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0 引言

乙型肝炎病毒（HBV）感染仍然是影响人类健

康最普遍的问题之一，全球约有2.4亿人长期感染，

每年死亡人数超过 60 万（世界卫生组织，2015

年）[1]。这使得研究新型的抗乙肝病毒药物显得尤

其重要。然而，因为现有的抗乙肝病毒药物包括干

扰素-α和抑制病毒逆转录酶的核苷酸类似物的副

作用，耐药性以及治疗的高成本，导致许多HBV感

染的患者尚未接受抗病毒药物治疗[2-3]。在中国，几

千年来用于医药用途的中药始终是新的抗HBV候

选物的有力来源[4]。

近几年，苎麻的药用价值引起了越来越多学者

的关注。前人研究已确定苎麻含有三萜、多酚、黄

酮、绿原酸、槲皮素、熊果酸等成分，其成分被证明

具有抗肿瘤作用、抗病毒、抗菌、保肝、降血糖和抗

氧化作用[5]。为此，笔者对苎麻叶绿原酸在HepG 2

2.2.15细胞中对乙型肝炎病毒HBsAg和HBeAg抑

制作用进行了实验研究。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株

HepG 2 2.2.15细胞由北京大学医学院第一附

属医院病毒研究所提供，桂林医学院药理实验室定

期用G418筛选。
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1.1.2 药物与试剂

苎麻绿原酸（武汉大学提供），替诺福韦（上海

源叶），DMEM（Gibco），G418（Gibco），胰蛋白酶-

EDTA消化酶（Solarbio），胎牛血清（浙江天杭），青

霉素 -链霉素混合液（NOVON），PBS（Solarbio），

HBsAg，HBeAg试剂盒（上海科华）。

1.1.3 仪器与设备

CO2 培养箱（SANYO），倒置显微镜（上海蔡

康），超净工作台（天津市尘埃净化设备厂），酶联免

疫检测仪（BioTek），细胞培养瓶（Corning），96孔板

（Corning）。

1.2 方法

1.2.1 苎麻绿原酸药液的制备与配置

苎麻绿原酸溶于DMSO后加入DMEM培养液

混匀，配制成1 000 μg/mL浓度（使其DMSO浓度为

10%）。用含10%DMSO的DMEM培养液按梯度稀

释法，稀释成 500.0 μg/mL、250.0 μg/mL、125.0 μg/

mL、62.5 μg/mL 4种浓度。

1.2.2 细胞培养

将HepG 2 2.2.15细胞以 1×104个/mL接种于 96

孔板，置于37℃、5% CO2培养箱培养24 h后，细胞贴

壁且状态良好，去除原有培养基，加入 180 μL完全

培养基，再加入20 μL上述苎麻绿原酸药液（终浓度

为 100.00 μg/mL、50.00 μg/mL、25.00 μg/mL、12.50

μg/mL、6.25 μg/mL），每3 d更换相同培养基和药液。

同时设置替诺福韦阳性对照组（终浓度为100.00 μg/

mL、50.00 μg/mL、25.00 μg/mL、12.50 μg/mL、6.25

μg/mL），以及无药物的阴性对照组，收集上清液

置-20℃保存待测定。

1.2.3 四甲基噻唑蓝（MTT）法检测细胞毒性

96孔板中每孔加入完全培养基 100 μL和MTT

20 μL，置培养箱培养 4 h，去除上清，加入 DMSO

100 μL，置摇床轻轻震荡 10~15 min，用酶标仪在

490 nm 处读取 OD 值，根据以下公式计算细胞存

活率。

细胞存活率（%）=（实验组平均OD值/对照组平

均OD值）×100%。

1.2.4 酶联免疫（ELISA）法检测 HBsAg 和 HBeAg

水平

将第 3，6，9日的上清液按HBsAg和HBeAg试

剂盒说明书操作，用酶标仪在 450 nm读取OD值，

根据以下公式计算HBsAg和HBeAg的抑制率。

抑制率（%）=（对照组平均OD值-实验组平均

OD值）÷（对照组平均OD值-空白组平均OD值）×

100%。

1.2.5 统计学处理

用SPSS 23.0统计学软件进行分析，OD值用均

数±标准差（x±s）表示，实验数据采用重复测量方

差分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 对HepG 2 2.2.15细胞毒性

MTT结果显示：与阴性对照组相比，苎麻提取

的绿原酸及阳性药物替诺福韦在所设浓度范围对

HepG 2 2.2.15细胞毒性较低（表1）。
表1 苎麻提取物绿原酸对HepG 2 2.2.15细胞的毒性作用

（（x±±s，，n=3））

Table 1 Cytotoxic effects of chlorogenic acid of ramie ex-

tracts on HepG 2 2.2.15 cells（（x±±s，，n=3））

组别
Groups

阴性对照

Negative
control

替诺福韦
Tenofovir

苎麻绿原酸

Chlorogenic
acid of ramie
extracts

浓度
Concentra-
tion
（μg/mL）

—

6.25

12.50

25.00

50.00

100.00

6.25

12.50

25.00

50.00

100.00

吸光度
OD

1.03±0.03

0.98±0.06

1.27±0.18

1.19±0.15

1.14±0.11

1.00±0.16

1.08±0.17

1.05±0.12

1.14±0.26

1.25±0.07*

0.93±0.15

存活率
Survival（%）

—

95.45

123.39

115.79

111.18

97.92

105.72

102.14

110.75

121.38

90.16

