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【摘要】  目的　探讨淫羊藿次苷Ⅱ（icariside, ICS Ⅱ）体外抗乙型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV）的作用及对线粒体

分裂的影响。方法　采用HBV阳性的肝癌细胞HepAD38作为细胞模型，CCK8法检测ICS Ⅱ的细胞毒性，ELISA和荧光定

量PCR法检测ICS Ⅱ以及ICS Ⅱ联合恩替卡韦（entecavir, ENT）作用细胞后乙型肝炎病毒表面抗原（HBsAg）、乙型肝炎病

毒E抗原（HBeAg）的分泌水平和HBV DNA拷贝量；使用激光共聚焦显微镜和透射电子显微镜观察ICS Ⅱ对细胞线粒体形

态和运动的影响；采用Western blot分析ICS Ⅱ作用后细胞线粒体动力学相关关键蛋白的表达水平；采用荧光染色法评估

ICS Ⅱ对细胞内活性氧（reactive oxygen species, ROS）生成的影响。结果　CCK8结果显示ICSⅡ 25 μmol/L作用72 h对细

胞增殖无明显影响；ICS Ⅱ显著抑制细胞HBsAg（抑制率54.90%）和HBeAg（抑制率39.65%）的分泌水平（P<0.05），ICS Ⅱ对

细胞HBV DNA拷贝量的抑制率为15.19%，ENT对细胞HBV DNA拷贝量的抑制率为34.11%，ICSⅡ联合ENT后对HBV
DNA拷贝量的抑制率为55.81%（P<0.05）；ICS Ⅱ诱导HepAD38细胞线粒体变短，增强线粒体运动（P<0.05）；促进线粒体运

动相关蛋白Mfn1、Fis1及p-Drp1(ser 616)表达升高（P<0.05），Mfn2、Drp1及Drp1(ser 637)表达无明显变化（P>0.05）；抑制

HepAD38细胞中ROS的产生（P<0.05）。结论　ICS Ⅱ抑制HepAD38细胞中HBV的复制，其机制可能与促进细胞线粒体分

裂和抑制ROS的产生有关。
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[Abstract]   Objective　To investigate the in vitro anti-hepatitis B virus (HBV) effects of icariside Ⅱ (ICS Ⅱ) and its
impact  on  mitochondrial  fission. Methods　HBV-positive  hepatocellular  carcinoma  HepAD38  cells  were  used  as  the
cellular  model.  The  cytotoxicity  of  ICS Ⅱ was  assessed  via  CCK8  assay.  The  secretion  levels  of  HBV  surface  antigen
(HBsAg)  and HBV e  antigen  (HBeAg),  as  well  as  HBV DNA copy  numbers,  were  measured  by  ELISA and qPCR after
treatment  with  ICS Ⅱ alone  or  ICS Ⅱ in  combination  with  entecavir  (ENT).  The  effects  of  ICS Ⅱ on  mitochondrial
morphology and motility were observed using confocal laser scanning microscopy and transmission electron microscopy
(TEM). After ICS Ⅱ treatment, Western blot was performed to analyze the expression levels of key proteins involved in
mitochondrial  dynamics.  Additionally,  intracellular  reactive  oxygen  species  (ROS)  production  was  evaluated  via
fluorescence  staining. Results　The CCK8 assay  results  showed that  ICS Ⅱ treatment  at  25  μmol/L  had  no  significant
effect  on cell  proliferation after  72  h.  ICS Ⅱ significantly  inhibited  the  secretion levels  of  HBsAg and HBeAg,  with  the
respective inhibition rates reaching 54.90% and 39.65% (P < 0.05). Additionally, ICS Ⅱ alone reduced HBV DNA copy
numbers  by  15.19%,  while  ENT  alone  achieved  a  34.11% inhibition  rate.  Notably,  ICS Ⅱ in  combination  with  ENT
reduced  HBV  DNA  copy  numbers  by  55.81% (P <  0.05).  Furthermore,  ICS Ⅱ induced  mitochondrial  shortening  and
enhanced  mitochondrial  motility  in  HepAD38  cells  (P <  0.05).  ICS Ⅱ significantly  increased  the  expression  levels  of
mitochondrial  motility-related  proteins,  including  Mfn1,  Fis1,  and  phosphorylated  Drp1  (ser  616)  (P <  0.05),  while  no
significant changes were observed in the expression levels of Mfn2, total Drp1, or Drp1 (ser 637) (P > 0.05). Additionally,
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ICS Ⅱ significantly  suppressed  the  production of  intracellular  ROS in  HepAD38 cells  (P <  0.05). Conclusion　ICS Ⅱ
inhibits  HBV  replication  in  HepAD38  cells,  and  the  underlying  mechanism  may  be  associated  with  the  promotion  of
mitochondrial fission and suppression of ROS production.
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乙型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV）感染是严重影

