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◇技术与方法◇
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摘要 体外制备严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 ( SAＲS-
CoV-2) 类病毒细胞株，用不同浓度莪术油处理类病毒细胞
株，观察检测细胞数和相对荧光值( ＲLU) ，计算其半数有效
抑制浓度( IC50) ; 临床纳入新型冠状病毒肺炎患者 4 例，对
照组和试验组各 2 例，对照组常规治疗，试验组在常规治疗
的基础上联用莪术油注射液，观察患者核酸转阴率、转阴时
间、肺部影像学变化、退热时间、临床改善时间和不良事件发
生情况等。体外实验，随着莪术油浓度增加，相对荧光值逐
渐降低，与对照组比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，IC50

值为 0. 26 μg /ml; 体内研究: 试验组病例 1 粪便新型冠状病
毒核酸 3 d 转阴，病例 2 咳嗽症状明显缓解，观察肺部影像
学有明显吸收; 对照组咽拭子新型冠状病毒核酸转阴时间分

别为 5、7 d。试验组均无不良事件发生。莪术油体外对
SAＲS-CoV-2 类病毒具有较强抑制作用，且具有浓度依赖性。
COVID-19 在常规治疗的基础上联用莪术油注射液可改善患
者因 SAＲS-CoV-2 感染引起的咳嗽、促进 SAＲS-CoV-2 转阴
及肺部病灶吸收，降低肺损伤，且未产生明显的不良事件。
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新型冠状病毒疾病 2019 ( coronavirus disease
2019，COVID-19) ，由严重急性呼吸综合征冠状病
毒 2( severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，
SAＲS-CoV-2) 引起，已成为全球突发公共卫生事
件［1］。患者以发热为主要表现。严重者发展为急
性呼吸窘迫综合征、脓毒症休克等。确诊患者死亡
率达 4． 3 %［2］。目前尚无特效药物，国家卫健委先
后发布了多版诊疗方案，推荐使用安宫牛黄丸和醒

脑静注射液，其组方中均含莪术［3］。莪术根茎提取
的莪术油为莪术油注射液的主要成分，具有抗肿瘤、
抗炎、抗病原体等多种药理作用。研究显示 SAＲS-
CoV-2 与 SAＲS 中的酶具有高水平的序列相似
性［4］，SAＲS 患者进行中西医结合治疗( 憋喘期，联
用莪术油注射液) ，临床症状严重程度显著改善，重

症患者病死率低［5 － 7］。故推测莪术油注射液对
SAＲS-CoV-2 也可能有效。现对莪术油注射液体内
外抗新型冠状病毒作用进行研究，评价该药治疗

COVID-19 的有效性和安全性，以期为 COVID-19 治
疗提供更多的证据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 药物与细胞株 莪术油( 浙江天瑞药业有
限公司，批号: 5190527，浓度: 1 000 μg /ml) ; 莪术油
注射液 ( 浙江天瑞药业有限公司，莪术油含量

10 ml ∶ 0. 1 g，国药准字 H20064312 ) 。人肾上皮细
胞株 293 T( 由中科院合肥物质科学研究院健康所
惠赠) 。
1． 1． 2 试剂与仪器 转染试剂 Lipofiter 3. 0［汉恒
生物科技( 上海) 有限公司，货号: HB-LF3-1000］;
Opti-MEM( 1X) ( 赛默飞世尔科技( 中国) 有限公司，
货号: 31985-070 ) ; Ｒenilla-Glo 荧光素酶检测系统
( 普洛麦格生物技术有限公司，货号: E2720 ) ; pHB、
pAX 2、SAＲS-CoV-2 S、ACE 2-pcDNA 3． 1 由合肥中
科普瑞昇生物医药科技有限公司构建。细胞计数仪
( 上海睿钰生物科技有限公司，型号: IC1000 ) ，酶标
仪( 珀金埃尔默股份有限公司，型号: EnVision) 。
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1． 2 莪术油体外抗新冠类病毒作用实验 采用
Ｒenilla-Glo荧光素酶检测系统检测莪术油抗 SAＲS-
CoV-2 类病毒活性作用。
1． 2． 1 细胞培养 从液氮中取出冻存的 293T 细
胞，37 ℃融化复苏细胞，在超净工作台内，将细胞悬
液转移到含有 2 ml 培养基的无菌离心管中，800 r /
min离心 5 min，弃去上清液，加入适量 DMEM 完全
培养基重悬细胞后转移至培养皿中，置于恒温培养

