
第４４卷　第９期
２０２６年 ９月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２６

ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３７７１７．２０２６．０９．０４２

清热解毒方抗人乳头瘤病毒的作用机制研究

吕佳，路瑶，王德彦，冉雪梦
（青岛市中医医院、青岛大学附属青岛市海慈医院，山东 青岛 ２６６０３３）

　　摘要：目的 探究清热解毒方对人乳头瘤病毒（ＨｕｍａｎＰａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）的作用机制，主要从分子水平及细胞水平
探索其在免疫调节作用机制。方法 在分子水平上，采用大分子相互作用方式探索清热解毒方与ＨＰＶ病毒的结合能力；
本研究设置以下实验组别：（１）空白对照组：加入等体积完全培养基。（２）ＬＰＳ组：终浓度１μｇ／ｍＬ。（３）清热解毒方：
２０、１００、５００、１０００μｇ／Ｌ４个浓度梯度。细胞水平上采用Ｒａｗ２６４．７及Ｊｕｒｋａｔ细胞，并通过ＲＴ－ＰＣＲ的方法测定细胞上
清中ＴＮＦ－α等细胞因子的表达水平。结果 清热解毒方可在分子水平结合 ＨＰＶ病毒；清热解毒方具有激活巨噬细胞
的作用，增强其吞噬中性红的能力，且促进巨噬细胞中一氧化氮（ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅ，ＮＯ）、肿瘤坏死因子α（ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃ
ｔｏｒ－ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ，ＩＬ－１β）、干扰素 β（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｂｅｔａ，ＩＦＮ－β）的分泌。结论
清热解毒方通过直接结合ＨＰＶ病毒和增强免疫细胞活性两种机制起到抗 ＨＰＶ作用。结论 研究证实清热解毒方通过

直接结合ＨＰＶ病毒蛋白和双向调节免疫细胞功能双重机制发挥抗ＨＰＶ作用。
　　关键词：抗人乳头瘤病毒；清热解毒方；免疫调节；作用机制
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ｏｄｓＡｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｅｖｅｌ，ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＱｉｎｇｒｅ
ＪｉｅｄｕＦｏｒｍｕｌａａｎｄＨＰＶｖｉｒｕｓ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｓ．（１）Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｈｅｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍｗａｓａｄｄｅｄ．（２）Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＬＰＳｇｒｏｕｐ）：Ｔｈｅｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ１
μｇ／ｍＬ．（３）ＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＦｏｒｍｕｌａｇｒｏｕｐｓ：Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｆｏｕｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔｓ（２０，１００，５００，１０００μｇ／Ｌ）．Ａｔｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｅｖｅｌ，Ｒａｗ２６４．７ａｎｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｓｕｃｈａｓｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ
（ＴＮＦ－α）ｉｎｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴ－ＰＣＲ．ＲｅｓｕｌｔｓＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＦｏｒｍｕｌａｃｏｕｌｄｂｉｎｄＨＰＶａｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｐｕｒｇａｔｉｖｅｆｏｒｍｕｌａｈａｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｔｉｖａｔｉｎｇｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｉｒａｂｉｌｉｔｙｔｏｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｅｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃｒｅｄａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ），ＴＮＦ－α，ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β）ａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｂｅｔａ（ＩＦＮ－β）ｉｎｍａｃｒｏｐｈａ
ｇｅｓ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＱｉｎｇｒｅＪｉｅｄｕＦｏｒｍｕｌａｅｘｅｒｔｓａｎｔｉ－ＨＰＶｅｆｆｅｃｔｓｔｈｒｏｕｇｈｔｗｏｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，ｄｉｒｅｃｔｌｙｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅＨＰＶａｎｄｅｎ
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通讯作者：冉雪梦（１９７３－），女，山东青岛人，主任医师，博士，研究方
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　　人乳头瘤病毒（ＨｕｍａｎＰａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）是一种常见的
ＤＮＡ病毒，其感染与多种皮肤和黏膜问题相关，尤其是与多种
类型的癌症有关，包括宫颈癌［１－２］、肛门癌、口咽癌等［３－５］。

ＨＰＶ感染是全球宫颈癌的主要原因，对公共卫生构成严重威
胁。尽管现代医学已开发出针对 ＨＰＶ的疫苗和其他预防措
施，但全球许多地区的接种率仍不理想，且现有治疗手段并不

