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舒肝宁注射液体外抗HBV作用

思兰兰1, 刘妍1, 徐东平1, 成军2（1.中国人民解放军总医院第五医学中心（原第302医院） 临床研究管理中

心/全军传染病研究所，北京 100039；2.首都医科大学附属北京地坛医院 肝病中心，北京 100015）

摘要：目的 采用体外细胞模型评价保肝护肝药物舒肝宁注射液（Shuganning Zhusheye，SGN）对

HepG2.2.15细胞中稳定复制的野生型（wild type，WT）HBV和HepG2.A64细胞中稳定复制的恩替卡韦

（entecavir，ETV）耐药型HBV的抗病毒及协同抗病毒作用。方法 采用CCK8细胞计数法评价SGN细

胞毒性作用，选择安全用药浓度系列稀释后单独或与对照药物 [ETV及替诺福韦酯（tenofovir disoproxil 

fumarate，TDF）] 联合进行抗HBV实验，以对HBV DNA、HBsAg和HBeAg的抑制率评价SGN的抗病

毒作用。结果 SGN对HepG2.2.15和HepG2.A64细胞的CC50分别为198.40 μg/ml和85.81 μg/ml；SGN单独

使用对HepG2.2.15和HepG2.A64细胞中HBV DNA的最大抑制率分别为55.89%（t = 14.195，P = 0.0094）

和46.29%（t = 4.953, P = 0.0037），SGN联合ETV对HepG2.2.15和HepG2.A64细胞中HBV DNA的最大抑

制率分别为94.28%（t = 9.745，P = 0.00068）和54.75%（t = 9.335，P = 0.00028），SGN联合TDF组对

HepG2.2.15和HepG2.A64细胞中HBV DNA的最大抑制率分别为93.11%（t = 9.274，P = 0.00071）和

88.27%（t = 43.68，P = 6.03 × 10-6）；SGN对野生型HBsAg和HBeAg未见明显抑制作用（抑制率＜ 

12.00%），对ETV耐药型HBsAg抑制率为19.69%～34.26%（t = 39.118，P = 0.028；t = 19.73，P = 

0.0024）。8 μg/ml SGN与低浓度（0.01 μmol/L）ETV联合对WT型HBV DNA的抑制有协同效应，抑制率

为86.28%（t = 30.745，P = 0.001）。8 μg/ml SGN与低浓度（0.2 μmol/L）TDF联合对ETV耐药型HBV的抑

制有协同效应，抑制率为60.26%（t = 7.568，P = 0.017）。结论 SGN可显著抑制WT型和ETV耐药型HBV

的复制，联合低浓度ETV或TDF有显著协同抑制作用。
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Antiviral effect of Shuganning Zhusheye on hepatitis B virus in vitro 
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Abstract: Objective To evaluate the antiviral and synergistic antiviral effects of Shuganning Zhusheye 

(SGN) on wild-type (WT) HBV and entecavir (ETV)-resistant HBV in HepG2.2.15 cell models and HepG2.

A64 cell models in vitro, respectively. Methods Cell counting kit-8 (CCK8) method was used to evaluate 

the cytotoxicity of SGN, and the cell-safe serial-diluted concentration of SGN single or combined with ETV 

and tenofovir disoproxil fumarate (TDF) were selected for antiviral assay. The antiviral effects of SGN were 

evaluated with the inhibition rates of HBV DNA, HBsAg, and HBeAg levels. Results The CC50 of SGN in 

HepG2.2.15 cells and HepG2.A64 cells were 198.40 μg/ml and 85.81 μg/ml, respectively. The maximum 

inhibition rate of HBV DNA was 55.89% (t = 14.195, P = 0.0094) and 46.29% (t = 4.953, P = 0.0037) in 

SGN group, 94.28% (t = 9.745, P = 0.00068) and 54.75% (t = 9.335, P = 0.00028) in SGN combined ETV 

group, and 93.11% (t = 9.274, P = 0.00071) and 88.27% (t = 43.68, P = 6.03 × 10-6) in SGN combined 

