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摘 要：为研究羧甲基茯苓多糖(CMP)对肠道病毒 71 型(EV71)的抗病毒活性，并探讨其作用机制，采用 CCK–8

法检测 CMP 对人恶性胚胎横纹肌瘤细胞(RD 细胞)增殖的影响；采用致细胞病变效应(CPE)法观察 CMP 对 EV71

感染引起的 CPE的抑制作用；采用致半数细胞病理改变的病毒感染剂量(TCID50)法检测 CMP对 EV71感染性病毒

颗粒的抑制水平；采用 RT–qPCR 法检测 EV71 结构蛋白 VP1 的表达；采用 Western blotting 法分析 VP1、P62、

LC3、Caspase–3、cleaved Caspase–3蛋白的表达。结果表明：不同质量浓度(0、250、500、1 000 μg/mL)CMP对 RD

细胞无明显的细胞毒性；与对照组相比，CMP 在无毒性浓度范围内可有效抑制 EV71 的复制，且能够呈剂量依赖

性地降低病毒感染引起的细胞病变效应；CMP可呈剂量依赖性地降低 EV71病毒结构蛋白 VP1的表达和子代感染

性病毒颗粒的产生；CMP可下调 EV71病毒感染的 RD细胞中的 LC3–Ⅱ、cleaved Caspase–3的表达。 
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Abstract: To investigate the antiviral activity and potential mechanism of carboxymethylpachyman(CMP) against 

enterovirus 71(EV71), the effect of CMP on the proliferation of RD cells was detected by CCK-8 method. The cytopathic 

effect(CPE) method was used to observe the inhibitory effect of CMP on the CPE caused by EV71 infection. The median 

tissue culture infective dose(TCID50) method was used to detect the inhibitory level of CMP on EV71 infectious virus 

particles. The expression of EV71 VP1 protein was detected by RT-qPCR. The expressions of VP1, P62, LC3, Caspase-3 

and cleaved Caspase-3 protein were analyzed by Western blotting. The results showed that different mass concentrations(0, 

250, 500, 1 000 μg/mL) of CMP had no significant cytotoxicity on RD cells. Compared with the control group, CMP 

effectively inhibited the replication of EV71 in the range of non-toxic concentrations of EV71 replication and dose-
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dependently reduced the cytopathic effect caused by viral infection. CMP dose-dependently reduced the expression of EV71 

viral structural protein VP1 and decreased the production of infectious viral particles in the offspring. CMP down-regulated 

the expression of LC3-II and cleaved Caspase-3 after EV71 virus infection of RD cells. 

Keywords: carboxymethyl porphyra polysaccharide; enterovirus 71; antiviral activity 

 