足以治愈已经发生的ＨＰＶ相关疾病。此外，由于文化、经济和

地理因素，很多患者难以获得标准医疗服务。由于 ＨＰＶ的感
染具有高度的普遍性和潜在的严重后果，开发有效的预防和治

疗措施至关重要［６］。

清热解毒方是中医中用于清除体内热毒的传统方剂［７］，

通常包含多种草药，如金银花、连翘、板蓝根等，这些药材被认

为具有清热、解毒、抗炎［８］和抗病毒的功效［９－１１］。课题组前期

发现清热解毒方可有效地抑制高危型 ＨＰＶ以及低危型 ＨＰＶ
在体内外的感染［１２］，清热解毒方可能通过多种生物活性功能，

如抗炎、抗氧化等，对ＨＰＶ有直接或间接地抑制作用［１３－１４］，但

具体如何发挥抗ＨＰＶ的作用机制有待进一步探究。因此本研
究从体内外两个方面探讨清热解毒方抗 ＨＰＶ的潜在作用机
制。通过深入研究清热解毒方的多靶点治疗潜力，希望能够为

ＨＰＶ相关疾病的治疗提供更多的科学依据和治疗选项。
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１　试剂与耗材
１．１　清热解毒方的配制　清热解毒方组成：金银花３０ｇ，板蓝
根３０ｇ，大青叶３０ｇ，木贼３０ｇ，土茯苓３０ｇ，薏苡仁３０ｇ，紫草
３０ｇ，白花蛇舌草３０ｇ，虎杖３０ｇ，连翘１５ｇ，黄柏１５ｇ，苦参１５
ｇ，当归１５ｇ，赤芍１５ｇ，莪术１５ｇ，甘草片１０ｇ。将所有中药材
按规定比例配好，加入相当于药材总重量两倍的水，浸泡１ｈ。
随后，用强火将其快速煮沸，之后转为文火，持续煮沸３０ｍｉｎ。
这一过程重复两次，以确保充分提取有效成分。两次煎煮后得

到的液体混合均匀，通过减压方法浓缩，直至每毫升浓缩液中

含有１克的生药成分。浓缩液冷却后，存放于４℃的冰箱中以
备后用。使用前，根据需要将浓缩液用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）稀
释至所需的浓度。

１．２　实验试剂　Ｒａｗ２６４．７细胞，长沙艾碧维生物科技有限
公司；Ｊｕｒｋａｔ细胞，长沙艾碧维生物科技有限公司；ＲＰＭＩ－１６４０
培养基，Ｇｉｂｃｏ公司（美国）；胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ（０．２５％），含酚
红，杭州吉诺生物试剂医药技术有限公司；胎牛血清，Ｇｉｂｃｏ公
司（美国）；青霉素－链霉素混合溶液（１００×双抗），杭州吉诺
生物试剂医药技术有限公司；Ｍ５ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｌｕｓＲＮＡ快速提取
试剂盒，北京聚合美生物科技有限公司；ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴＳｕｐｅｒ
ＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）逆转录反应试剂盒，诺唯赞生物
科技有限公司；ＣＣＫ８细胞增殖 －毒性检测试剂盒，一氧化氮
（ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅ，ＮＯ）检测试剂盒，中性红染色液，碧云天生物技
术有限公司；雷帕霉素，上海麦克林生化科技股份有限公司；

ＰＶ１１假病毒，中国海洋大学医药学院制备。
１．３　试验仪器　电子天平，梅特勒－托利多仪器有限公司；恒
温水浴箱；ＥＭａｘＰｌｕｓ光吸收酶标仪，美谷分子仪器有限公司；
ＮＯＶＥＬ光学显微镜，南京江南永新光学有限公司；湘仪
Ｈ１６５０－Ｗ台式高速离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公
司；ＨＨ６数显恒温水浴锅，手提式高压蒸汽灭菌锅，青岛创合
盛科教设备有限公司；ＢｉａｃｏｒｅＴ２００生物分子相互作用分析系
统，北京英木合生物有限公司；Ｂｉｏ－ＲａｄＴ１００梯度ＰＣＲ仪，伯
乐公司（德国）；Ｒｏｃｈｅ罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６实时荧光定量聚合酶
链式反应（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＰＣＲ）仪，罗氏公司（瑞士）。
２　试验方法
２．１　分组方法　本研究设置以下实验组别：（１）空白对照组：
加入等体积完全培养基；（２）ＬＰＳ组：终浓度１μｇ／ｍＬ。（３）清
热解毒方：２０、１００、５００、１０００μｇ／Ｌ四个浓度梯度。每组设６个
复孔，实验重复３次。
２．２　离子体共振系统　采用表面等离子体共振（ＳｕｒｆａｃｅＰｌａｓ
ｍｏｎＲｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）系统探究清热解毒方与ＨＰＶ衣壳蛋白质
结合作用。固定于芯片上的样品为清热解毒方和雷帕霉素