TDF group, respectively. However, SGN had no significant inhibition effect on HBsAg and HBeAg 
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levels in HepG2.2.15 cells (inhibition rate＜ 12.00%). The inhibition rate of HBsAg in SGN group was 

19.69%～34.26% (t = 39.118, P = 0.028; t = 19.73, P = 0.0024) in HepG2.A64 cells. SGN (8 μg/ml) combined 

with low concentration (0.01 μmol/L) of ETV had a synergistic antiviral effect on WT HBV DNA and the 

inhibition rate was 86.28% (t = 30.745, P = 0.001). SGN (8 μg/ml) combined with low concentration (0.2 

μmol/L) of TDF had a synergistic antiviral effect on ETV-resistant HBV and the inhibition rate was 60.26% 

(t = 7.568, P = 0.017). Conclusions SGN can effectively inhibit the replication of both WT and ETV-

resistant HBV, and combination of SGN with low concentrations of ETV or TDF also have a significantly 

synergistic inhibitive efficacy.
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HBV感染严重危害人类健康，持续的病毒复制

增加了患者肝硬化和肝细胞癌的发病风险，抗HBV
治疗是限制或逆转疾病进展的关键[1]。我国约有8600
万慢性HBV感染者，每年近30万人死于HBV感染所

致的肝功能衰竭、肝硬化和肝细胞癌[2,3]。聚乙二醇

化干扰素和核苷（酸）类似物 [nucleos(t)ide analogs，
NAs]是临床主要抗HBV药物，但均无法彻底清除

HBV共价闭合环状DNA（covalently closed circular 
DNA，cccDNA），且应答率低、难以停药，长期

服用NAs产生的耐药性可能导致抗病毒治疗失败，

这也是困扰临床的难题[4]。更多有效的药物和治疗

方法在不断研发，包括寻找天然抗HBV药物如苦味

叶下珠、姜黄、水芹、鼠尾草、氧化苦参碱、苦参

碱、槐果碱、绿原酸、汉黄芩素和黄芩素等，以期

能够增加慢性乙型肝炎的临床治愈[5-16]。舒肝宁注

射液（Shuganning Zhusheye，SGN）是一种中草药

提取物，主要成份为茵陈提取物、栀子提取物、黄

芩苷、板蓝根提取物和灵芝提取物，主要功能为

清热解毒、利湿退黄、益气扶正及保肝护肝。本

研究以恩替卡韦（entecavir，ETV）、替诺福韦酯

（tenofovir disoproxil fumarate，TDF）与SGN联合作

用野生型（wild type，WT）HBV复制的HepG2.2.15
细胞和ETV耐药型HBV复制的HepG2.A64细胞，分

析SGN与核苷（酸）类似物联合是否具有协同抗病

毒作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂  DMEM 培养基购自美国 Gibco
公司，ELISA 试剂盒购自北京万泰公司，乙型肝炎

病毒核酸定量检测试剂盒购自北京鑫诺美迪基因检

测技术有限公司。HBV 稳定复制型 HepG2.2.15 细

胞是 D 基因型 /ayw 亚型野生 HBV 稳定复制细胞

系，由解放军总医院第五医学中心（原第 302 医

院）病毒性肝炎研究室细胞库保藏，HepG2.A64 细

胞是 C 基因型 /adr 亚型 ETV 耐药 HBV 稳定复制

细胞系，由解放军总医院第五医学中心（原第 302
医院）病毒性肝炎研究室自主构建 [ 国家发明专利

号 ZL201010586554.6[17]，中国典型培养物保藏中心

（CCTCC）典藏号 C201163]。舒肝宁注射液由贵

州瑞和制药有限公司提供，ETV 由苏州东瑞制药有

限公司生产，TDF 由葛兰素史克公司生产。

1.2 实验方法

1 . 2 . 1  细胞培养   本研究采用H B V稳定复制

HepG2.2.15细胞和HepG2.A64细胞。以含10%胎牛

血清及含300 μg/ml G418的DMEM培养基将细胞传

代培养至最佳状态进行后续实验。

1.2.2 SGN细胞药物毒性实验评价  HepG2.2.15细胞

以0.4 × 105细胞/孔，HepG2.A64细胞以0.3 × 105细胞/
孔铺种于96孔板中，设置0 μg/ml、1 μg/ml、2 μg/ml、
4 μg/ml、8 μg/ml、16 μg/ml、32 μg/ml、64 μg/ml、
128 μg/ml、256 μg/ml、512 μg/ml及800 μg/ml系列稀释浓

