的eppendoff管中，12 000r/min离心10min，

取血清用DNAout试剂盒提取病毒DNA用于PCR定量

测定。根据已建立的病毒质粒PCR标准曲线，对待测

样品中的DHBV DNA拷贝数进行准确定量。

6. 体内抗DHBV DNA实验 感染DHBV雏鸭模

型随机分为模型对照组（灌胃等量0.85%氯化钠），

3TC组（50mg/kg），PA组（50mg/kg），以及50mg/kg 

3TC分别与12.5、25、50、100mg/kg PA合用组，每组

10只，每日灌胃给药1次，连续给药10d。分别于给药

前（T0）、给药第5天（T5）、给药第10天（T10）和停

药后第3天（P3），从腿静脉采血0.5mL/只，分离血

清，-20℃保存，用于检测血清中DHBV DNA拷贝数。

7. 对雏鸭肝功能的影响实验 分组及给药同

“6.”项，仅于给药前（T0）及给药第10天（T10）检测

血清中与肝功能相关的生化指标。

8. 肝脏病理分析实验 实验分为正常对照组，模

型对照组，模型雏鸭3TC给药组（50mg/kg），模型雏

鸭PA给药组（50mg/kg）和模型雏鸭3TC/PA联合给

药组（两者均给50mg/kg），每组10只，每日灌胃给药

1次，连续给药10d。正常和模型对照组均灌胃等量

0.85%氯化钠溶液。分别于给药前（T0）、给药第10天

（T10）与停药后6d（P6）取肝组织。肝组织经固定、

脱水处理、石蜡包埋、切片及HE染色后，用于肝脏病

理变化分析。

9. 统计学方法 实验数据采用SPSS 17.0统计软

件进行数据处理和统计分析，组间比较采用单因素

方差分析。

结果

1. 给药对血清DHBV DNA含量的影响 见表1。

由表1可知，模型对照组血清DHBV DNA含量波动

不大，缓慢起伏并长时间维持在一个较为均衡的水

平。3TC组用药后血清中DHBV DNA含量立即下降，

到第10天时下降 为显著（P<0.01），但停药后病毒

血症即出现反跳，与用药前相比无统计学差异。PA
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组用药后起效较慢，用药5d后血清DHBV DNA含量