（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＡＰＡ），样品浓度均为１０ｍＭ；流动样品为重组人
ＦＫ５０６结合蛋白１２（ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｕｍａｎＦＫ５０６ＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ
１２，ｒＦＫＢＰ１２）和ＨＰＶ－１１，浓度分别为１０００μｇ／ｍＬ和１００μｇ／
ｍＬ，其中ＲＡＰＡ与ｒＦＫＢＰ１２作为阳性对照。

借助Ａｒｒａｙｉｔ，ＳｐｏｔＢｏｔ３针点平台中的 ＳｐｏｔＢｏｔ３Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｅｒ
控制软件将化合物置于生物芯片Ｇｒａｆｔ－ｔｏ－ＰＣＬ表面，紫外光
交联１５ｍｉｎ将化合物交联于芯片表面。蛋白质的初始浓度为
０．１～１μｇ／ｍＬ用ＰＢＳ缓冲液，按照一定的比例进行稀释，配置
好的不同浓度的化合物进样检测。得到的数据根据ＰＬＥＸＥＲＡ
ＳＰＲＤａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓＭｏｄｕｌｅ分析软件进行数据分析与拟合，获得

结合动力学常数。

２．３　细胞培养与传代　Ｒａｗ２６４．７细胞、Ｊｕｒｋａｔ细胞培养在
ＲＰＭＩ－１６４０完全培养基中，加入１０％胎牛血清和１％双抗，
５％ ＣＯ２，３７℃恒温培养，传代时细胞密度为２～４×１０

５／ｍＬ，
２～３ｄ传代一次。

当细胞汇合度达到８０％左右时，对其进行传代。采用真
空泵吸去旧的培养基，加入２ｍＬＰＢＳ溶液洗涤细胞，弃去ＰＢＳ
溶液，加入６ｍＬ的完全培养基，采用细胞刮将细胞收集，用１
ｍＬ的移液枪轻轻吹打细胞悬液１０次，使其混匀。移取１ｍＬ
细胞悬液加入到培养皿中，随后补加 ＲＰＭＩ－１６４０完全培养基
１０ｍＬ，混匀后，５％ ＣＯ２，３７℃培养。
２．４　细胞毒性测定　收集 Ｒａｗ２６４．７以及 Ｊｕｒｋａｔ细胞，重悬
后进行细胞计数，分别按５×１０４／ｍＬ、２×１０５／ｍＬ密度，种９６
孔板，每孔加入０．１ｍＬ完全培养基；分别设置给药组和空白对
照组，清热解毒方的给药浓度分别为２０、１００、５００、１０００ｇ／Ｌ，对
照组加入等体积的 ＰＢＳ或完全培养基，每组设６个复孔，５％
ＣＯ２，３７℃继续培养４８ｈ；培养结束后，每孔依次加入 １０μＬ
ＣＣＫ８试剂，轻轻振荡混匀后，继续孵育１～２ｈ。采用酶标仪，
在４５０ｎｍ波长下测ＯＤ值，细胞活力与ＯＤ值在一定范围内呈
线性关系。

２．５　巨噬细胞Ｒａｗ２６４．７吞噬中性红试验　收集 Ｒａｗ２６４．７
细胞，按照１×１０５／ｍＬ的细胞密度种９６孔板，０．２ｍＬ／孔，培养
１２ｈ后，各孔分别加入不同浓度的样品（２０、１００、５００、１０００ｇ／
Ｌ）或ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ），空白对照组加入等体积的培养基。孵育
２４ｈ后弃上清，每孔加入１００μＬ的０．０７５％中性红溶液，３７℃
继续孵育５ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤３次，除去游离的中性红，采用裂
解液（乙醇∶水∶乙酸 ＝５０∶４９∶１，ｖ／ｖ）室温裂解细胞４ｈ，于
５７０ｎｍ波长下测ＯＤ值。
２．６　巨噬细胞细胞因子释放的测定　使用 Ｒａｗ２６４．７细胞
系，并将它们分别种植在６孔板中。当细胞生长至大约８０％
的密度时，向培养系统中加入不同浓度的清热解毒方（２０、１００、
５００、１０００ｇ／Ｌ）。在添加后的２４ｈ，收集细胞样本，并通过定量
ＰＣＲ技术测定它们的关键细胞因子：肿瘤坏死因子 α（Ｔｕｍｏｒ
ＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）、白细胞介素１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
１ｂｅｔａ，ＩＬ－１β）和干扰素β（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｂｅｔａ，ＩＦＮ－β）的ｍＲＮＡ
表达水平。