度，每个药物浓度设置4个重复孔，培养18 h内弃除培

养基，加入含有不同浓度SGN药液的DMEM培养基，

分别培养24 h、48 h、72 h和96 h，每个时间段检测时，

弃除含原药液的DMEM培养基，1 × PBS洗涤细胞2
遍，按照CCK8检测试剂盒说明书，加入含有CCK8的
DMEM培养液孵育2 h [CCK8∶DMEM = 1∶10（体积

比）]，在450 nm波长处检测吸光度（A）值。细胞

活力= [（As－Ab）/（Ac－Ab）] × 100%，其中As
为实验孔（含细胞、CCK8溶液和药物溶液的孔）

的吸光度值，Ac为对照孔（含细胞、CCK8溶液和

而无药物溶液的孔）的吸光度值，Ab为空白孔（含

培养基和CCK8溶液而不含细胞、不含药物溶液的

孔）的吸光度值。将细胞活力数据代入GraphPad 
Prism 5软件计算药物作用的CC50（half-maximal 
cytotoxic concentration causing 50% of cell growth 
inhibition），以确定后续安全用药浓度。
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1 . 2 . 3  S G N系列稀释浓度作用W T型H B V复制

H e p G 2 . 2 . 1 5细胞和E T V耐药H e p G 2 . A 6 4细胞  
HepG2.2.15细胞以1 × 105细胞/孔、HepG2.A64细胞

以0.8 × 105细胞/孔铺种于24孔板，选择SGN的安

全系列用药浓度：0 μg/ml、0.5 μg/ml、1 μg/ml、
2 μg/ml、4 μg/ml、8 μg/ml进行抗病毒实验，ETV
和TDF作为对照药平行实验，每个药物浓度设置3
个重复孔，细胞培养18 h内使用安全系列稀释药物

浓度作用HepG2.2.15和HepG2.A64细胞；药物作用

4 d，隔天换新鲜的含药液DMEM培养基。第5 d收
集细胞上清，采用乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂

盒（PCR-荧光探针“一管法”）对细胞上清HBV 
DNA滴度进行检测，确定药物对HBV DNA的抑制

作用；采用双抗体夹心法检测HBsAg和HBeAg，
450 nm波长处检测A值，确定药物对HBsAg和
HBeAg分泌作用的影响。将药物未处理组HBV 
DNA、HBsAg和HBeAg相对水平设定为100%，抑

制率 = 100% - 实验组检测值/药物未处理组检测

值 × 100%。

1.2.4  S G N联合E T V作用W T型H B V稳定复制

HepG2.2.15细胞  HepG2.2.15细胞以1 × 105细胞/孔
铺种于24孔板，选择8 μg/ml的SGN（记作SGN-8）
分别与0.01 μmol/L、0.1 μmol/L和1 μmol/L的ETV
联合，8 μg/ml的SGN单独，0.01 μmol/L、0.1 μmol/L
及1 μmol/L的ETV单独，即按照：0、SGN-8、0.01 μmol/L 
ETV、SGN-8 + 0.01 μmol/L ETV、0.1 μmol/L ETV、

SGN-8 + 0.1 μmol/L ETV、1 μmol/L ETV、SGN-8 +   
1 μmol/L ETV组合形式，分别作用HepG2.2.15细胞，