箱( 培养条件为 37 ℃、5 % CO2、相对湿度 75% ) 中
培养两代，待测试。
1． 2． 2 类病毒及 293T-ACE2 细胞准备 提前 20 ～
24 h将 293 T 细胞接种至 6 孔板中，当细胞汇合度
达到 60% ～70%时，分别使用转染试剂 Lipofiter 3. 0
将 3 μg 质粒［pHB: pAX 2: SAＲS-CoV-2 S( 2 ∶ 2 ∶
1) ］和 3 ug质粒( ACE2-pcDNA 3． 1) 进行包装转染，
将 6 孔板在 37 ℃、5% CO2 培养，转染 48 h 后收取
病毒上清溶液，病毒立即使用或 － 80 ℃冻存保管。
1． 2． 3 细胞消化 瞬时转染 48 h 后，用胰酶将
293T-ACE2 消化，用完全培养基重悬细胞后，利用细
胞计数仪进行计数后，接种至 96 孔板，每孔体积为
50 μl( 25 000个细胞 /孔) ，在 37 ℃、5 %CO2 培养 12
h，待细胞贴壁。
1． 2． 4 溶液制备 取莪术油 50 μl，加入 50 μl
DMEM，先横向梯度设置 2 × 稀释，再纵向稀释 10
倍，取 10 μl加 96 孔板，重复 3 次。
1． 2． 5 铺板读数 取出培养箱中贴壁 12 h 的 96
孔白色细胞培养板，取 10 μl 制备好的样品溶液加
入上述含有 50 μl细胞的 96 孔培养板中，每个浓度
梯度 3 个复孔，将培养板置于 37 ℃、5 % CO2 培养

箱中孵育 1 h后，每孔加入 40 μl制备完成的类病毒
溶液，并加入终浓度 6 μg /ml的增强剂，再将培养板
置于 37 ℃、5 %CO2 培养箱中孵育 24 h 后更换 100
μl新鲜的 DMEM 完全培养基继续培养 24 h 后检
测。将 Ｒenilla-Glo荧光素酶检测系统检测试剂融化
并放置至室温，取出细胞培养板放置 10 min 使其平
衡至室温，在每孔中加入 100 μl 的检测试剂，将培
养板在轨道摇床上振摇 2 min 以诱导细胞裂解，培
养板在室温放置 5 min 以稳定发光信号，在酶标仪
读板器上检测发光信号。酶标仪检测得出对应的每
孔荧光值( relative light unit，ＲLU) 。计算不同浓度
化合物对应的相对荧光值 ＲLU 比率( % ) 采用下列
公式: 相对荧光值 ＲLU 比率 ( % ) = ＲLUDＲUG /
ＲLUDMSO × 100%。
1． 3 莪术油注射液体内抗新型冠状病毒作用研究

采用随机、开放、平行对照临床试验设计。该项临
床研究申办方为合肥市未来药物开发有限公司，并

已获得温州医科大学附属第二医院医学伦理委员会

批准( 伦理批准编号: LCKY2020-11) 。
1． 3． 1 研究对象 选取 2020 年 2 月至 3 月在温州
医科大学附属第二医院瓯江口院区住院且同意( 签

署知情同意书) 参加本试验的新冠肺炎患者，随机

分配至试验组或对照组，两组等比例分配。
1． 3． 2 纳入和排除标准 纳入标准:① 年龄≥ 18
周岁，性别不限; ② 咽拭子标本实时荧光 ＲT-PCＲ
检测新型冠状病毒核酸阳性，或咽拭子阴性伴肺部