２．７　巨噬细胞中ＮＯ释放的测定　在细胞密度７０％ ～９０％，
且细胞状态较好时，对 Ｒａｗ２６４．７细胞进行细胞计数，Ｒａｗ
２６４．７细胞按照 ２．０×１０４细胞／孔种于 ９６孔板中（１００μＬ／
孔），培养过夜。Ｒａｗ２６４．７细胞分别与不同浓度的清热解毒
方共孵育，给药浓度为２０、１００、５００、１０００ｇ／Ｌ，每组３个复孔，
空白组加入等体积的完全培养基。细胞培养１２ｈ后，除空白
组外向每孔加入ＬＰＳ（５０ｎｇ／ｍＬ），并设置全部加入 ＬＰＳ组别，
继续培养２４ｈ后，收集细胞上清液，采用碧云天 ＮＯ检测试剂
盒进行检测。

２．８　Ｔ细胞 Ｊｕｒｋａｔ细胞细胞因子释放的测定　使用 Ｊｕｒｋａｔ细
胞系，并将它们分别种植在 ６孔板中。当细胞生长至大约
８０％的密度时，向培养系统中加入不同浓度的样品（２０、１００、
５００、１０００ｇ／Ｌ）。在添加后的２４ｈ，收集细胞样本，并通过定量
ＰＣＲ技术测定它们的关键细胞因子：ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－２、
ＩＬ－１０的ｍＲＮＡ表达水平。
２．９　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２７．０软件执行数据统计分析。

９２２
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对于量化数据，以均数 ±标准差进行展示，采用 ｔ检验进行数
据间差异性分析；对于分类数据，以百分比形式呈现，并利用卡

方检验（χ２检验）进行比较分析。
３　试验结果
３．１　生物大分子动力学　生物大分子动力学参数表明，清热
解毒方与ＨＰＶ病毒蛋白具有良好的结合活性，结合常数随着
浓度增加而提高，平衡解离常数则逐渐降低，表明清热解毒方

对ＨＰＶ病毒蛋白具有较高的亲和力。结合反应时间的延长进
一步支持了清热解毒方对 ＨＰＶ病毒蛋白的稳定结合。见
表１。

表１　清热解毒方与ＨＰＶ病毒蛋白的结合动力学参数

浓度／
（μｇ／ｍＬ）

结合常数 解离常数
平衡解离

常数／（Ｍ）
结合反应

时间／（ｓ）
１ １．２×１０４ ５．８×１０－３ ４．８×１０－７ １１９
１０ ２．６×１０４ ４．３×１０－３ １．７×１０－７ １６１
２０ ４．１×１０４ ２．９×１０－３ ７．１×１０－７ ２３９

３．２　细胞毒性　采用 ＣＣＫ８的方法，探究了不同浓度清热解
毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞活力的影响，结果显示在１０００ｇ／Ｌ的终
浓度下，２４ｈ时细胞活力均大于９０％，说明其对 Ｒａｗ２６４．７细
胞没有明显的细胞毒性，结果如表２所示。

表２　清热解毒方对细胞活力的影响（珋ｘ±ｓ）

组别
质量浓度／
（ｇ／Ｌ）

相对细胞活力／（％）

Ｒａｗ２６４．７细胞 Ｊｕｒｋａｔ细胞

空白对照组 － １００ １００
清热解毒方 ２０ ９８．６７±１．４５ ９９．１２±０．３０

１００ ９５．７８±１．２９ ９８．５６±１．３２
５００ ９６．９３±０．９５ ９５．２３±１．２４
１０００ ９４．７５±０．４７ ９６．０４±０．８１

３．３　清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞吞噬中性红的影响　采用
中性红吞噬实验，探究了清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞吞噬能
力的影响。从结果（表３）可以看出：清热解毒方能够以剂量依
赖性的方式显著增强 Ｒａｗ２６４．７细胞的吞噬能力，提高 Ｒａｗ
２６４．７细胞的抗原呈递能力。Ｒａｗ２６４．７细胞的抗原呈递有助
于Ｔ淋巴细胞的激活和宿主适应性免疫系统的响应，进而提高
对病原体的识别清除能力。见表３。
表３　清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞吞噬中性红的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 质量浓度／（ｇ／Ｌ） 吞噬指数／（％）