每种组合浓度设置3个重复孔，分别作用4 d，隔天更

换新鲜含药物的DMEM培养基，第5 d收集细胞上清

分别按照HBV DNA、HBsAg及HBeAg检测试剂盒说

明书进行检测分析。

1.2.5 SGN联合TDF作用ETV耐药型HBV稳定复制

HepG2.A64细胞  HepG2.A64细胞以0.8 × 105细胞/孔
铺种于24孔板，选择8 μg/ml的SGN（记作SGN-8）
分别与0.2 μmol/L、2.0 μmol/L、20 μmol/L的TDF联
合，8 μg/ml的SGN单独、0.2 μmol/L、2.0 μmol/L、
20 μmol/L的TDF单独，即按照：0、SGN-8、0.2 μmol/L 
TDF、SGN-8 + 0.2 μmol/L TDF、2.0 μmol/L TDF、
SGN-8 + 2.0 μmol/L TDF、20 μmol/L TDF、SGN-8 + 
20 μmol/L TDF组合形式，分别作用HepG2.A64细
胞，每种组合浓度设置3个重复孔，分别作用4 d，
隔天更换新鲜含药物的DMEM培养基，第5 d收集

细胞上清，分别按照HBV DNA和HBsAg的检测试

剂盒说明书进行检测分析。

1.3 统计学处理  采用SPSS 13.0软件进行统计学分析。

正态分布的计量资料以 x ± s 表示，两组间比较采用

独立样本 t 检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SGN 的细胞药物毒性评价  在 SGN 最长作用时

间（96 h）下，HepG2.2.15 细胞 CC50 为 198.40 μg/ml
（ 图 1A），HepG2.A64 细 胞 CC50 为 85.81 μg/ml
（图 1B）。选择细胞活力 ≥ 90% 的细胞浓度（≤        
8 μg/ml，即 0 μg/ml、0.5 μg/ml、1 μg/ml、2 μg/ml、4 μg/ml、
8 μg/ml）进行后续抗 HBV 实验，药物最佳作用时长

为 96 h。
2.2 SGN 单独抗病毒效果  SGN 注射液作用野生型

HBV 稳定复制的 HepG2.2.15 细胞 96 h，最大安

全用药浓度 8 μg/ml 的 SGN 对 WT HBV DNA 的

抑制率为 55.89%，半数有效抑制浓度（IC50）为

图 1  舒肝宁注射液细胞毒性作用分析
注：A 为 SGN 药物毒性的 HepG2.2.15 细胞评价；B 为 SGN 药物毒性的 HepG2.A64 细胞评价；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 

0.001
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1.103 μg/ml，对照药物 ETV 和 TDF 对 WT HBV 
DNA 的抑制率分别为 94.28%、93.11%（图 2A）；

SGN 注射液对 HBsAg、HBeAg 有微弱抑制作用，

抑制率＜ 12.00%，对照药物 ETV 和 TDF 对 HBsAg
的 抑 制 率 分 别 为 7.64% 和 9.65%（ 图 2B）， 对

HBeAg 几乎无抑制作用（图 2C）。8 μg/ml 的 SGN
对 HepG2.A64 细胞作用 96 h，对 HBV DNA 的抑制

率为 46.29%，IC50 为 3.029 μg/ml，对照药物 ETV
和 TDF 对 HepG2.A64 细胞 HBV DNA 的抑制率分

别 为 54.75%、88.27%（ 图 2D）；SGN 对 HBsAg
抑制率在 19.69% ～ 34.26%，对照药物 ETV 和

TDF 对 HBsAg 的抑制率分别为 10% 和 29.35%，差

异有统计学意义（t = 39.118，P = 0.028；t =19.73，
P = 0.0024）（图 2E）。

2.3 SGN 联合 ETV 对 WT 型 HBV 的抗病毒效果  
8 μg/ml SGN 与 ETV 按 照 0、SGN-8、0.01 μmol/L 
ETV、SGN-8 + 0.01 μmol/L ETV、0.1 μmol/L ETV、

