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摘　要　本试验利用蔷薇科植物提取物 (SHY)分别与新城疫、禽流感 H9、H5亚型病毒作用后 ,接种 10 d SPF鸡

胚 ,评价 SHY对病毒的抑制作用 ;给 21 d SPF鸡连续口服该中药提取物 5 d后 ,分别用新城疫、禽流感病毒攻击 ,观

察对 SPF鸡的保护作用。结果表明 :SHY测试剂量对 SPF鸡胚没有毒性 ;20、10、5和 215 mg/ mL 提取物与一定量

的新城疫、禽流感 H9亚型病毒作用后 ,鸡胚全部存活 ,病毒测定为阴性 ;与禽流感 H5亚型病毒作用后 ,215 mg/ mL

组不能完全保护鸡胚存活 (6/ 8) ,病毒分离阳性。在攻毒试验中 ,SPF鸡分别按 60、50、40和 20 mg口服后 ,用新城疫

和禽流感 H9亚型攻毒保护分别为 5/ 5、5/ 5、5/ 5和 4/ 5。显示 SHY不但能显著抑制新城疫、禽流感 H9和 H5亚型在

鸡胚上增殖 ,而且能保护新城疫、禽流感 H9亚型病毒的攻击。对 SHY深入的研究 ,有望开发出有效抗禽流感药物。
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Abstract　In order to ass ess virus inhibition of the extract liquid originated from herb medicine , the extract liquid was

mixed with Newcastle dis eas e virus (ND) , H9N2 s ubtyp e and H5 s ubtyp e of avian influenza virus (AIV) resp ectively

before inoculation into chicken embryo on day 10. In the meantime , the extract liquid was applied continually to 212day

old sp ecific p athogen free (SPF) chickens by oral drop . After five days of oral adminis tration , the SPF avian challenged

by ND virus and AIV2H9N2 virus resp ectively was monitored every day to determine the protection agains t above two

p athogens . The res ults implied that the extract liquid had no toxin for chicken embryo ; ND and AIV2 H9N2 virus could

not proliferated and proved to be negative in chicken embryo after treating with 20 mg/ mL ,10 mg/ mL ,5 mg/ mL and 215

mg/ mL herb medicine resp ectively. Only 6/ 8 chicken embryos remained alive during the inoculating with AIV - H5 s ub2
typ e virus and the sp ecific virus could be is olated on urine s ac of the chicken embryo after treating by 215 mg/ mL herb

medicine . In the challenging exp eriment agains t NDV and AIV2 H9N2 virus , 5/ 5 ,5/ 5 ,5/ 5 and 4/ 5 SPF chickens could

s urvive resp ectively. The above evidence implys that the extract herb medicine can inhibit the proliferation and prevents

the challenge by above two virus . It is anticip ated to develop the effective medicine for preventing avian influenza if the

main s ubstances in herb medicine will be identified in future .
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　　新城疫和禽流感严重威胁我国养禽业的发展 ,