响公共卫生与人类健康的全球性问题[1]，目前临床常用的

抗HBV药物如恩替卡韦（entecavir, ENT）、阿德福韦等尽

管具有较好的抗病毒复制作用，但也存在耐药及停药反

弹等副作用，因此对抗HBV药物及相关机制的研究具有

重要现实意义。

线粒体是真核细胞内重要的细胞器，恒定的线粒体

分裂和融合对线粒体及宿主细胞功能的实现至关重要[2-3]。

大量研究表明：线粒体动力学参与包括肿瘤、神经系统疾

病、病毒感染在内的多种疾病的发病机制，动力学失衡可

触发线粒体功能障碍，影响宿主细胞功能[4-5]。线粒体动

力学机制在不同的病毒致病中发挥不同的作用，如：丙型

肝炎病毒诱导线粒体裂变，抑制细胞凋亡以增强病毒的

持久感染性[6]，寨卡病毒引发的神经元凋亡与线粒体碎片

化相关[7]，在HBV感染的宿主细胞中，HBx蛋白通过促进

线粒体分裂和自噬，以对抗HBV诱导的细胞凋亡[8]。

淫羊藿是贵州省道地中药材，其提取物或复方制剂

具有多种药理活性，包括对HBV的抑制作用[9]。淫羊藿次

苷Ⅱ（icariside Ⅱ, ICS Ⅱ）是淫羊藿的主要代谢产物，现

有研究显示 ICS Ⅱ主要通过抗炎、抗氧化、抗凋亡等在

肿瘤、心血管、神经系统疾病以及勃起功能障碍等方面

发挥重要作用[10-11]。同时，ICS Ⅱ能通过促进线粒体融合，

抑制线粒体分裂缓解小鼠心肌梗死 [11 ]，说明HBV和ICS

Ⅱ都与线粒体运动关系密切，ICS Ⅱ可能通过调节线粒体

分裂融合发挥抗HBV的活性。本研究分析了ICS Ⅱ在

HepAD38细胞中抗HBV的效应以及抗病毒时线粒体形态

和特征的改变，旨在为ICS Ⅱ作为抗HBV的药物研发提

供一定的理论依据。 

1     材料与方法
 

1.1    细胞、药品和试剂

HBV阳性肝癌细胞HepAD38由本实验室保存；ICS

Ⅱ（粉剂，纯度≥98%；溶剂为DMSO，最高浓度为0.1%）购

自南京新厚生物技术有限公司； ENT分散片购自江西青

丰制药有限公司（溶剂为PBS）；乙型肝炎病毒表面抗原

（HBsAg）检测试剂盒、乙型肝炎病毒e抗原（HBeAg）检测

试剂盒购自广州中山生物公司；HBV DNA定量检测试剂

盒购自广州达安基因公司；MitoTracker Deep Red染料和

Fis1抗体购自美国Invitrogen公司；Opa1、Mfn2、Drp1、p-

Drp1(ser 616)抗体购自美国CST公司；Mfn1抗体购自美国

Santa Cruz公司；p-Drp1(ser 637)抗体购自美国Abcam公

司；β-actin抗体购自北京Solarbio公司；活性氧（reactive

oxygen species,  ROS）BriteT M570试剂购自美国AAT

bioquest公司。 

