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一株红树林真菌抗单纯疱疹病毒Ⅱ型的研究 *
裴 华 林英姿△ 饶朗毓 王永霞 牛莉娜 王华民 杨 文

(海南医学院热带医学与检验医学院 海南 海口 571101)

摘要 目的：对分离自海南红树林真菌菌株 PH0016 的胞外多糖 （exopolysaccharide, EPS） 抗单纯疱疹病毒Ⅱ型 (Herpes simplex
virus type 2, HSV-2) 活性进行研究。方法：收集纯化菌株 PH0016 产生的 EPS，体外采用细胞病变观察 EPS 的细胞毒性和抗

HSV-2 作用。为观察 EPS 对 HSV-2 体内感染的治疗效果，小鼠颅内注射 0.02ml 滴度为 100LD50/0.1ml-1 的 HSV-2，24 小时后以不

同浓度 EPS 灌胃，持续 7 天，14 天后计算小鼠存活率和存活时间。菌株分类采用形态学观察和 ITS 序列分析。结果：EPS 可抑制

HSV-2 病毒活性，病毒感染的细胞病变的半抑制浓度(Inhibited concentration, IC50)为 313μg /mL，SI 为 11.43。EPS 25mg·kg-1·d-1

灌胃后，小鼠存活率为 40.0%，存活时间为 9.82±1.87 天，相比模型组实验动物存活时间和存活率均有提高。菌株初步鉴定为淡紫

色拟青霉。结论：从海南红树林分离一株淡紫色拟青霉，其产生的 EPS 具有抗 HSV-2 活性，值得进一步研究。
关键词：真菌；红树林；胞外多糖；淡紫色拟青霉；抗病毒作用；单纯疱疹病毒Ⅱ型
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ABSTRACT Objective: The antiviral activities of exopolysaccharide （EPS）from one kind of fungi strain PH0016 isolated from
mangrove in Hainan province against HSV-2 was explored. Methods: The EPS of strain PH0016 was collected and purified. The toxicity
and antiviral actions of EPS in vitro was evaluated by observing cytotoxicity effect and cytopathic effect（CPE）. To study the therapeutic
effect of EPS on HSV-2 infection in vivo, every mouse was injected intracerebrally 0.02ml HSV-2 solution with the titer of 100LD50
0.1ml-1. After 24hours, the mice were treated by EPS with different doses respectively for 7 days. Surviaval rate and survival time of mice
were observed after 14 days. The taxonomic status of strain was identified by means of morphological observations and analysis of the
ITS sequence. Results: The EPS inhibited HSV-2 at the IC50 values of 313μg/ml, and SI values of 11.43 in vitro. After using EPS 25mg·
kg-1·d-1, the survival rate of the mice infected with HSV-2 was 40.0%. The average survival time was 9.82±1.87 days. The mortality of
the infected mice was reduced and the survival days prolonged. The strain was identified as Paecilomyces lilacinus. Conclusion: EPS
from fungi strain PH0016 isolated from mangrove in Hainan province had remarkable anti HSV-2 activity, this EPS could be utilized for
the further research.
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分布于海岸潮间带的红树林独特土壤生境中蕴藏着丰富