注：与阴性对照组比较，*P＜0.05

Note：Compared with the negative control group，*P＜0.05

2.2 对 HepG 2 2.2.15 细胞 HBsAg 和 HBeAg 的抑

制作用

通过检测HepG 2 2.2.15细胞第3，6，9日上清液

的HBsAg和HBeAg，结果显示：与阴性对照组相比，
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苎麻提取物绿原酸对HepG 2 2.2.15细胞的HBsAg

的表达呈现明显的时间依赖性和浓度依赖性抑制，

且在第 9 日达到峰值，阳性药替诺福韦对 HepG 2

2.2.15细胞的HBsAg的表达抑制率很低。苎麻提取

物绿原酸和阳性药物替诺福韦对HepG 2 2.2.15细

胞的HBeAg均无抑制作用（表2~3）。
表2 苎麻提取物绿原酸对HepG 2 2.2.15细胞HBsAg表达的影响（x±±s，，n=3）

Table 2 Effects of chlorogenic acid of ramie extracts on HBsAg expression in HepG 2 2.2.15 cells（x±±s，，n=3）

组别

Groups

阴性对照
Negative
control

替诺福韦
Tenofovir

苎麻绿原酸
Chlorogenic
of ramie
extracts

浓度
Concentra-
tion
(μg/mL)

—

6.25

12.50

25.00

50.00

100.00

6.25

12.50

25.00

50.00

100.00

吸光度OD

3 d

2.63±0.26

2.79±0.74

2.83±0.25

2.46±0.20

2.30±0.48

2.28±0.20

2.89±0.94

2.18±0.31

1.88±0.16*

1.70±0.19*

1.79±0.11*

6 d

3.21±0.30

3.14±0.17

3.09±0.22

2.88±0.15

2.74±0.23

3.03±0.36

2.70±0.25

2.43±0.10*

2.02±0.11*

1.72±0.18*

1.36±0.07*

9 d

2.21±0.20

2.38±0.32

2.12±0.16

1.76±0.28

1.75±0.15*

1.81±0.34

1.73±0.30

1.39±0.08*

1.11±0.04*

1.10±0.10*

0.66±0.09*

抑制率 Inhibition (%)

—

-6.41

-7.78

6.13

12.42

13.14

-9.97

16.84

28.52

35.07

31.74

3 d 6 d

—

2.12

3.61

10.23

14.43

5.60

15.86

24.30

37.13

46.33

57.57

9 d

—

-7.70

3.77

20.46

20.96

17.98

21.47

36.96

49.55

50.17

70.12

注：与阴性对照组比较，*P＜0.05

Note：Compared with the negative control group，*P＜0.05

表3 苎麻提取物绿原酸对HepG 2 2.2.15细胞HBeAg表达的影响（x±±s，，n=3）

Table 3 Effects of chlorogenic acid of ramie extracts on HBeAg expression in HepG 2 2.2.15 cells（（x±±s，，n=3））

组别
Groups

阴性对照
Negative
control

替诺福韦
Tenofovir

苎麻绿原酸
Chlorogenic of
ramie extracts

浓度
Concentra-
tion
(μg/mL)

—

6.25

12.50

25.00

50.00

100.00

6.25

12.50

25.00

50.00

100.00

吸光度OD

3 d

3.69±0.02

3.64±0.06

3.72±0.05

3.79±0.13

3.71±0.07

3.66±0.05

3.67±0.10

3.60±0.01*

3.60±0.04*

3.47±0.07*

3.43±0.07*

6 d

3.70±0.06

3.72±0.02

3.65±0.05

3.68±0.04

3.79±0.04

3.73±0.09

3.65±0.04

3.69±0.09

3.79±0.02

3.73±0.08

3.57±0.18

9 d

3.73±0.06

3.67±0.14

3.80±0.17

3.51±0.42

3.80±0.08

3.68±0.14

3.81±0.07

3.68±0.18

3.83±0.11

3.76±0.04

3.74±0.10

抑制率 Inhibition (%)

—

1.17

-0.79

-2.78

-0.61

0.63

0.48

2.46

2.34

5.79

7.00

3 d 6 d

—

-0.67

1.21

0.50

-2.40

-0.96

1.19

0.12

-2.40

-0.77

3.41

9 d

—

1.66

-1.76

6.01

-1.93

1.36

-1.97

1.35

-2.76

-0.77

-0.12

注：与阴性对照组比较，*P＜0.05

Note：Compared with the negative control group，*P＜0.05
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3 讨论