虽有一定程度下降，但没有显著性差异；用药10d后

血清DHBV DNA含量继续下降，且停药后也不易反

弹，与用药前有显著性差异（P<0.05）。3TC/PA各

剂量组用药5d与用药10d对鸭血清中的病毒DNA含

量均有一定抑制作用，与用药前相比都有显著差异

（P<0.01）。3TC/PA 1:0.25组与3TC组相比差异不大，

且停药后病毒血症反弹趋势较为明显；3TC/PA 1:1组

在治疗期间DHBV DNA降低趋势 为明显，且停药

3d后仍与用药前有显著性差异（P<0.01），说明原儿

茶酸对DHBV DNA的抑制作用与药物剂量比例间有

一定关系。

时间

T0

T10

组别

模型对照组

3TC组

PA组

3TC/PA（1:0.25）组

3TC/PA（1:0.5）组

3TC/PA（1:1）组

3TC/PA（1:2）组

模型对照组

3TC组

PA组

3TC/PA（1:0.25）组

3TC/PA（1:0.5）组

3TC/PA（1:1）组

3TC/PA（1:2）组

n

9

9

9

9

8

9

8

9

9

9

9

8

9

8

ALT

（U/L）

64.9±23.3

64.7±13.7

65.3±19.8

65.6±18.7

64.5±15.5

64.6±17.9

64.0±16.3

62.2±15.0

59.6±20.9

49.6±17.1

48.7±15.5

49.7±14.1*

47.7±12.5*

46.9±17.9*

AST

（U/L）

75.1±14.2

76.6±16.0

75.1±14.1

76.1±17.8

74.7±17.9

75.2±13.6

75.2±9.3

73.9±21.2

73.4±19.5

59.9±20.0

59.3±18.3

58.2±15.9

58.7±16.9*

57.3±19.8*

ALB

（g/L）

14.6±2.2

14.9±2.1

15.3±2.6

14.8±2.6

14.8±3.1

15.0±2.3

14.9±2.5

15.5±1.8

14.9±3.4

11.9±3.1*

12.7±3.0

11.3±2.8*

12.0±3.2*

11.9±3.3*

ALP

（U/L）

399±81.9

400±116.0

391±71.5

392±75.0

389±84.1

373±38.4

400±94.1

203±20.7

159±6.7

155±14.8

142±12.4

134±12.8

109±21.1

130±11.4

TBil

（μmol/L）

12.7±4.9

13.9±4.7

13.9±4.7

13.9±4.7

13.4±5.8

14.8±9.6

13.9±7.4

14.8±4.5

10.1±3.1

8.4±3.6*

8.4±4.7

9.3±4.3

7.3±2.9*

7.0±4.2*

表2 各组用药前后血清中肝功能生化指标（x-±s）

组别

模型对照组

3TC组

PA组

3TC/PA（1:0.25）组

3TC/PA（1:0.5）组

3TC/PA（1:1）组

3TC/PA（1:2）组

n

9

9

9

9

8

9

8

用药前（T0）

8.11±0.16

8.04±0.28

8.07±0.32

8.08±0.29

8.07±0.38

8.10±0.28

8.11±0.23

用药5d（T5）

8.04±0.22

  7.56±0.24**

7.85±0.37

  7.51±0.25**

  7.55±0.24**

  7.41±0.30**

 7.51±0.35**

用药10d（T10）

8.19±0.18

   7.20±0.46**

 7.80±0.43*

  7.20±0.37**

  7.06±0.43**

  6.87±0.22**

 6.93±0.14**

停药3d（P3）

8.13±0.21

7.82±0.44

7.86±0.15*

7.74±0.48*

7.68±0.49*

7.61±0.36**

7.66±0.33**

Log DHBV DNA（拷贝数/mL）

表1 各组用药前后血清DHBV DNA含量（x-±s）

注：3TC/PA 1：0.25、1：0.5、1：1和1：2组分别指50mg/kg 3TC
分别与12.5、25、50和100mg/kg PA合用组；与本组用药前比较，        
*P＜0.05，**P＜0.01。下表同。

模型对照组均有一定程度的下降，特别是3TC/PA 1:1

和1:2组下降程度更为明显，与用药前相比有显著性

差异（P<0.05）。此外，用药10d后ALP活性较用药前

大幅下降，即使模型对照组也出现了显著下降（原

因尚不明确）。给药10d后PA组、3TC/PA 1:1及1:2组

ALB与TBil相比给药前显著降低（P<0.05），其它组

虽对肝功能有所改善，但无统计显著性。以上结果说

明PA对DHBV所致雏鸭的肝损伤有一定保护作用，且

剂量越大效果越明显。

3. 给药对肝组织病理变化的影响 与模型对

照组相比，不管是单一用药组，还是联合用药组，雏

鸭体质量均无显著变化。肝脏病理切片分析表明，

2．给药对雏鸭肝功能的影响  见表2。雏鸭被

DHBV感染后，肝功能出现异常。经3TC与PA联合治

疗10d后，各组血清中ALT、AST、ALB、ALP与TBil较

LK

JI

HG

FE

DC

BA

 注：A. 正常对照组T0，B. 正常对照组T10，C. 模型对照组T0，D. 
模型对照组T10，E. 3TC组T10，F. PA组T10，G. 3TC/PA组T10，H. 正常对
照组P6，I. 模型对照组P6，J. 3TC组P6，K. PA组P6，L. 3TC/PA组P6。

图1 鸭肝脏组织病理切片 (HE×40)
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DHBV感染导致的雏鸭肝损伤。肝脏病理形态学分

析也证明3TC与PA合用时对肝组织病变有一定改善

作用。上述实验结果进一步证实了3TC联合PA用于

治疗病毒性乙肝的科学性与合理性。
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正常对照组T0（图1-A）与T10（图1-B）肝组织未见明