的微生物资源，目前已分离鉴定的红树林真菌超过 200 种，成

为海洋真菌的第二大类群。红树林生态环境具有沼泽化、盐渍

化、强酸性、有机质含量高的特点、在此生存的真菌可能存在特

殊的代谢途径并产生具有独特生物学功能的代谢产物[1,2]。本研

究从海南岛红树林筛选分离并鉴定一株真菌菌株，并对其产生

EPS 的抗 HSV-2 病毒活性进行了初步评价。

1 材料与方法

1.1 实验材料

Hep-2 细胞株、HSV-2 病毒均购自中国典型培养物保藏中

心，本室传代保存。待试菌株采集于海南演丰红树林国家自然

保护区表土，本研究组分离纯化。DMEM 培养基购自 GIBCO
公司），发酵培养基采用大豆粉玉米粉培养基(大豆粉 10.0g, 玉

米粉 10.0g, 可溶性淀粉 5.0g, KH2PO4 0.5g，50%陈海水定容至

1 L，调 pH 7.2)。陈海水马丁培养基(50%陈海水配置、1‰氯霉

素)、PDA 培养基、沙氏培养基和查氏培养基均购自北京陆桥技

术有限责任公司。新生牛血清购自杭州四季青工程材料有限公

司。MTT 购自 Sigma 公司，其余试剂均为国产分析纯。昆明种

小鼠购买自广州省医学实验动物中心。
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1.2 EPS 的获取

挑取单菌落接种于发酵培养基中，发酵 5d(250rpm，28℃)，
发酵液离心后 (3000rpm，4℃，20min) 取上清。发酵上清 4℃
6520g 离心 20 分钟后，上清液以 3 倍体积冰乙醇 4℃沉淀。24
小时后 4℃条件下 4520g 离心 15 分钟后，沉淀溶于去离子水

中。链蛋白酶 +Sevag 法联合脱蛋白[3,4]后，-50℃条件下冻干 48
小时后备用。
1.3 体外抗病毒实验

1.3.1 EPS 对的 Hep-2 细胞毒性测定 向 96 孔培养板各孔加入

100 μl 处于对数生长期的 Hep-2 细胞悬液，使每孔中含有 104
个细胞。置细胞培养板于 37℃ 5% CO2 培养箱中培养，待 80％
细胞融合后向孔内加入倍比稀释的 EPS 溶液，设细胞对照，72
h 后用光学显微镜观察细胞病变 (CPE)，Reed-Muench 法算出

药样对细胞的 50%细胞中毒浓度( CC50)，以无毒浓度用于进行

抗病毒实验。
1.3.2 EPS 抗 HSV-2 病毒活性测定 待接种于 96 孔培养板的

Hep-2 细胞 80％融合后弃去原培养液，加入 100 μl100TCID50
病毒悬液，置培养板于 37℃ 5% CO2 培养箱中培养，2h 后弃去

病毒液，向孔内加入倍比稀释的对细胞无毒性 EPS 溶液。设正

常对照、病毒感染对照及阿昔洛韦阳性对照，37℃ 5% CO2 培

养箱中培养，每天观察由病毒引起的 CPE。当病毒对照组出现

75～100 %CPE，而正常细胞对照组正常时，记录各孔的 CPE[5,6]。
1.4 体内抗病毒实验

1.4.1 HSV-2 感染昆明种小鼠 LD50 测定 选用 14-16g 健康昆

明种小鼠，随机分为 6 组。各组小鼠接受 10 倍比稀释的病毒悬

液 0.02ml 颅内注射，观察记录 14d 各组动物的存活数量，计算

造成小鼠半数致死的病毒浓度(median lethal dose, LD50)。
1.4.2 EPS 对小鼠模型死亡率的影响 将小鼠随机分成 EPS 大

剂量、中剂量、小剂量组、阿昔洛韦阳性对照组、模型组、生理盐

水对照组。将 0.02ml100LD50 的 HSV-2 病毒溶液脑内注射感

染小鼠，生理盐水对照组脑内注射 0.02ml 生理盐水。24h 后开

始灌胃给药治疗。小鼠用量高、中、低分别为 50 g·kg-1d-1、25 g·
kg-1d-1 和 12.5 g·kg-1d-1。阳性对照药阿昔洛韦(acyclovir,ACV)
0.1 g·kg-1d-1 给药；空白对照组及模型组分别灌胃生理盐水，每

只 0.5ml，连续给药 7 日。观察记录给药后 14d 内各组小鼠的存

活时间和存活数量[7,8,9]。
1.5 抗病毒结果计算

体外实验用 Reed-Muench 法计算药物对 50%细胞中毒浓

度(Cytotoxic concentration, CC50) 和细胞病变的半抑制浓度（In-
hibited concentration, IC50） 并计算选择指数 （Selectivity Index,
SI )。