影像学未完全吸收; ③ 临床分型为普通型或重型;
④ 已签署知情同意书。
排除标准:① 已知或怀疑对莪术油注射液组成

成分过敏，或过敏体质。② 轻型与危重型患者。③
合并严重的肝脏疾病( 如 Child-Pugh评分≥C 级，总
胆红素( total bilirubin，TBIL) ≥2 倍正常值上限，谷
丙转氨酶( alanine aminotransferase ，ALT) / 谷草转
氨酶( aspartate aminotransferase，AST) ≥5 倍正常值
上限) 。④ 合并有重度肾功能不全［估算的肾小球
滤过率( estimated glomerular filtration rate，eGFＲ) ≤
30 ml / ( min·1. 73 m2) ］或正在接受连续性肾脏替

代治疗、血液透析、腹膜透析。⑤ 妊娠期、哺乳期妇
女或在试验期间及结束 6 个月内有生育计划。⑥
入组前 3 个月内参加过其他临床试验。⑦ 根据研
究者的判断，具有不适合参加本试验的其他情况者。
1． 3． 3 治疗方法 所有受试者统一按照《新型冠
状病毒肺炎诊疗方案( 试行第六版) 》［3］给予常规治
疗: 选用 α-干扰素( 每次 500 万 U 或相当剂量，加
入灭菌注射用水 2 ml，每日 2 次雾化吸入) 和利巴韦
林( 500 mg /次，每日 2 至 3 次静脉输注，疗程不超过
10 d) ，同时给予有效氧疗措施; 试验组将在常规治
疗基础上给予莪术油注射液 20 ml 于 250 ml 0. 9%
氯化钠注射液稀释后缓慢滴注，每日 1 次，连续用药
7 d，不满 7 d 出院则用至出院时( 停药后观察期不
满 14 d提前出院者需在满 14 d后回院访视) 。
1． 3． 4 观察指标 主要疗效指标: ① 咽拭子标本
实时荧光 ＲT-PCＲ 检测新型冠状病毒核酸转阴率
( 用药结束后) 和转阴时间; ② 临床改善的时间
( time to clinical improvement，TTCI ) ; ③ 通过胸部
CT检查病变区域的大小变化情况;④ 退热时间。
次要疗效指标:① 临床恢复时间( time to clini-

cal recovery，TTCＲ) 定义: 从开始治疗到发热、呼吸
频率、血氧饱和度转为正常和咳嗽症状消失，持续至
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少 48 h。正常的评估标准: 发热: 腋温≤ 37 ℃ ; 呼
吸频率:≤24 次 /min ( 室内空气下，如果患者吸氧，
需注明氧疗方式及浓度) ; 血氧饱和度: ＞ 93% ( 室
内空气下，如果患者吸氧，需注明氧疗方式及浓

度) 。② 病情进展的病例比例参照《新型冠状病毒
肺炎诊疗方案( 试行第六版) 》，病情分型由普通型
转为重型 /危重型以及重型进展为危重型的病例比
例。③ 咳嗽消失率和消失时间: 入组时存在咳嗽的
受试者咳嗽症状消失的时间和病例比例。④ 全因
死亡率。
安全性指标: 收集与监测发生的不良反应，静脉

滴注过快可有胸闷、面部潮红、呼吸困难等症状。
1． 4 统计学处理 莪术油体外抗新型冠状病毒作
用实验运用 GraphPad 7. 0 Prism 软件进行 ANOVA
单因素方差分析。P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意
义。莪术油注射液体内抗新型冠状病毒作用研究采
用描述性统计。

2 结果

2． 1 莪术油体外抗新型冠状病毒作用实验结果分
析 用酶标仪检测 0. 39、0. 78、1. 56、3. 13、6. 25、
12. 50、25. 00、50. 00、100. 00 μg /ml 莪术油处理后的
SAＲS-CoV-2 类病毒细胞株( 图 1 ) ，结果显示，随着
莪术油浓度增加，相对荧光值逐渐减弱，与 0 μg /ml
莪术油组比较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，IC50
值为 0. 26 μg /ml( 图 2) 。
2． 2 莪术油注射液体内抗新型冠状病毒作用研究
结果分析