已经造成了很大经济损失。近期报道的禽流感感染

人致死 ,引起了社会的恐慌[1 2 ]。养殖户使用新城

疫苗弱毒疫苗、灭活疫苗 ,禽流感灭活疫苗成功控制

了新城疫、禽流感的暴发和大流行。目前我国养殖

格局主要是以农村农民为主体 ,局部地区高密度养

殖 ,造成生物安全环境极度恶化。同时养殖技术存

在严重参差不齐 ,导致散发性、非典型新城疫和禽流

感在今后很长一段时间内仍会流行 ,因此从其他途

径研究和开发高效防治药物实为必要。

瑞士公司成功开发抗流感新药磷酸奥司他韦 ,

商品名为“达菲”,再次证实了植物提取物及其衍生

物可以有效控制病毒性疾病的流行[3 ]。使用植物

提取物是否可以防治家禽新城疫和禽流感 ,一直成

为目前养殖企业和制药企业研究的热点。本课题组

利用蔷薇科植物提取物 SHY,通过病毒抑制试验、攻

击保护试验来探讨本中药制剂的防治禽流感、新城疫

的效果 ,同时为开发防治人禽流感新药奠定基础。

1　材料与方法

111　植物提取物 SHY

SHY为蔷薇科植物经乙醇粗提取 ,再经氯仿萃

取得有效成分 SHY ,配制成 100 mg/ mL 水溶液 ,p H

310～315 , 呈微黄色 ,室温放置稳定。

112　毒株

新城疫病毒标准北京株强毒 ( F4) 、购自中国兽

药监察所 ,测定病毒对 SPF 鸡胚的半数致死量为

10610 ELD50 ,对 21 d SPF 鸡半数致死量 (LD50 ) 为

10410LD50。禽流感 H9N2 亚型、禽流感 H5 亚型用

前使用鸡胚复壮 ,测定病毒对 SPF鸡胚半数致死量

分别为 10818 ELD50和 10713 ELD50。禽流感 H9N2亚

型对 21 d SPF 鸡的半数感染量为 10616 ID50。

113　鸡胚和鸡

10 d SPF鸡胚、21 d SPF公鸡购自北京梅里亚

维通实验动物公司 ,实验动物许可证号为 SCYK

(京) 2005 - 0002 ;饲料购自北京市科澳协力饲料有

限公司 ,许可证号为 SCYK(京) 2005 - 0007。SPF

鸡饲养在不锈钢正压隔离器中 ,空气经过过滤除菌 ,

饮水和饲料经过消毒处理后通过传递舱进入饲养

室 ,所有试验均在生物安全三级实验室进行。

114　植物提取物 SHY对 SPF鸡胚最大无毒剂量的

测定

将 SHY用无菌生理盐水做 60、40、20、10、5、

215和 1125 mg/ mL 稀释 ,然后经尿囊腔接种于生

长良好的 10 d 鸡胚 ,每个稀释度分别接种 5 枚鸡

胚 ,012 mL/胚 ,对照组鸡胚同法接种等剂量的生理

盐水。弃去 24 h内死亡的鸡胚 ,连续观察 6 d观察 ,

以不出现死亡和鸡胚体病变作为该药对鸡胚的无毒

浓度。

115　植物提取物 SHY抑制鸡胚中新城疫病毒增殖

试验

将提取物 SHY按对鸡胚无毒剂量 20、10、5 和

215 mg/ mL 分别与等量的 104 ELD50的新城疫病毒

液混合 ,在 (25±1) ℃条件下作用 15 min ,分别接种

8枚 10 d SPF鸡胚的尿囊腔 ,37 ℃下孵化至 120 h ,

记录鸡胚死亡情况 ,弃去 24 h 内死亡鸡胚 ,收集尿

囊液 ,测定鸡胚的尿囊液的血凝效价 ,并观察鸡胚体

的病理学变化[4 ]。

116　植物提取物 SHY抑制鸡胚中禽流感病毒增殖

的试验

取 20、10、5和 215 mg/ mL SHY分别与一定量

的 H9N2和 H5亚型病毒液混合 ,作用条件同上 ,分

别接种 10 d的 SPF鸡胚的尿囊腔 ,37 ℃孵化连续

观察鸡胚存活状况 ,收集尿囊液 ,测定血凝效价[5 ]。

试验结束后废弃物做高压灭菌处理。

117　植物提取物 SHY对 SPF鸡的新城疫病毒、禽

流感 H9 N2病毒攻毒保护试验

分别以每日 60、50、40 和 20 mg/只经口给药 ,

分 2次给药 , 5 d 后颈部皮下注射 H9N2 病毒 012

mL/只 ,攻毒后继续口服 SHY 5 d。记录其精神状

况、死亡情况、是否咳嗽、体重改变、食欲等情况 ,并

统计成活率和死亡率。试验结束后 ,剩余鸡只使用

安乐死后高压灭菌处理。

2　结　果

211　植物提取物 SHY对鸡胚的无毒剂量

使用灭菌生理盐水稀释植物提取物 SHY(每毫

升含 60、50、40、20、10、5 和 215 mg)尿囊腔接种鸡