CC50=10 (高于 50%的稀释度对数 + 距离比例×稀释系数

的对数)×原始药物浓度；CC50 距离离比 = (高于 50%CPE 率 -50)/(高于 50%

CPE 率 - 低于 50%CPE 率)；IC50=10(低于 50%的稀释度对数 + 距离比例×稀释系数的对数)×药

物的原始浓度；IC50 距离离比 = (50- 低于 50%CPE 率)/ (高于

50%CPE 率 - 低于 50%CPE 率)；SI = CC50/IC50。体内实验用

SPSS 中 Bliss 法统计软件计算出 LD50，用多组 T 检验计算存活

天数。
1.6 菌种鉴定

1.6.1 形态学观察 菌落形态观察菌株点植在 PDA、查氏和沙

氏培养基 3 种固体培养基上，28℃培养。从培养的第 3d 开始每

天观察菌落的形状、大小、生长速度、颜色等特征。将菌株接种

于 PDA 琼脂平板，插片，28℃培养 6d，取出用光学显微镜观察

菌丝大小、形状、表面特征及是否有横隔，孢子大小、形状、类
型、颜色等，确定种属地位[10,11]。
1.6.2 ITS 序列获取及分析 采用改进的 CTAB 法[12]提取真菌染

色体 DNA。采用真菌通用引物 ITS-1 和 ITS-4。94℃预变性 5
min，94℃变性 1min，55℃退火 30s，72℃延伸 1min，共 30 个循

环，72℃温育 10min。同时设不含 DNA 模板的阴性对照。PCR
产物送华大基因公司进行序列测定。菌株 ITS 序列测序结果与

Genbank 中核酸序列进行比对，并利用 Clustal W 软件序列进

行分析，然后采用邻近－连接法(Neighbour Joining method)聚
类，生成系统聚类树，并用 Bootstrap 软件对系统发育树进行

检验。

2 结果

2.1 体外抗 HSV-2 实验

2.1.1 EPS 对 Hep-2 细 胞 CC50 的 结 果 从 初 始 EPS 浓 度 为

0.8g/ml 开始，将 EPS 用 DMEM 维持液倍比稀释 7 个浓度，由

表 1 数据可计算出 EPS 致 50%细胞中毒的稀释倍数为 224
倍，由此得到 CC50 为 3571 μg/ml。

表 1 EPS 对细胞半数毒性浓度(CC50)计算表

Table 1 The antiviral activity of EPS from strain PH0016 against HSV-2

Dilution rate Positive cases Negative cases Total positive cases Total negative cases Total positive rate

1:80(10-1.9)

1:160(10-2.2)

1:320(10-2.5)

1:640(10-2.8)

