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［摘　要］　应用微量Ｖｅｒｏ细胞培养法，检测复方中药的体外抗衣原体活性，为防治猪衣原体
病提供依据。结果表明，复方中药的 ＭＩＣ值是３９．０６ｍｇ／ｍＬ，随着中药浓度升高，包涵体的
体积缩小、数量减少，直至消失，对照组未见中药对Ｖｅｒｏ细胞有毒性作用。试验结果显示，复
方中药体外对猪衣原体有抗菌活性。
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　　猪衣原体病是由鹦鹉热衣原体感染引起的一种
人、兽、禽类共患的接触性传染病。主要表现为母猪
繁殖障碍，公猪睾丸炎，仔猪肺炎、肠炎及多发性关
节炎等症状，持续潜伏传染为猪衣原体病的主要流
行病学特征［１］。不同年龄、不同品种的猪均易感染，
一般以怀孕母猪和仔猪多发，给养猪业带来了很大
的损失［２］。人的医学临床研究上有报道部分清热中
药方剂对衣原体有比较好的治疗效果［３］，但在养猪
业上是否具有抗衣原体活性仍不清楚。本试验用微
量Ｖｅｒｏ细胞培养法，对由柴胡、黄连、鱼腥草、大青
叶、当归等中药组成的复方制剂在体外抗猪衣原体
的活性研究。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　试验用中药　柴胡、黄连、鱼腥草、大青叶、
当归等中药原料均购自上海余天成医药有限公司，
按常规水提法进行中药有效成分的提取，即先用蒸
馏水按１０∶１的比例浸泡１ｈ，大火烧开煮沸后换文
火维持３０ｍｉｎ，收集滤液，向残渣中再加蒸馏水煮
沸３０ｍｉｎ，过滤，将２次滤液合并。蒸发浓缩成１
ｇ／ｍＬ的水煎剂，调ｐＨ　７．２～７．４，２　５００ｒｍｐ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，过滤，将滤液分装成５ｍＬ／瓶的规格，
高压灭菌消毒后放４℃冰箱保存备用。

１．１．２　猪衣原体菌株　猪衣原体菌株为从松江一
家庭农场的猪只中分离得到的，经ＳＰＦ鸡胚中传６

代，Ｖｅｒｏ细胞传３代，能在Ｖｅｒｏ细胞上形成稳定的
包涵体的菌株。

１．１．３　单层Ｖｅｒｏ细胞的制备　Ｖｅｒｏ细胞用１６４０
培养液培养（含１０％乳牛血清）培养，取２００μｌＶｅｒｏ
细胞悬液滴入９６孔微量细胞培养板，置３７℃培养
箱中培养２４ｈ，待细胞长成致密单层后备用。

１．２　方　法

１．２．１　衣原体接种　取生长合格的Ｖｅｒｏ细胞，弃
去培养液，用ｐＨ７．２的 Ｈａｎｋｓ液轻洗细胞２次，按
原培养液的１０％加入衣原体接种液，３７℃吸附２ｈ
后弃去，每孔加入１００μＬ含放线菌酮（２μｇ／ｍＬ）的
衣原体分离培养液待用［４］。

１．２．２　复方中药制剂抗衣原体活性试验　试验共
设计３组：第一组是不含中药的衣原体阳性对照组、
第二组是不含衣原体中药对照组、第三组是中药与
衣原体作用组，每组做８个重复。中药组是将１ｇ／

ｍＬ中药用 Ｈａｎｋｓ液倍比稀释成系列浓度后，分别
取１００μＬ加入到接种好的 Ｖｅｒｏ细胞的微量培养
板，于３７℃继续培养１２０ｈ后弃去培养液，用９５％
乙醇固５ｍｉｎ后，姬姆萨染色镜检观察胞浆内是否
有包涵体形成。

１．２．３　结果判断　染色后在光镜下镜检，在无中药
阳性对照组中每孔均能看到衣原体包涵体，不加衣
原体中药阴性对照组细胞生长良好的条件下，再看
中药组的试验结果。光镜下未见到包涵体的最低浓
度为该中药的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。
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２　结　果

衣原体经Ｖｅｒｏ细胞培养１２０ｈ后，抗衣原体活
性检测结果表明：中药组具有抗衣原体作用，具体见

表１。在光镜下观察到随着中药浓度升高，包涵体
的体积缩小、数量减少，直至消失。而阳性对照则每
孔均有包涵体出现，试验中未发现中药制剂对Ｖｅｒｏ
细胞的生长有影响。

表１　复方中药制剂体外抗衣原体活性（ＭＩＣ）

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｎｔｉ－ｃｈｌａｍｙｄｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ（ＭＩＣ）

重复Ｔｉｍｅｓ
浓度Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／ｍＬ）

５００　 ２５０　 １２５　 ６２．５　 ３１．２５　 １５．６３　 ７．８１　 ３．９１　 １．９５
１ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋
２ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋
３ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋
４ － － － － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋
５ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋
６ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋
７ － － － － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋
８ － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋

　备注：“－”代表无包涵体，“＋”代表有包涵体。

　Ｎｏｔｅｓ：“－”ｍｅａｎｓ　ｎｏ　ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ；“＋”ｍｅａｎｓ　ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ．

３　小　结

在动物临床上可用于治疗猪衣原体病的药物种

类相对较少，加之耐药性问题在动物临床日益严峻，
导致抗菌药物的使用受限［５］。选择中药制剂来治疗
猪衣原体病是一个方向，尽管中药制剂在猪衣原体
治疗上尚不够成熟，但通过体外抗猪衣原体活性实
验，将为筛选有效中药和研究其作用机理提供理论
依据。
本研究表明，试验所设计的中药复方制剂具有

体外抗猪衣原体活性，而且未发现对 Ｖｅｒｏ细胞生
长有影响，说明应用 Ｖｅｒｏ细胞培养法检测复方中
药制剂的体外抗猪衣原体活性是可行的。这为兽医
临床筛选具有抗猪衣原体活性的中药制剂提供了一

个有效的手段和途径。
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