1.2    细胞培养

HepAD38细胞在含有10%FBS、1 μg/mL四环素、

400 μg/mL G418、1%链霉素和1%青霉素的DMEM高糖培

养基中，放入37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中培养。 

1.3    CCK8法检测细胞增殖

HepAD38细胞接种于96孔板，1×104/孔，24 h后加入

不同浓度ICS Ⅱ（0、5、10、15、20、25、30、35 μmol/L），72 h

后每孔加入10 μL CCK-8试剂，37 ℃孵育2 h，全波长酶标

仪在450 nm处测量每孔吸光度值并计算细胞存活率。存

活率（%）=（A实验组－A空白组）／（A对照组－A空白组）×100%。 

1.4    ELISA法检测细胞HBsAg和HBeAg的分泌水平

设置对照组、不同浓度ICS Ⅱ（10、15、20 μmol/L）

组、ENT组（20 μmol/L）和ICS Ⅱ（20 μmol/L）+ENT

（20 μmol/L）组。HepAD38细胞接种于6孔板，5×105/孔，

24 h后按实验分组加入不同浓度的ICS Ⅱ或ENT，72 h后

收集细胞培养上清液，ELISA法检测上清中HBsAg和

HBeAg的分泌水平，具体操作按试剂盒说明书进行。抑

制率（%）=（OD对照组－OD实验组）/OD对照组×100 %。 

1.5    荧光定量PCR法检测细胞HBV DNA拷贝量

实验分组同1 . 4。H e p A D 3 8细胞接种于6孔板，

5×105/孔，24 h后按实验分组加入不同浓度的ICS Ⅱ或

ENT，72 h后收集细胞培养上清液，荧光定量PCR法检测上

清中HBV DNA拷贝量，具体操作按试剂盒说明书进行并

计算抑制率。抑制率（%）=（对照组DNA拷贝量－实验

组DNA拷贝量）/对照组DNA拷贝量×100 %。 

1.6    激光共聚焦显微镜观察细胞线粒体形态和运动

HepAD38细胞接种于20 mm玻璃底细胞培养皿，

2×105/孔，24 h后分别加入0、20 μmol/L ICS Ⅱ作用72 h，

37 ℃预热的DMEM培养基清洗细胞2次，在细胞中加入

500 μL 200 nmol/L MitoTracker Deep Red工作液，37 ℃避

光孵育30 min，37 ℃预热的DMEM培养基清洗细胞6次，

激光共聚焦显微镜下拍照记录线粒体形态和运动。 

1.7    透射电子显微镜观察细胞线粒体形态

HepAD38细胞接种于10 cm2细胞培养皿，1×106/孔，
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24 h后分别加入0、20 μmol/L ICS Ⅱ作用72 h后收集细胞