12

12

0

0

0

0

12

12

24

12

0

0

0

0

12

24

100

100

0

0

2.1.2 EPS 对 HSV-2 感染细胞的保护作用 将 EPS 用 DMEM
培养液制成 CC50 浓度以下若干浓度进行抗 HSV-2 实验，由表

2 数据可计算出 EPS 对 HSV-2 感染的 Hep-2 细胞 50％保护率

稀释倍数为 2560，由此得出 IC50 为 313 μg/ml，SI 为 11.43。
2.2 体内抗 HSV-2 实验

表 3 显示，模型组小鼠在观察期间全部死亡，而中等剂量

组存活率达 40.0%，生存时间上中剂量组平均为 9.82±1.87d，

与模型组比较 P<0.01。表明 EPS 对 HSV-2 型颅内感染引起的

小鼠死亡有较好的防御作用。
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2.3 菌株鉴定

2.3.1 菌株 PH0016 的形态学特征 接种于查氏培养基上培养

3d 见菌落生长，7d 直径可达 15mm～18mm。菌落扁平、质地疏

松、粉絮状、淡紫色。表面紫色为产孢层，产孢旺盛，肉眼可见紫

色孢子密集。菌落边缘质地疏松，呈白色，菌落背面呈白色。
PDA 培养基形态同查氏培养基。沙氏培养基上菌落生长速度

缓慢，灰白色，中央隆起，质地较疏松，不形成紫色色素。光镜下

营养菌丝壁光滑，无色透明。分生孢子梗光滑无色，单个小梗直

立于营养菌丝上，瓶梗基部膨大，孢梗上有 2～4 个瓶梗状的轮

生分枝。顶部锥形变细，形成较薄独特的颈，分生孢子成向两侧

图 1 菌株 PH0016 显微形态（40×10）

Fig.1 The micro-morphology of the strain PH0016（40×10）

分开的链状，偶有纠缠，分生孢子呈卵形或近球形，成熟后表面

粗糙，透明无色，成团时呈紫色（图 1）。
2.3.2 ITS 序列分析结果 测序获得菌株 PH0016ITS 序列长度

为 588bp。将该序列与 Genbank 相关序列进行 BLAST 相似性

分析，选取与其同源性较高菌株，用 Neighbour Joining method
构建系统发育树(图 2)。结果显示，PH0016 与一株未明确命名

的真菌菌株（FJ612890，Fungal sp. ARIZ L99）聚为一支，两者相

似率达到 100%，其 Bootsrap 支持率为 100％；其分类地位为子

囊菌纲 (Ascomycetes)；肉座菌目 (Hypocreales)；麦角菌科

(Clavicipitaceae)；拟青霉属(Paecilomyces)。

图 2 基于 ITS 序列的菌株 PH0016 与相关菌株系统发育树

Fig.2 Dendrogram of rDNA ITS sequence of PH0016

表 2 EPS 对细胞病变的半抑制浓度(IC50)计算表

Table 2 The CC50 of EPS from strain PH0016

Dilution rate

1:320(10-2.5)

1:640(10-2.8)

1:1280(10-3.1)

1:2560(10-3.4)

1:5120(10-3.7)

1:10240(10-4.0)

1:20480(10-4.3)

Positive cases

1

2

4

5

8

11

12

Negative cases

11

10

8

7

4

1

0

Total positive cases

1

3

7

12

20

31

43

Total negative cases

41

30

20

12

5

1

0

Total positive rate

2.4

9.1

25.9

50.0

80.0

96.9

100.0

表 3 EPS 对 HSV-2 感染小鼠的治疗作用

Table 3 The therapeutic effect of EPS on HSV-2 infectioned mice

Group

Control

Model

ACV

Large dose

Mediandose

Small dose

Dose(g/kg)

0

0

0.1

50

25

12.5

The number of animals

20

20

20

20

20

20

Live number

20

0

9

5

8

2

Survival rate(%)

100

0

45.0

25

40.0

10.0

Survival time(d)

14

7.52±0.63

10.30±1.67

8.07±0.85

9.82±1.87*

7.63±0.46

Note: *Compared with control P<0.01.

3211· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.17 JUN.2012

3 讨论

近年来，针对红树林真菌代谢产物的生物学活性研究大量

展开[13,14]。多种真菌及其代谢产物的抗菌、抗肿瘤等生物学效应

被大量报道。本研究自海南演丰红树林国家自然保护区土壤样

本分离一株淡紫色拟青霉，其产生的 EPS 经初步体内外抗病

毒试验，发现具有抗 HSV-2 活性。目前暂未见相关文献报道。

后续将对此 EPS 抗病毒活性及结构特点进行深入研究探索。

海南省是中国红树植物种类最多、分布和保存面积最大的

区域，具有红树物种多样、古老、濒危、热带和集中分布、保存完

整的特点。此地区的生物多样性极其丰富。然而当前多项针对

红树林土壤及植物部分微生物的资源调查和生物活性评价研

究表明：红树林土壤中大部分微生物尚未被分离培养的[8]。因此

对本地区红树林地区真菌资源进行更详尽的调查和生物活性

评价，将可能为新药物的研究开发提供重要资源。
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