胚 ,连续观察 6 d ,每组的 5枚鸡胚全部存活 ,发育健

康 ,说明该制剂原提取物及其本试验各种稀释度对

鸡胚在观察时间内无毒性作用。

212　植物提取物 SHY对鸡胚新城疫病毒增殖的影

响

使用灭菌生理盐水稀释为 20、10、5和 215 mg/

mL 的提取物分别与新城疫病毒作用 15 min后接种

鸡胚 ,SPF 鸡胚全部存活 ,尿囊液血凝效价全部为阴

8
　

中 国 农 业 大 学 学 报 2005年 第 10卷



性。对照组鸡胚全部死亡 ,鸡胚的尿囊液存在血凝特

性 ,血液凝集效价平均值为 (715±112) log2 (表 1)。

表 1　不同剂量植物提取物 SHY抑制新城疫病毒在

鸡胚中的增殖

Table 1　Proliferation of Newcastle disease virus in chicken em2
bryo after treating with different dilution of herb ex2
tract liquid

稀释剂量

(mg/ mL)

数量

(枚)

死亡数

(枚)

存活数

(枚)

病毒效价

(Log2)

20 8 0 8 0

10 8 0 8 0

5 8 0 8 0

215 8 0 8 0

对照组 8 8 0 715±112

213　植物提取物 SHY对鸡胚禽流感病毒增殖的抑

制

含 20、10、5和 215 mg/ mL 植物提取物 SHY与

禽流感 H9亚型病毒作用后 ,不同剂量试验组鸡胚

全部存活 ,其尿囊液血凝效价为阴性 ,对照组接种

H9N2病毒鸡胚 5/ 8死亡。各测试剂量植物提取物

组 SHY与禽流感 H5 亚型病毒作用后 ,20、10 和 5

mg/ mL 可以全部保护鸡胚存活 ,215 mg/ mL 剂量

组 6/ 8保护 ,对照组接种 H5 亚型病毒全部死亡。

接种 2种亚型禽流感病毒后 ,对照组存活和死亡鸡

胚的尿囊液存在血凝特性 ,效价分别为 (812 ±114)

Log2 和 (512±112) Log2 (表 2) 。

表 2　不同剂量植物提取物 SHY抑制禽流感

病毒 H9 N2和 H5亚型在鸡胚中的增殖

Table 2 　Proliferation of avian influenza virus in chicken em2
bryo after treating with different dilution of herb ex2
tract liquid

稀释剂量

(mg/只)

数量

(枚)

鸡胚存活数 (枚) 病毒效价 (Log2)

H9N2 H5亚型 H9N2 H5亚型

20 8 8 8 0 0

10 8 8 8 0 0

5 8 8 8 0 0

215 8 8 6 0 116±111

对照组 8 5 0 812±114 512±112

214　植物提取物 SHY对鸡新城疫病毒感染的预防

效果

接种新城疫强毒 ( F4)后 , 60、50和 40 mg/只试

验组 SPF鸡全部存活 ,剖检病变显示 40 和 20 mg/

只试验组鸡的腺胃、肠道出现出血病变 ,并且从 20

mg/只组鸡的气管和喉头中分离病毒呈阳性 (表 3) 。

由此可见中药提取物高剂量 (60 和 50 mg/只)能有

效降低病毒造成的胃肠道出血性病变 ,从而有效控

制新城疫造成的死亡。

215 　植物提取物 SHY对 21 d SPF鸡流感感染的预

防效果

使用禽流感 H9N2 攻毒后 ,试验组和对照组均

未出现死亡鸡只 ,仅发现 20 mg/只组攻毒 48 h后出

现采食量下降、咳嗽、流鼻液症状 ,持续 24 h。剖检

发现 20 mg/只组 SPF鸡出现不同程度的气管发红、

淤血。对照组出现 50 %的气管环发红。试验组 60、

50和 40 mg/只组 ,病毒分离呈阴性 ,20 mg/只和对

照组病毒分离阳性 (表 4) 。

表 3　不同剂量植物提取物 SHY防治鸡新城疫病毒株的结果

Table 3 　Protective efficacy against vivid Newcastle disease
virus after treating with different dilution of herb
extract liquid