肠道病毒 71 型(EV71)是一种无包膜的单正链 

RNA 病毒，属于小核糖核酸病毒科，是引起手足

口病的主要病原体[1–2]。手足口病常见于 5 岁以下

儿童尤其是婴幼儿，可引起多样化的临床症状。

患者轻则表现为乏力、低热等，重则引起全身脏

器感染、危及生命并可能留下后遗症[3–5]。目前还

没有一种被认可的抗肠道病毒特效药物。临床上

使用较多的是干扰素 α 喷剂、雾化或早期使用利

巴韦林静脉滴注等。虽然这些治疗方法有一定的

疗效[6–9]，但均会产生一定的不良反应和生殖毒

性。作为茯苓的主要成分，茯苓多糖具有广泛的

生物活性，其水溶性和药理活性可以通过羧甲基

化结构修饰得到加强。经研究，羧甲基茯苓多糖

具有抗氧化[10–11]、抗肿瘤[12–13] 、抗病毒[14–17]作

用。为此，本文作者对羧甲基茯苓多糖体外抵抗

肠道病毒 71 型的能力进行研究，并对其抗病毒机

制进行探讨。 

1 材料与试剂 

1.1 病毒株及细胞 

EV71(BrCr)病毒株由中国科学院武汉病毒研

究所郑振华研究员赠予。人恶性胚胎横纹肌瘤细

胞(RD 细胞)由中国科学院武汉病毒研究所实验室

传代保存。 

1.2 羧甲基茯苓多糖 

羧甲基茯苓多糖(CMP)由道地药用植物规范化

栽培与综合利用湖南省工程实验室制备保存。具体

制备方法如下：取茯苓粉 20 g浸泡于 200 mL 85%

乙醇，加入 6.82 g NaOH于 50 ℃反应 2 h；随后再

次加入 6.80 g NaOH 和 18.9 g 一氯乙酸于 60 ℃反

应 6 h，用乙酸调至 pH 为 7；加入 80 %乙醇获得

沉淀物，将沉淀物置于烘箱 45 ℃烘干；采用

Sevage法除蛋白后，用 80%乙醇沉淀，将沉淀物冻

干即得羧甲基茯苓多糖。 

1.3 试剂 

DMEM 培养基(批号 8122501)购自美国 Gibco

公司；D–Hanks 缓冲液(批号 LH25200)、胰酶(批

号 LH124175)购自浙江森瑞生物科技有限公司；

CCK–8 试剂(批号 A311)购自南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；TRIzol Reagent(390212)和 TRIzol 

LS Reagent(95162201) 购自美国 Thermo Fisher 

Scientific 公 司 ；5×FastKing–RT SuperMix(批 号

X0402)购自天根生化科技有限公司；iTaq™ 

Universal SYBR® Green Supermix(批号 1725124)购

自 美 国 Bio–Rad 公 司 ；RIPA 裂 解 液(批 号

P0013C)、蛋白酶抑制剂 PMSF(ST505)、一抗稀释

液(批号 P0103)购自上海碧云天生物技术股份有限

公司；PVDF膜(BE6011)购自 Millipore公司；超敏

ECL 显色液(BOL1001)购自佰欧乐基生物科技有限

公司；牛血清白蛋白(批号 A116563)、利巴韦林

(批号 R101754)购自上海阿拉丁科技生化科技股份

有限公司；Caspase–3 抗体(批号 D3R6Y)、LC3 抗

体(批号 3868S)购自美国 CST公司；P62抗体(批号

18420–1–AP)购自武汉三鹰生物技术有限公司；

EV71 VP1 抗体由中国科学院武汉病毒研究所郑振

华组制备。 

1.4 仪器 

主要试验仪器包括 CO2 恒温培养箱(普和希健

康医疗器械有限公司)、生物安全柜(上海力申科学

仪器有限公司)、倒置显微镜(奥林巴斯有限公

司)、酶标仪(安图实验仪器有限公司)、Real–Time 

PCR 仪(美国 Bio–Rad 公司)、全自动化学发光图像

分析系统(上海天能科技有限公司)。 

2 方法 

2.1 CCK–8 法检测 CMP 的细胞毒性 

将 RD细胞接种于 96孔板中，待细胞融合度为

90%时，加入用细胞维持液稀释的不同质量浓度

(0、250、500、1 000 μg/mL)的 CMP 或对照药物利

巴韦林(RBV，质量浓度为 100 μg/mL)，于 37 ℃、

5%(体积分数) CO2细胞培养箱中培养 24 h，弃培养

基，加入含 10%(体积分数)  CCK–8 试剂的细胞维
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持液于 CO2 培养箱中孵育 0.5 h，用酶标仪测定