空白对照组 － １００
ＬＰＳ组 － １３０．０２±１．０２
清热解毒方 ２０ １０８．４５±１．２１

１００ １０９．５０±０．９２
５００ １１５．３６±０．８６
１０００ １２３．２４±１．３４

３．４　清热解毒方对 Ｒａｗ２６４．７细胞中 ＮＯ释放的影响　ＮＯ
是由一氧化氮合酶从Ｌ－精氨酸合成的，是一种主要的效应分
子，可以刺激免疫系统，也参与细胞凋亡。检测结果可以看出，

ＬＰＳ作为阳性对照组可以显著提高 Ｒａｗ２６４．７细胞 ＮＯ的释
放，不同清热解毒方均对提高 Ｒａｗ２６４．７细胞 ＮＯ的释放，且
呈剂量依赖性。见表４。
３．５　清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞因子释放的影响　表５显
示了清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞免疫蛋白表达水平的影响。
与空白组相比，清热解毒方促进了 ＩＦＮ－β的表达，而仅在高

浓度下（５００、１０００ｇ／Ｌ）升高ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β的表达。这些结
果证明了清热解毒方能够增强巨噬细胞的抗病毒能力，同时清

热解毒方能在一定程度上平衡巨噬细胞 Ｍ１／Ｍ２，维持免疫稳
态。见表５。
表４　清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞中ＮＯ释放的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 质量浓度／（ｇ／Ｌ） ＮＯ释放的相对量／（％）

空白对照组 － １００
ＬＰＳ组 － １５０．１３±１．０５
清热解毒方 ２０ １１０．０６±１．５６

１００ １１４．２７±０．９８
５００ １２０．１９±１．２５
１０００ １２６．２３±０．８０

表５　清热解毒方对Ｒａｗ２６４．７细胞因子表达水平影响（珋ｘ±ｓ）

组别
质量浓度／
（ｇ／Ｌ）

ＴＮＦ－α／
（μｇ／Ｌ）

ＩＬ－１β／
（μｇ／Ｌ）

ＩＦＮ－β／
（μｇ／Ｌ）

空白对照组 － ２０．５５±１．３８ １９．５５±２．８７ １３５．４４±２０．５８
ＬＰＳ组 － ６４２．１９±１１．２９ ５９８０３．４５±２９．４７ ３５０７８．９６±３７．６５＃

清热解毒方 ２０ ２０．２５±０．４５ １８．５２±２．３８ ３０４．６９±２５．４４＃

１００ １９．３８±０．２６ ２８．６６±０．７４＃ ３９９．４７±１８．４７＃

５００ ２６．２５±０．４５＃ ３３．６０±１．５３＃ ６４６．２８±３１．２６＃

１０００ ３１．８６±０．９６＃ ３９．３９±２．９１＃ １１０７．３６±３３．７６＃

　　注：＃与空白组比较，Ｐ＜００５。

３．６　清热解毒方对 Ｔ细胞 Ｊｕｒｋａｔ细胞因子释放的影响　Ｊｕｒ
ｋａｔ细胞是一种人Ｔ细胞白血病细胞系，可用于 Ｔ细胞免疫功
能的研究，如Ｔ淋巴细胞的活化、分化以及诱导细胞死亡等。
我们采用ｑＲＴ－ＰＣＲ的方法，检测清热解毒方对Ｊｕｒｋａｔ细胞细
胞因子表达的影响。结果显示，清热解毒方能显著促进ＩＦＮ－
γ、ＩＬ－２和抑炎因子ＩＬ－１０的表达，表明清热解毒方能显著激
活Ｔ细胞，增强其抗病毒感染作用。同时，清热解毒方一定程
度上抑制了ＴＮＦ－α的表达，避免了体内免疫因子风暴的产
生，见表６。
表６　清热解毒方对Ｔ细胞Ｊｕｒｋａｔ细胞因子表达水平影响（珋ｘ±ｓ）