沉淀，2.5%戊二醛溶液固定2 h，PBS清洗，1%锇酸固定

1 h，梯度乙醇在室温下脱水，包埋于epon812树脂中，UC-

7超微切片机进行切片，2%醋酸铀酰染色30 min，透射电

子显微镜观察并采集图像。 

1.8    蛋白免疫印迹检测线粒体运动相关蛋白的表达

设置对照组、不同浓度ICS Ⅱ（10、15、20 μmol/L）

组。HepAD38细胞接种于6孔板，5×105/孔，24 h后加入不

同浓度的ICS Ⅱ作用72 h，RIPA裂解液提取总蛋白并进行

BCA定量，SDS-PAGE电泳，随后将蛋白转移到PVDF膜

上，5%BSA室温封闭1 h，一抗4 ℃过夜，次日1×TBST洗膜

6次，每次5 min，二抗室温孵育2 h，1×TBST再次清洗后用

ECL发光液显影，使用Image J软件分析灰度值，以目的条

带与内参条带灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达量。 

1.9    激光共聚焦显微镜观察细胞中ROS的水平

HepAD38细胞以2×105/孔接种于20 mm玻璃底细胞

培养皿，24 h后分别加入0、20 μmol/L ICS Ⅱ作用72 h，37 ℃

预热的DMEM培养基清洗细胞，500 μL 5 μmol/L ROS

BriteTM570在37 ℃孵育30 min，37 ℃预热的DMEM培养基

清洗细胞6次，激光共聚焦显微镜下观察并记录细胞

ROS水平。 

1.10    统计学方法

x̄± s数据以 表示。所有数据均采用SPSS 29.0软件进

行分析，两组间比较采用配对样本t检验。多组间比较采

用单因素方差分析（ANOVE），组间两两比较采用LSD检

验，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    ICS Ⅱ在HepAD38细胞中抑制HBV的复制

采用CCK8法评估ICS Ⅱ的细胞毒性，ICS Ⅱ（0、5、

10、15、20、25、30、35 μmol/L）处理细胞72 h，结果显示

在≤25 μmol/L时，ICS Ⅱ对细胞活力无明显影响（图1A）。

20 μmol/L ICS Ⅱ对HBsAg〔抑制率（54.90±1.58）%〕和

HBeAg〔抑制率（39.65±12.88）%〕的分泌水平表现出明显

的抑制作用，ENT对HBsAg和HBeAg的抑制率分别为

（40.10±22.23）%和（64.83±5.08）%，20 μmol/L ICS Ⅱ联合

ENT处理后对HBsAg和HBeAg的抑制率分别为（66.50±

1.85）%和（80.51±2.24）%；联合用药组HBsAg抑制率高于

ENT组，HBeAg抑制率高于20 μmol/L ICS Ⅱ组（均P<

0.05）。20 μmol/L ICS Ⅱ对HBV DNA拷贝量的抑制率为

（15.90±34.02）%，ENT对HBV DNA拷贝量的抑制率为

（34.11±25.57）%，ICS Ⅱ联合ENT后抑制率为（55.81±27.33）%，
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图 1  ICS Ⅱ 对HepAD38细胞中HBV复制的影响

Fig 1  The effect of ICS Ⅱ on HBV replication in HepAD38 cells

A, CCK8 assay performed to evaluate cell viability (n = 4); B, the level of HBsAg (n = 3); C, the level of HBeAg (n = 3); D, the level of HBV DNA copies (n = 3). * P <

0.05, vs. control group (without ICS Ⅱ or ENT). # P < 0.05, vs. 20 μmol/L ICS Ⅱ + 20 μmol/L ENT group.
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联合用药组对HBV DNA拷贝量的抑制率与单独用药组

比较无明显差异（P>0.05）（图1B～1D），表明ICS Ⅱ在

HepAD38细胞中对HBV的复制有抑制作用。 

2.2    ICS Ⅱ促进HepAD38细胞线粒体分裂

采用MitoTracker Deep Red进行细胞线粒体成像，结

果显示，0  μmol/L  ICS  Ⅱ组细胞线粒体平均长度为

（5.60±2.99） μm，20 μmol/L ICS Ⅱ组细胞线粒体平均长度

为（2.51±0.42） μm，组间差异有统计学意义（P<0.05），且

20 μmol/L ICS Ⅱ组形态上表现出更多线粒体结构碎片化

（图2A、2C），这一发现也得到了透射电镜结果的支持

（图2B、2D），透射电镜中红色箭头所指为细胞线粒体，其

线粒体平均长度由0 μmol/L ICS Ⅱ组的（0.74±0.50） μm变

为20 μmol/L ICS Ⅱ组的（0.46±0.25） μm，组间差异有统计

学意义（P<0.05）。结果提示：ICS Ⅱ诱导HepAD38细胞

线粒体变短，促进线粒体分裂。 

2.3    ICS Ⅱ增强HepAD38细胞线粒体运动

课题组采用x-t扫描模式观察线粒体的运动（图3A），

通过计算在扫描范围下75 s内出现运动的线粒体百分比

来量化线粒体移动的程度。0 μmol/L ICS Ⅱ组运动线粒

体的平均百分比为（71.31±18.92）%，20 μmol/L ICS Ⅱ
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图 2  ICS Ⅱ对HepAD38细胞线粒体形态的影响