450 nm处的溶液吸光度。 

S= [(Aa–Ab) /(Ac–Ab)]×100% 

式中：S 为相对细胞活力；Aa为试验孔中溶液

吸光度，该溶液中含有细胞的培养基、CCK–8、

待测物质；Ac 为对照孔中溶液吸光度，该溶液中

含有细胞的培养基和 CCK–8，没有待测物质；Ab

为空白孔中溶液吸光度，该溶液中不含细胞的培

养基、待测物质和 CCK–8。 

2.2 TCID50法检测病毒滴度 

在 96孔板中每孔接种 RD细胞，过夜培养后，

将病毒液用含 10%(体积分数) FBS 的 DMEM 连续

稀释 10k倍(k=1，2，…，7，8)后加入 RD细胞，置

于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 2～3 d；在

显微镜下观察 CPE，通过 Reed–Muench 法计算组

织细胞培养半数感染剂量 TCID50。 

2.3 RT–qPCR 法检测病毒拷贝数 

在 12 孔培养板的每个孔中接种 RD 细胞，待

细胞长成单层贴壁细胞后，用感染复数为 0.01 的

EV71病毒侵染细胞 1.5 h，弃病毒液，将其换成细

胞维持液或含药物的细胞维持液于 37 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养 24 h。用 Trizol试剂按标准方法

提取细胞 RNA。将 RNA 反转录为 cDNA 后，测

定其浓度。 

鉴于 EV71 病毒的蛋白 VP1 的基因编码序列

保守性高，在获得 EV71 病毒 cDNA 后，针对

EV71 的 VP1 区域设计引物序列(正向引物序列为

CCAGAATTCAGGGGACAGAGTGGCAGAGATG

TGATTG，反向引物序列为 AACGGATCCTTAGA 

GCGTAGTAGTGATTGCCGTTCG)， 扩 增 得 到

VP1 的 cDNA 片段，切胶回收后将 EV71 VP1 的

cDNA片段与 T载体连接构建质粒。转化、获取单

克隆质粒后，测定其浓度，将获得的质粒以 10 倍

梯度稀释，之后按照 SYBR Green荧光定量试剂说

明书配制反应液进行荧光定量反应。根据荧光信

号的变化可以计算出 EV71 VP1的 cDNA拷贝数即

病毒拷贝数。 

2.4 Western Blotting 法检测蛋白的表达 

用 RIPA 缓冲液提取细胞总蛋白，用 SDS 缓冲

液使其变性，100 ℃煮沸 10 min，蛋白质经 12 %(质

量分数) SDS–PAGE胶分离后，转移到 PVDF膜上。

用 5 %(质量分数)BSA 封闭 1 h，4 ℃一抗孵育过

夜。用 TBST洗涤，之后结合 1∶10 000稀释的抗兔

或抗鼠辣根过氧化物酶抗体孵育 1 h。孵育后，用

TBST洗涤 5次。最后，采用全自动化学发光图像分

析系统分析经 ECL显色液显色的免疫反应带。 

2.5 数据的统计分析 

试验数据均采用 SPSS 22.0软件进行统计分析，

以参数平均值±标准差( x ±s)表示，2 组样本间的比

较采用 t检验，多组样本间的比较采用方差分析。 

3 结果与分析 

3.1 CMP 对 RD 细胞的细胞毒性 

将不同质量浓度(0、250、500、1 000 μg/mL)的

CMP 及对照药物 RBV(RBV对照组中 CMP质量浓

度为 0 μg/mL)处理 RD 细胞 24 h，通过 CCK–8 法

检测不同质量浓度的 CMP 对相对细胞活力(CMP

组、RBV 组细胞相对于正常细胞的活力)的影响，

如图 1所示。图 1中，n为样本数。 

结果表明，CMP 在所选用质量浓度范围内无

明显细胞毒性。 

 
图 1 不同 CMP 质量浓度下的相对细胞活力(n=6) 

Fig.1 Relative cell viability at different mass concentrations of CMP(n=6) 
 

3.2 CMP 减弱 EV71 感染导致的细胞病变效应 

EV71 感染 RD 细胞后，加入不同质量浓度

CMP，于感染后 24 h 利用倒置光学显微镜观察 

CMP 对 EV71 致 CPE 效应的影响，见图 2。结果

显示，与未感染病毒的对照组相比，EV71感染 24 h

后，细胞开始出现皱缩变圆，部分脱落、死亡，

呈碎片状漂浮于维持液中(图 2(b)、图 2(g))；CMP

组能明显降低病毒感染导致的 CPE 效应，且随着

CMP 质量浓度的增加，对细胞病变效应的缓解呈

剂量依赖效果(图 2(c)~图 2(e)、图 2(h)~图 2(j))。 
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(a) 未感染病毒的对照组；(b) 感染病毒的对照组；(c) 感染病毒、同时用 250 µg/mL CMP 孵育的试验组；(d) 感染病毒、同