SGN-8 + 0.1 μmol/L ETV、1 μmol/L ETV、SGN-8 + 
1 μmol/L ETV 组合形式作用 HepG2.2.15 细胞 96 h，
HBV DNA 抑制率分别为 0.00%、32.15%、78.08%、

86.28%、91.12%、88.35%、92.83% 和 91.33%，SGN

（8 μg/ml）与低浓度（0.01 μmol/L）ETV 联合作

用对 HepG2.2.15 细胞 HBV DNA 有协同抑制作用

（t = 30.745，P = 0.001）（图 3A）。8 μg/ml SGN
和 ETV 单独应用对 HBsAg 的抑制率分别为 7.64%
和 10% ～ 15%，两者联合应用未显示协同抑制作

用（ 图 3B）。8 μg/ml SGN 和 ETV 单 独 应 用 对

HBeAg 的抑制率分别为 1.18% 和 0.23% ～ 3.95%，

两者联合无协同抑制作用（图 3C）。

2.4 SGN 联合 TDF 对 ETV 耐药型 HBV 的抗病毒效

果  8 μg/ml SGN 与 TDF 按 照 0、SGN-8、0.2 μmol/L 
TDF、SGN-8 + 0.2 μmol/L TDF、2.0 μmol/L TDF、
SGN-8 + 2.0 μmol/L TDF、20 μmol/L TDF、SGN-
8 + 20 μmol/L TDF 组合形式作用于 HepG2.A64 细胞                        
96 h，HBV DNA 的抑制率分别为 0.00%、50.85%、

14.53%、60.26%、50.35%、58.76%、69.10%、

71.96%，SGN（8 μg/ml）与低浓度（0.2 μmol/L）TDF
联合应用对 HBV DNA 抑制有协同作用（t = 7.568，
P = 0.017）（ 图 4A）。8 μg/ml SGN 对 HBsAg
的抑制率为 17.02%，TDF 对 HBsAg 的抑制率为

9.64% ～ 13.60%，但两者联合应用无明显协同抑制

作用（图 4B）。

图 2  舒肝宁注射液抗 HBV 作用分析
注：A 为 SGN 对 HepG2.2.15 细胞 HBV DNA 抑制作用；B 为 SGN 对 HepG2.2.15 细胞 HBsAg 抑制作用；C 为 SGN 对 HepG2.2.15

细胞 HBeAg 抑制作用；D 为 SGN 对 HepG2.A64 细胞 HBV DNA 抑制作用；E 为 SGN 对 HepG2.A64 细胞 HBsAg 抑制作用；A ～ E 图纵
坐标的相对水平均为与未用药组相比，* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001
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图 3  舒肝宁注射液联合 ETV 抗病毒作用分析
注：A 为 SGN 联合 ETV 对 HepG2.2.15 细胞 HBV DNA 的抑制作用；B 为 SGN 联合 ETV 对 HepG2.2.15 细胞 HBsAg 的抑制作用；

C 为 SGN 联合 ETV 对 HepG2.2.15 细胞 HBeAg 的抑制作用；SGN-8 指 SGN 浓度为 8 μg/ml，E 0.01 指 ETV 浓度为 0.01 μmol/L，E 
0.1 指 ETV 浓度为 0.1 μmol/L，E 1 指 ETV 浓度为 1 μmol/L；A ～ C 图纵坐标的相对水平均为与未用药组相比；*P ＜ 0.05，△△△、
###、***P ＜ 0.001

图 4  舒肝宁注射液对 HepG2.A64 细胞 HBV DNA 和 HBsAg 的抑制作用
注：A 为 SGN 对 HepG2.A64 细胞 HBV DNA 的抑制作用；B 为 SGN 对 HepG2.A64 细胞 HBsAg 的抑制作用；SGN-8 指 SGN 浓度为

8 μg/ml，T 0.2 指 TDF 浓度为 0.2 μmol/L，T 2 指 TDF 浓度为 2 μmol/L，T 20 指 TDF 浓度为 20 μmol/L；A ～ C 图纵坐标的相对水平均为
与未用药组相比；#、*P ＜ 0.05，△△、##、**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001
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3 讨论