口服剂量

(mg/只)

鸡数量

(只)

死亡

(只)

胃、肠道出

血性病变 (只)
病毒分离

60 5 0 0 -

50 5 0 0 -

40 5 0 1 -

20 5 1 3 + (5/ 5)

对照组 5 5 5 + (5/ 5)

表 4　不同剂量植物提取物 SHY防治鸡禽流感 H9

亚型的结果

Table 4　Protective efficacy against H9 subtype avian influenza
virus after treating with different dilution of herb ex2
tract liquid

口服剂量

(mg/只)

鸡数量

(只)

死

(只)

气管发病

(只)
病毒分离

60 5 0 0 -

50 5 0 0 -

40 5 0 1 -

20 5 1 2 + (5/ 5)

对照组 5 1 5 + (5/ 5)

3　讨　论

311　植物提取物 SHY提取物攻毒保护鸡新城疫和

禽流感病毒可能的机制

新城疫强毒株、禽流感弱病毒能在尿囊腔增殖
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并产生感染性子代病毒 ,也可以在许多组织和器官

中增殖 ,引起全身性感染 ,造成鸡胚死亡[6 ]。常常

根据药物能否抑制以上 2 种病毒在 SPF鸡胚上增

殖特性来评价药效。

本试验中植物提取物 SHY抑制 ND和 AIV 病

毒在 SPF鸡胚上增殖原因有二 :其一 ,可能与提取

的中药 SHY的 p H值显酸性有关。研究表明酸性

物质与病毒作用后导致病毒失活 ,病毒失去了在鸡

胚上的增殖特性。其二 ,植物提取物 SHY提取物可

能对新城疫、流感病毒具有杀灭作用。药物活性成

分使病毒失活 ,导致病毒失去了感染鸡胚的活性 ,从

而保证了鸡胚的存活。本课题组以前的研究发现植

物提取物 SHY稀释到 1∶128倍时 ,仍能抑制家禽大

肠杆菌、葡萄球菌的生长 ,这也间接证实 SHY中存

在抗病毒、抗细菌活性成分。

本试验表明植物提取物 SHY每只按 60、50 和

40 mg/只剂量口服 5 d后 ,可以保护 ND强毒、AIV

病毒的攻击。其可能的原因是 SHY提取物通过血

液吸收后 ,进入机体全身细胞 ,通过抑制禽流感、新

城疫病毒在鸡体靶细胞上的增殖 ,降低了病毒的感

染和侵害机会 ,缓解了病毒在气管、胃、肠道等靶器

官的出血性病变 ,消除了机体弥散性血管内出血 ,从

而控制了病毒攻击引起的死亡。本试验中高剂量组

(60和 50 mg/只)鸡体内靶器官病变减轻 ,也证实植

物提取物 SHY可以减轻病毒的侵害。这提示植物

提取物 60、50、40 mg/只使用可以预防家禽新城疫

和禽流感流行。

312　植物提取物 SHY有效成分预防人禽流感的可

能性

2003年亚洲地区爆发禽流感以来 ,亚洲地区已

经 66 人死于禽流感[7 ]。我国 2005 年 12 月已经证

实 5名患不明原因肺炎患者被禽流感感染[7 ]。

本试验中植物提取物 SHY通过液相色谱仪分

析 ,证实存在 24条特征性吸收峰 , 具体何种成分具

有抑制病毒的作用 ,仍然需要进一步探索。在进一步

的研究中 ,将以 SPF鸡人工感染禽流感作为发病模

型 ,开展 SHY不同组分抗新城疫、禽流感试验 ,探讨

SHY及其有效成分防治人禽流感的可能性。
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