时用 500 µg/mL  CMP孵育的试验组；(e) 感染病毒、同时用 1 000 µg/mL  CMP孵育的试验组；(f) 图(a)的局部放大图；(g) 图(b)的

局部放大图；(h) 图(c)的局部放大图；(i) 图(d)的局部放大图；(j) 图(f)的局部放大图。 

图 2 CMP 对 EV71 致细胞病变效应的影响 

Fig.2 Effects of CMP on the cytopathic effect of enterovirus 71 
 

3.3 CMP 抑制 EV71 的复制 

将感染复数为 0.01的 EV71 感染 RD 后，加入

药物培养 24 h。收集 RBV 对照组及不同质量浓度

CMP 组(其中，0 µg/mL CMP 组即为病毒对照组)细

胞样品，提取 RNA，反转录后进行荧光定量检

测，结果见图 3。由图 3可见：CMP对 RD 细胞内

EV71 病毒的复制起抑制作用，抑制作用强度随着

CMP 质量浓度呈剂量依赖性效应；且 500 µg/mL、    

1 000 µg/mL CMP组病毒拷贝数极显著低于病毒对

照组的(P<0.001)，其抑制作用强度均大于 RBV 对

照组的。 

 
“**”和“***”分别表示与病毒对照组相比差异有统计学意义

(P<0.01、P < 0.001)。 

图 3 CMP 对病毒拷贝数的影响(n=3) 

Fig.3 Influence of CMP on virus copy number(n=3) 
 

3.4 CMP 抑制 EV71 感染性病毒颗粒的产生 

用感染复数为 0.01 的 EV71 感染 RD 细胞，

加入不同质量浓度的 CMP 培养 24 h 后收取上清

和胞内样品，分析 CMP 对感染性病毒颗粒的产生

的影响，见图 4。图 4结果表明，在一定的质量浓

度范围内，随着 CMP 质量浓度逐渐升高，病毒滴

度逐渐下降，显示 CMP 呈剂量依赖地抑制 EV71

感染性病毒颗粒的产生。CMP 能有效降低细胞中

EV71 活病毒颗粒的合成，提示 CMP 可能影响

EV71 在细胞中的装配和合成；上清液中低质量浓

度 CMP 组病毒滴度与病毒对照组的差异不大，高

质量浓度 CMP (1 000 µg/mL)组中病毒滴度相较于

病毒对照组的极显著降低(P<0.001)，提示 CMP影

响 EV71的释放阶段。 

 

 

“*”和“***”分别表示与病毒对照组相比差异有统计学意义

(P<0.05、P<0.001)。 

(a) 上清液；(b) 细胞液。 

图 4 CMP 对 EV71 感染性病毒颗粒产生的影响(n=3) 

Fig.4 Effects of CMP on the production of EV71 infectious 

virus particles(n=3) 
 

3.5 不同给药方式对 EV71 VP1 合成的影响 

为探究最佳的给药方式，设置不同加药方式，
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通过检测 VP1 蛋白的表达研究其对病毒复制情况

的影响。设置未感染病毒对照组和感染病毒对照

组，试验组采用预先给药、感染中给药和治疗给药

3 种方式，具体如图 5(a)所示。图 5 的结果表明，

CMP 在预防、感染和治疗阶段均能下调病毒蛋白

的表达，抑制病毒的吸附和复制过程。 
 

 

 

 