2． 2． 1 患者入组及用药情况 试验拟招募患者 60
例，因浙江省温州市新冠疫情得到有效控制，研究实

际入组 COVID-19 普通型患者 4 例，试验组和对照
组各 2 例，两组均为男性，入组时肝肾功能、生命体

征均正常，其中试验组年龄大于对照组，试验组病例

2 表现为频繁咳嗽，且无相关既往病史。根据患者
诊疗进程，试验组病例 1、2 分别使用莪术油注射液
4 天和 7 天。
2． 2． 2 疗效指标 研究纳入的所有患者体温、呼吸
均正常，试验组病例 1 粪便新型冠状病毒核酸用药
后 3 d转阴，试验组病例 2 咳嗽症状明显缓解，无 1
例发展为重症。对照组咽拭子转阴时间分别为 5、7
d。所有患者肺部影像学均有不同程度吸收，以试验
组病例 2 吸收较明显( 图 3) ，3 月 1 日左右下肺出现

图 1 不同浓度莪术油诱导 SAＲS-CoV-2 类病毒细胞后的活性

与 0 μg /ml 莪术油组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01，＊＊＊ P ＜

0. 001

图 2 莪术油对 SAＲS-CoV-2 类病毒的浓度抑制曲线

图 3 试验组病例 2 肺部影像学( CT) 变化
A: 3 月 1 日; B: 3 月 8 日; C: 3 月 24 日
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阴影，呈磨玻璃密度影，病灶里的肺间质有些增厚，3
月 2 日患者开始接受莪术油注射液治疗，3 月 8 日
复查，肺泡内渗出液逐渐被吸收，阴影减小。出院后
2、4 周随访所有患者新型冠状病毒核酸呈阴性，血
常规、肝肾功能无异常，试验组病例 2 肺部影像学阴
影逐渐消失，且肺间质增厚改善。
2． 2． 3 安全性分析 在应用莪术油注射液联合常
规治疗过程中，血常规、肝肾功能等实验室检查均未
出现加重情况。与治疗前比较，所有患者除原有的
呼吸道症状之外，均未出现新的不适症状或加重体

征情况。

3 讨论

莪术油注射液具有显著抗病毒功效( 如流感病

毒、呼吸道合胞病毒等) ［8 － 10］，《浙江省抗新冠肺炎
临床诊疗用药推荐目录》推荐其为抗新冠肺炎药
物。秦宇雯 等［6］总结中药莪术抗病毒的作用机制
研究，发现其可能通过抑制病毒 NP 蛋白，调控 PI 3
K /Akt /mTOＲ 信号通路，直接灭活病毒，抑制相关炎
症因子，抗肺纤维化等途径实现抗 COVID-19。推测
莪术可降低新冠肺炎患者炎症水平，改善患者咳嗽、
发热、肺部啰音等体征，同时在抑制病毒复制和感
染，提升机体免疫力和改善患者肺功能损伤程度等

方面 发 挥 作 用，且 无 激 素 类 药 物 的 不 良 反

应［6 － 7，11 － 13］。
本研究从细胞水平和临床研究两方面探讨了莪

术油注射液抗新型冠状病毒作用。通过体外制备
SAＲS-CoV-2 类病毒细胞株，用 9 组不同浓度莪术油
进行处理，观察和记录细胞数及相对荧光值，计算

IC50 值为 0. 26 μg /ml( 黄芪醇提取物的体外抗柯萨
奇病毒效果与利巴韦林接近，其 IC50 值为( 6. 4 ±
0. 5) μg /ml，表明莪术油对 SAＲS-CoV-2 类病毒活性
有较强抑制作用，且具有浓度依赖性。莪术油注射
液治疗 COVID-19 的随机开放平行对照研究显示，
试验组在常规治疗基础上联用莪术油注射液，患者