HepG 2 2.2.15细胞是由HBV-DNA体外转染人

肝癌细胞HepG2后建立的细胞系，经实验室自行传

代培养，细胞状态良好，它能长期、稳定分泌大量感

染性病毒颗粒HBsAg和HBeAg，是目前各实验室广

泛应用于筛选和评价体外抗HBV药物主要的细胞

模型[6-7]。

替诺福韦是一种新型核苷酸类逆转录酶抑制

剂，美国 FDA于 2008年批准其用于治疗成人的慢

性乙型肝炎（Chronic hepatitis B，CHB）。2014年替

诺福韦也被我国食品与药品监督管理局批准用于

CHB患者的抗病毒治疗。替诺福韦以其前体药物

富马酸替诺福韦酯的形式给药，可磷酸化转变为活

性代谢产物二磷酸替诺福韦。二磷酸替诺福韦整

合入DNA链后可终止DNA链，起到抑制病毒复制

的作用[8-10]。在体外实验中，替诺福韦对 HepG 2

2.2.15细胞分泌的HBsAg及HBeAg无明显抑制作

用，与文献相符[11]，其通过抑制HBV-DNA的复制来

治疗乙型肝炎。

在这项研究中，我们首次证明了苎麻提取物绿

原酸在HepG 2 2.2.15细胞中明显抑制HBsAg的分

泌，且呈时间依赖性和浓度依赖性。与阳性药物替

诺福韦比较，苎麻提取物绿原酸抑制HBsAg效果更

明显。苎麻提取物绿原酸对 HBeAg 无抑制作用。

苎麻提取物绿原酸对细胞无毒性作用且抑制

HBsAg 效果佳，可能成为高效安全的新型抗 HBV

药物。
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Abstract: To investigate the cytotoxic effect of chlorogenic acid extracted from ramie on HepG 2 2.2.15 cells and

its inhibitory effect on the expression of HBsAg and HBeAg. Chlorogenic acid of ramie was extracted and formu-

lated into different concentration of 100.00 μg/mL, 50.00 μg/mL, 25.00 μg/mL, 12.50 μg/mL and 6.25 μg/mL to

act on the HepG 2 2.2.15 cells. Supernatants of the cell cultures were collected on the 3rd, 6th and 9th day. The

methyl thiazol tetraztlium (MTT) method was used to evaluate the cytotoxic effects. And ELISA assay was used

to test the levels of HBsAg and HBeAg. The results showed that ramie chlorogenic acid had no toxic effect on

HepG 2 2.2.15 cells. In ELISA, ramie chlorogenic acid inhibited the expression of HBsAg in a time-dependent

and concentration-dependent manner. On the 9th, the inhibition rate was 70.12% at the highest concentration of

100.00μg/mL. However, it had no inhibitory effect on the secretion of HBeAg. The chlorogenic acid extracted

from ramie has no cytotoxic effect and can significantly inhibit the expression of HBsAg in HepG 2 2.2.15 cells.

Key words：ramie，chlorogenic acid，HepG 2 2.2.15 cells，HBsAg，HBeAg

责任编辑：陆 雁

2019 年 2 月 25—26 日，以自然资源部副部长赵龙为组

长，国家林草局副局长彭有冬为副组长的全国红树林保护修

复调研组到广西考察。我编辑部编委兼专刊特邀主编、广西

红树林研究中心主任范航清研究员作为专家，应邀全程陪同

了广西片区的现场考察和座谈。

范航清研究员在考察现场向与会主要领导赠送了我编

辑部于2018年8月公开发行的《广西科学》第4期。该期主推

栏目为范航清研究员科研团队关于“广西红树林资源及其恢

复与利用”的最新研究成果，该栏目在概述广西红树林资源

情况、简要回顾广西红树林造林历史和科学研究历程、评估

造林成效、总结经验教训的基础上，探讨宜林滩涂潜在规模、

红树林生态恢复类型划分理论问题、生态修复成本与收益问

题。其详实的研究数据和多年的实践经验总结，为国家相关

调研工作提供了具体事例和政策建议，是本次调研决策的重

要依据，得到领导的一致好评。

广西北部湾作为中国红树林的重要分布区及典型滨海

湿地区域，具有重大的科研价值和区域生态价值，据悉，国家

有关部门高度重视湿地保护工作，2018年起将湿地列为一类

土地类型，红树林滨海湿地为二类土地类型，这在中国历史

上还是第一次。我编辑部自1993年起便与广西红树林研究

中心建立合作，邀请范航清研究员等专家学者担任编委和组

稿工作，策划了多期红树林与滨海湿地相关的专栏、专刊。

编辑部整理了两刊近年来发表的相关研究成果，对广西红树

林保护研究成果以及滨海生态保护与研究情况作全面系统

的展示，以便相关部门和专家学者阅览索引（详情可到我编

辑部官网查阅）。

（本刊编辑部）

我编辑部编委范航清应邀参加自然资源部广西片区红树林保护修复专题调研