“***”表示与感染病毒组相比差异有统计学意义(P < 0.001)。 

(a) 不同加药方式示意图；(b) Western Blotting 检测不同加药方

式对 EV71 VP1蛋白表达的影响；(c) 图(b) 的灰度值分析。 

图 5 CMP 对 EV71 病毒的预防、治疗和直接杀灭作

用分析(n=3) 

Fig.5 Analysis of the prevention, treatment and direct killing 

effects of CMP on EV71(n=3) 
 

3.6 CMP 抑制 EV71 VP1 蛋白的合成 

为进一步确定 CMP 对 EV71 VP1 蛋白的抑制

作用，在病毒感染 RD 细胞后，用不同质量浓度 

 

 

CMP(其中，0 µg/mL CMP 组即为病毒对照组)孵育

细胞 24 h，结果见图 6。图 6 结果表明，CMP 呈

剂量依赖性地显著抑制 EV71 VP1蛋白的表达，且

高质量浓度 CMP(1 000 µg/mL)的抑制效果优于利

巴韦林的抑制效果。 

 

“***”表示与病毒对照组相比差异有统计学意义(P < 0.001)。 

(a) Western Blotting检测 CMP和 RBV对 EV71 VP1蛋白合成

的影响；(b) 图(a)的灰度值分析。 

图 6 CMP 和 RBV 对 EV71 VP1 蛋白合成的影响(n=3) 

Fig.6 Influence of CMP and RBV on EV71 VP1 protein 

production(n=3) 
 

3.7 CMP 抑制 EV71 感染后细胞的自噬 

自噬和凋亡是宿主细胞在遭受病毒感染时的

自我防御机制。据报道，EV71 能诱导细胞自噬和

凋亡，并通过诱导自噬从而促进病毒复制[18–21]。

为探究病毒感染的不同阶段细胞自噬的发生情

况，以感染复数为 0.01的 EV71感染 RD细胞，用

CMP(1 000 µg/mL)孵育细胞 24 h，其间收集不同

时间(6 h、12 h、24 h)的细胞蛋白样品，检测细胞

自噬相关蛋白和 EV71 结构蛋白 VP1 的表达，结

果见图 7。由图 7 可见：在选取的 3 个时间段，相

较于未感染病毒的对照组，CMP 均能够降低 LC3–Ⅱ

的表达；相较于病毒对照组，加入 CMP 后也能降

低 LC3–Ⅱ的表达。同时，EV71 VP1蛋白的表达也

随之下降，提示 CMP 可能通过下调细胞自噬程度

从而减少病毒的复制。 
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“**”表示当感染后时间相同时，与未感染病毒组相比差异有统计学意义(P < 0.01)；“##”表示当感染后时间相同时，与感染病毒组

相比差异有统计学意义(P < 0.01)。 

(a) Western Blotting检测自噬相关蛋白的表达；(b) 感染病毒 24 h后 LC3–Ⅱ与 LC3–Ⅰ的灰度值比。 

图 7 CMP 影响病毒感染后的细胞自噬(n=3) 

Fig.7 The effect of CMP on the autophagy of infected cells(n=3) 
 

3.8 CMP 抑制 EV71 感染后细胞的凋亡 

EV71 感染会触发细胞凋亡过程，这一过程不

仅导致机体细胞受损，还会帮助病毒逃避机体免

疫系统的监视，进而促进病毒的复制[22]。Western 

Blotting 检测结果(图 8(a))发现，EV71 感染引起的

细胞凋亡与病毒载量呈正相关，而 CMP 能抑制因

EV71 感染引起的细胞凋亡。从图 8(b)可见，与未

感染病毒组相比，CMP 能够显著降低 cleaved 

Caspase–3 的表达量(P<0.001)；与感染病毒组相

比，在感染病毒后添加 CMP 也能够显著降低

cleaved Caspase–3的表达量(P<0.001)。 

 

“***”表示与未感染病毒的对照组相比，P < 0.001；“###”表示与感染 EV71的对照组相比，P < 0.001。 

(a) Western Blotting检测细胞凋亡相关蛋白的表达；(b) 感染病毒 24 h后 cleaved Caspase–3蛋白表达的灰度值分析。 

图 8 CMP 影响病毒感染后的细胞凋亡(n=3) 