组别
质量浓度／
（ｇ／Ｌ）

ＴＮＦ－α／
（μｇ／Ｌ）

ＩＬ－２／
（μｇ／Ｌ）

ＩＦＮ－γ／
（μｇ／Ｌ）

ＩＬ－１０／
（μｇ／Ｌ）

空白对照组 － ３２．１２±１．０２ ２５．２６±１．３４ １０３．２１±９．８５ ２６．１５±１．３５
清热解毒方 ２０ ３４．４６±０．９６ ４７．３４±２．０３＃ １８６．６５±８．２６＃ ３２．２６±０．４９

１００ ２８．２６±０．９３ ５１．９３±１．２０＃ ２０６．７４±３．９５＃ ３９．７９±０．８５＃

５００ ２５．８７±０．８３＃ ５４．８５±１．６５＃ ４０７．２７±１６．３７＃ ５３．２７±１．０４＃

１０００ ２８．３７±０．２８ ６０．３７±１．９６＃ ６２８．６３±１５．２５＃ ８７．３３±０．６８＃

　　注：＃与空白组比较，Ｐ＜００５。

４　讨论
本文首先利用大分子相互作用仪测定清热解毒方与 ＨＰＶ

病毒蛋白的结合常数（Ｋａ）、解离常数和结合反应时间，结果显
示清热解毒方与ＨＰＶ病毒蛋白具有良好的结合活性。随着清
热解毒方浓度增加，结合常数提高，解离常数降低，结合反应时

间延长，表明清热解毒方与 ＨＰＶ病毒蛋白的结合更加稳定。
清热解毒方在体外具有显著地抗 ＨＰＶ病毒作用，通过破坏病
毒粒子结构和高效结合病毒蛋白，清热解毒方可能成为抗

ＨＰＶ病毒感染的潜在治疗药物［１５］。

本研究从中医理论角度分析，ＨＰＶ感染属“带下病”“阴
疮”范畴，其病因病机主要为湿热毒邪下注胞宫，兼夹正气亏

虚。清热解毒方中金银花、连翘为君药，现代药理证实其含绿

０３２
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原酸、连翘酯苷等成分，可通过抑制病毒ＤＮＡ聚合酶活性直接
抗ＨＰＶ；板蓝根、大青叶为臣药，其靛玉红成分可下调病毒Ｅ６／
Ｅ７癌基因表达；佐以土茯苓、薏苡仁利湿解毒，研究显示其多
糖成分能增强巨噬细胞吞噬活性，促进 ＩＦＮ－β分泌；使药甘
草所含甘草酸既可协同抗病毒，又能调节Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子平
衡。全方体现“清热解毒为主，扶正祛邪兼顾”的配伍特点，通

过多靶点作用既直接中和病毒颗粒，又双向调节免疫，符合中

医“既病防变”治疗理念。魏丽娜等［１６］发现清热解毒方联合

干扰素治疗可以有效提高宫颈 ＨＰＶ感染治疗的疗效，促进病
毒转阴，改善局部免疫反应，并且具有高安全性。在免疫调节

方面，本研究结果显示清热解毒方显著提高了 Ｒａｗ细胞中的
ＩＬ－２、ＩＦＮ－β的表达，降低 ＴＮＦ－α以及 ＩＬ－１β的表达，表
明清热解毒方可能通过多种途径调节宿主的免疫反应。

ＩＦＮ－β的提升是增强细胞介导免疫的关键因素，能够激活杀
伤性Ｔ细胞，增强抗病毒反应［１７－１９］。ＩＬ－２的增加则可能有
助于调节炎症反应并促进抗体介导的免疫反应，从而在抗病毒

防御中发挥作用［２０－２３］。

通过系统的科学研究，清热解毒方可能被证明是对抗

ＨＰＶ感染和相关疾病的有效补充疗法。这些发现不仅证实了
清热解毒方在抗ＨＰＶ治疗中的潜力，而且提示了其作为一种
可能的抗病毒和免疫调节治疗方案的重要性［２４］。在全球范围

内，ＨＰＶ相关的疾病，如宫颈癌，仍然是女性健康的重大威胁。
因此，开发新的治疗策略具有重要的公共卫生意义。清热解毒

方的使用提供了一种低成本、可能的治疗选择，尤其是在资源

有限的地区［２５－２６］。未来的研究应继续探索清热解毒方中具体

成分对ＨＰＶ不同亚型的作用效果，并在临床研究中验证这些
体外和动物模型的研究结果。此外，深入研究其免疫调节机制

对于开发具有针对性的免疫疗法也极为重要。
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