我国北方以C基因型HBV感染较普遍，约占

85%[18]。HepG2.2.15细胞系是经典的D基因型野生

HBV稳定细胞复制模型[19]，HepG2.A64细胞系是

由本课题组自主创新建立的我国患者来源的C基因

ETV耐药型HBV稳定细胞复制模型[17]，其HBV复制

力和表达水平与HepG2.2.15细胞系相当，已被应用

于HBV的分子治疗和耐药研究[20-22]。联合使用两种

细胞模型可更好地评价针对野生型和核苷（酸）类

似物耐药HBV药物的活性。

核苷（酸）类似物是临床最常用的抗HBV药物，

其中ETV具有强效反转录酶/聚合酶抑制活性，对核

苷（酸）类药物初治患者的耐药率极低，是指南推

荐的一线抗HBV药物，在我国临床实践中已广泛应

用，但对于拉米夫定（lamivudine，LAM）和替比夫

定（telbivudine，LdT）耐药的患者，ETV耐药率随

用药时间延长而不断增加
[23]。2014年TDF被我国批

准用于慢性乙型肝炎的抗病毒治疗，TDF与ADV类

似，均经肾脏排泄，肾功能损伤病例也频见报道[24]，

是困扰临床抗HBV治疗的难题。SGN制剂中含有

多种成分，大量药理学研究证实其中的黄芩苷具有

抗菌、抗病毒、抗炎、抗肿瘤、免疫调节、降压、

镇静、利胆、保肝、抗氧化和解痉等作用[25]，也有

研究报道，黄芩苷在体外细胞水平和体内动物模型

水平均对HBV的复制和转录有抑制作用，在临床

上黄芩苷也作为乙型肝炎治疗的联合用药[26-33]，但

其确切作用机制尚未明确。本研究显示，中药提取

物SGN可有效抑制野生和ETV耐药HBV的复制力，

且HBV DNA呈剂量依赖性减少；SGN对野生HBV
的HBsAg和HBeAg未见明显抑制作用，对ETV耐药

HBV的HBsAg有抑制作用。推测SGN作用机制可能

与本制剂能够激活体液和细胞免疫活性，经过免疫

信使信号诱导抗病毒作用路径等一系列生物化学过

程有关。SGN有可能成为慢性HBV感染尤其是核苷

（酸）类似物耐药的乙型肝炎患者的一种新治疗药

物。

随着中西医结合学科的发展，中西药物联合用

于抗病毒治疗越来越受到临床研究者的关注。药

物协同作用是指两种药物合用时其总效应比每一

种药物单独作用更优
[34]。中西药物联合应用既可发

挥协同作用而增强疗效，又可减少用药剂量，缩

短疗程，通过相互制约降低毒性及耐药性，减少

用药禁忌，扩大临床应用范围。本研究联合用药

结果显示，8 μg/ml SGN与0.01 μmol/L ETV联合应

用对WT型HBV DNA复制的抑制率为86.28%，相对

于未用药组显著升高，联用后抑制率显著优于单用

SGN（32.15%）或ETV（78.08%）。8 μg/ml SGN与

0.2 μmol/L TDF联合应用对ETV耐药型HBV DNA抑制

率为60.26%，相对于未用药组抑制率也显著升高，

联用后抑制率显著优于单用SGN（50.85%）或TDF
（14.53%）。SGN与低浓度ETV或TDF联合，抗病

毒效果较好，同时还可降低用药成本，减少TDF引
起的肾毒性和ETV所致的耐药问题，是临床抗HBV
治疗较好的备选方案。

中药是多个成分协同作用而非单一成分起作用，

成分复杂及毒性效应制约着传统中草药的发展。中药

粗提物中可能存在一些具有毒性的非必需成分，导致

有效提取物的治疗效果下降。本研究通过对细胞活力

和剂量浓度的观察，预测体外0.5～8 μg/ml SGN的抗

病毒效应是最佳作用剂量，为临床合理安全使用提供
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