显异常，肝索明显，汇管区域清晰，中央静脉可见少

量红细胞。模型对照组T0肝组织呈现局灶性肝细胞

坏死、肝索紊乱、小叶结构不完整、炎性细胞浸润

及出血（+），部分细胞出现明显的空泡变性及溶解     

（图1-C）；模型对照组T10肝细胞有弥漫性空泡变性

及溶解，炎性细胞浸润加重（++++）（图1-D）。给药

10d后，3TC组肝细胞有弥漫性空泡变性，部分区域

可见肝细胞坏死及炎性细胞浸润（++++）（图1-E）；

PA 组肝细胞有弥漫性肿胀，轻度空泡变性（细小空

泡）（++），汇管区域有炎性浸润（图1-F）；3TC/PA

组肝组织有散在局灶性肝炎性细胞浸润，部分区域

中央静脉周围可见肝细胞肿胀及轻度空泡变性（+）

（图1-J）。停药6d后，正常对照组（图1-H）与模型对

照组（图1-I）肝组织病理改变与同组T10基本相同；

3TC组肝细胞有弥漫性空泡变性，局灶性炎性细胞

结节及肝细胞坏死（+++）（图1-J）；PA组肝细胞有

弥漫性空泡变性和炎性细胞浸润（+++）（图1-K）；

3TC/PA组肝细胞有肿胀，弥漫性空泡变性，中央静

脉周围有炎性细胞浸润（++）（图1-L）。停药后各组

病变程度与治疗10d时相比，均有一定程度加重，但

3TC/PA组的治疗效果明显优于同时期各组。

讨论

目前对乙型肝炎病毒引起的慢性肝病尚无理想

的治疗方法，美国食品药品监督管理局（FDA）批准

用于乙肝治疗的传统方法包括注射干扰素和口服核

苷类药物，但是长期服用效果均不太理想[11-12]。许

多中药有效成分如五味子素[13]、齐墩果酸[14]等在保

护肝细胞、改善肝功能、降低转氨酶等方面有显著

的作用。猪苓多糖[15]、冬虫夏草[16]等中草药可提高巨

噬细胞吞噬功能，激发多种与免疫和炎症反应相关

的生物活性因子，诱导产生干扰素，有利于乙肝病毒

的清除。多种益气凉血解毒类中药可以对拉米夫定

诱发的乙型肝炎病毒YMDD变异起到明显的抑制作       

用[17]。因此，由于中、西药在乙肝病毒清除、恢复肝

功能、防止肝纤维化、免疫机能调节等方面具有互补

之处，中西药联合治疗慢性乙型肝炎已成为当今研

究热点。 

本文研究结果表明，3TC与PA合用对DHBV的抑

制作用强于两药单用，且停药3d后与用药前相比仍

有显著性差异，提示3TC与PA合用可改善3TC单用时

停药反跳现象与耐药性。同时，3TC与PA合用对血清

中AST、ALT、ALP酶活及ALB、TBil含量的抑制作用

也强于两药单用，表明PA与3TC合用可以有效缓解
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·论著·

中医肠疗理论体系构架初探
靳桂春，王晞星，冯玛莉，苏娟萍 

（山西省中医药研究院中医肠疗研究室，太原  030012）

摘要：中医肠疗法应用日趋广泛，然受理论之限，在应用中尚存在种种弊端。为进一步拓展中医肠疗应用

范畴、提高疗效，文章以大肠自身生理为经，奠定肠疗理论基础；以人体脏腑功能相关性为纬，拓展肠疗理论范

畴；以肠道给药辨证施治为纲，体现肠疗理论价值；借鉴现代科学技术与方法，完善肠疗理论体系，旨在结合大

肠与人体整体功能相关性，探讨肠疗机制，为肠疗法提供辨证施治的思路规范。

关键词：中医；肠道给药；疗法；理论体系
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Exploration of construction of TCM theoretical system of intestinal therapeutics

JIN Gui-chun, WANG Xi-xing, FENG Ma-li, SU Juan-ping  

( Intestinal Therapeutics of TCM, Shanxi Academy of Chinese Medicine, Taiyuan 030012, China )

Abstract: The TCM intestinal therapeutics application is widespread nowadays. However limited by theory, many 

defects exist in the application. In order to further expand application of TCM intestinal therapeutics and improve curative 

effect, we introduce techniques in both inner intestinal and outer intestinal therapeutics with using macro and micro mechanisms, 

combining with modern science and technology. The meaning is to build the theoretical system of intestinal therapeutics and 

provide a complete system of methodology.
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