核酸转阴时间缩短，可能改善 SAＲS-CoV-2 感染引
起的咳嗽等症状，促进 SAＲS-CoV-2 转阴及肺部病
灶吸收，降低肺损伤，并且相对安全。
综上所述，体内外研究显示，莪术油注射液具有

较强的抗新型冠状病毒活性作用，对于 COVID-19
患者的救治可能具有重要的临床价值。需要指出的
是，由于项目启动时间晚，研究立项审批通过时国内

疫情已得到很好控制，实际可入组患者少，造成整体

研究样本量偏少。另外，因本研究纳入患者所在病
房为隔离病房，管控严格，入组患者详细治疗数据无

法进行充分记录，致使部分原始研究数据缺失。且
入组时样本病程已较长，故结果存在不确定性，确切

的临床疗效尚需大样本、前瞻性临床研究进行评价，
如追踪病毒的复阳率、肺部影像学转归等。但基于
现有莪术油的体内外及药理学研究，后期可扩大莪

术油注射液治疗 COVID-19 临床研究范围，为莪术
油等相关产品的开发应用和 COVID-19 的治疗提供
有力的科学依据。
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Antivirus activity of Zedoary Turmeric Oil Injection against
SAＲS-CoV-2 in vitro and in vivo

Zhou Yuanyuan1，Dai Zhijuan2，Zhang Shujun2，Li Yuechun2，Dai Yuanrong3，Wang He4，
Wu Hailin5，Feng Mengqing6，Li Xiaokun7，Huang Xiaohui1，Zhu Guanghui2

( 1School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of Pharmacy，
3Dept of Ｒespiratory Medicine，The Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University，Wenzhou 325035;

4School of Chinese Materia Medica，Shanghai University of Chinese Medicine ，Shanghai 201203;
5Hefei Future Drug Development Co． LTD，Hefei 242811; 6Hefei Zhongkupresen Biomedical Technology

Co． LTD，Hefei 242811; 7School of Pharmacy，Wenzhou Medical University，Wenzhou 325035)

Abstract To study the antiviral effect of Zedoary Turmeric Oil Injection on novel coronavirus，SAＲS-CoV-2 viroid
cell lines were prepared in vitro and treated with different concentrations of Zedoary Oil． The cell number and rela-
tive fluorescence value ( ＲLU) were observed and measured，and the 50% effective inhibitory concentration ( IC
50) was calculated． Four patients with Coronavirus Disease 2019 were clinically included，including 2 in the con-
trol group and 2 in the experimental group． The control group received conventional treatment，and the experimen-
tal group received Zedoary Turmeric Oil Injection in addition to conventional treatment． The nucleic acid conversion
rate，conversion time，pulmonary imaging changes，fever reduction time，clinical improvement time and adverse e-
vents of the patients were observed． In vitro experiment，the relative fluorescence value decreased with increasing
concentration of Zedoary Turmeric Oil，which was significantly different from that of the control group ( P ＜ 0. 05) ．
The IC50 was 0. 26 μg /ml． In vivo study，the novel coronavirus nucleic acid in stool of case 1 in the test group
turned negative in 3 days，the cough symptom of case 2 was significantly relieved，and there was obvious absorption
in pulmonary imaging． The negative conversion time of novel coronavirus nucleic acid in the control group was 5
and 7 days respectively． No adverse events occurred in the experimental group． Zedoary Turmeric Oil had strong in-
hibitory effect on SAＲS-COV-2 virus in vitro which was dose-dependent． In vivo treatment of COVID-19，Zedoary
Turmeric Oil Injection combined with conventional treatment can improve the cough caused by SAＲS-COV-2 infec-
tion，promote SAＲS -COV-2 to turn negative，promote absorption of lung lesions，and reduce lung injury，with no
obvious adverse events．
Key words Zedoary Turmeric Oil Injection; SAＲS-CoV-2 virus; antiviral activity
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