Fig.8 The effect of CMP on the apoptosis of infected cells(n=3) 
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4 讨论 

肠道病毒引发的手足口病是世界各国面临的

严重的公共卫生问题。2015 年，首个肠道病毒 71

型的全病毒灭活疫苗获得中国食品药品监督管理

局批准，该疫苗的问世对降低儿童手足口病的患

病率具有重大意义。尽管如此，肠道病毒各族之

间不具有交叉免疫，且疫苗对其他病毒变异株的

预防效果犹未可知，因此，开发安全有效的抗肠

道病毒药物是具有现实意义的[23]。 

VP1 蛋白是肠道病毒 71 型重要的结构蛋白，

VP1 区含有大多数病毒中和位点，且具有与肠道

病毒血清型完全对应的抗原和遗传多样性，被认

为是肠道病毒基因组进化分析和基因分型最适宜

区域。VP1 的序列保守性有利于疫苗开发，也为

其作为检测试剂提供了可能性，故本文作者在检

测病毒拷贝数和病毒结构蛋白合成情况时选择

VP1作为检测指标。 

肠道病毒 71 型感染后引起的重症多为表达过

激的炎症反应，而细胞自噬与细胞凋亡作为维持细

胞环境稳态的重要因素，对机体应对病毒感染具有

重要意义。病毒多通过调节细胞信号来逃避宿主免

疫，Caspase–3 是细胞凋亡过程中的关键执行者之

一，Caspase–3 在接收到凋亡信号并与凋亡受体结

合后被激活，生成活化的 cleaved Caspase–3[24–25]。

LC3 是一种主要参与自噬体的形成的自噬体膜上

的标记蛋白，LC3正常情况下在细胞质中以 I 型形

式存在，并在细胞自噬发生时转变为 LC3–II。

LC3–II 被认为是自噬标记物，在一定程度上反映

了自噬体的数量[26]。p62 蛋白是选择性自噬受体，

其与泛素化蛋白结合进入自噬小体后，进一步与

溶酶体结合形成自噬溶酶体从而被降解，p62 蛋白

的表达水平与自噬水平的发生呈负相关[27]。本研

究结果表明，CMP 在病毒复制的早期和增长期对

细胞自噬均有抑制作用；在 EV71 复制的增长期，

随着 VP1 蛋白的合成的增加，CMP 能显著抑

Caspase–3活化成 cleaved Caspase–3，但 CMP是否

通过抑制 VP1 蛋白的形成影响 Caspase–3 蛋白的

活化，减弱细胞凋亡，从而起到抗病毒作用还需

进一步探究。 

肠道病毒 71 型在临床上并无特效药，利巴韦

林作为广谱抗病毒药物也用于肠道病毒的治疗

中，对比 CMP 与 RBV 对肠道病毒 71 型的抑制效

果发现，高质量浓度 CMP 可达到与 RBV 相近的

抑制作用。在对加药方式进行探究时发现预先孵

育 CMP 2 h和在感染病毒后加入 CMP均可达到明

显抑制病毒蛋白复制的作用，提示羧甲基茯苓多

糖或可通过抑制病毒的吸附和释放过程从而起到

抗病毒作用。 

5 结论 

CMP 对 EV71 感染后细胞病变效应的产生、

病毒 mRNA 的生成、病毒结构蛋白 VP1 的合成、

感染性病毒颗粒的合成与释放都具有抑制作用，

其可能通过抑制 EV71 病毒的吸附和释放过程、干

扰病毒结构蛋白 VP1 的表达而发挥抗病毒活性。

CMP 能显著抑制 LC3–Ⅱ、cleaved Caspase–3 蛋白

的表达，提示 CMP 可能通过影响细胞自噬和细胞

凋亡来起到抗 EV71复制的作用。 
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