Fig 2  Effect of ICS Ⅱ on mitochondrial morpphology in HepAD38 cells

A, The cells were stained with MitoTracker Deep Red; B, TEM images (red arrows show mitochondrion); C, quantitative analysis of MitoTracker Deep Red staining

(n = 15); D, quantitative analysis of TEM (n = 103). * P < 0.05.
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图 3  ICS Ⅱ对HepAD38细胞线粒体运动的影响

Fig 3  Effect of ICS Ⅱ on mitochondrial motility in HepAD38 cells

A, x-t line scan; B, quantitative analysis of x-t line scan (n = 11). * P < 0.05.
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组运动线粒体的平均百分比为（93.91±5.95）%，组间差异

有统计学意义（P<0.05），结果表明ICS Ⅱ显著增加了细胞

线粒体运动的数量（图3B），说明ICS Ⅱ增强HepAD38细

胞线粒体运动。 

2.4    ICS Ⅱ促进HepAD38细胞中线粒体运动相关蛋白表

达升高

采用ICS Ⅱ（0、10、15、20 μmol/L）处理HepAD38细

胞72 h，Western blot检测线粒体运动相关蛋白Drp1、p-

Drp1(ser 616)、p-Drp1(ser 637)、Fis1、Opa1、Mfn1和

Mfn2的表达。和0 μmol/L ICS Ⅱ相比，20 μmol/L ICS

Ⅱ促进Mfn1、Fis1及p-Drp1(ser 616)表达升高，差异有统

计学意义（P<0.05）。Mfn1的表达虽有升高，但结合形态

结果，线粒体分裂蛋白的表达更占优势。Mfn2和Opa1表

达有升高趋势，但差异无统计学意义。Drp1及p-Drp1(ser

6 3 7 )表达无明显变化（图4）。结果表明 I C S  Ⅱ促进

HepAD38细胞中线粒体分裂相关蛋白表达升高。
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图 4  ICS Ⅱ 对HepAD38细胞线粒体运动相关蛋白表达的影响

Fig 4  Effect of ICS Ⅱ on the expression of mitochondrial motility-related proteins in HepAD38 cells

A, Western blot; B and C, quantitative analysis of Western blot (n = 3). * P < 0.05, vs. control group (0 μmol/L ICS Ⅱ).
 

2.5    ICS Ⅱ抑制HepAD38细胞中ROS的产生

通过ROS BriteTM 570染色对细胞内ROS的水平进行

评估，如图5所示，0  μ m o l / L  I C S  Ⅱ组荧光强度为

38.51±14.48，20 μmol/L ICS Ⅱ组荧光强度为29.65±10.40，

组间差异有统计学意义（P<0.05），ICS Ⅱ明显降低HepAD38

细胞中ROS的荧光强度，提示ICS Ⅱ能抑制HepAD38细胞

中ROS的产生。 

3     讨论

目前，全球HBV慢性感染者约2.96亿，每年约82万人

死于HBV感染所致肝衰竭、肝硬化和肝细胞癌等相关疾

病[12]。目前临床使用的药物（干扰素和核苷酸类似物）存

在一定的副作用，如应答率低、耐药及停药反弹等，故寻

求新型抗HBV药物显得尤为重要。本研究发现ICS Ⅱ能

有效抑制HepAD38细胞中HBsAg和HBeAg的分泌水平和

HBV DNA拷贝量，且和ENT联用后有明显的协同作用。
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图 5  ICS Ⅱ对HepAD38细胞中ROS的影响

Fig 5  Effect of ICS Ⅱ on ROS production in HepAD38 cells

A, ROS BriteTM 570 stain; B, quantitative analysis of ROS BriteTM 570 stain

(n = 30). * P < 0.05.
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线粒体作为一个重要的细胞器，研究表明其在病毒

复制中发挥了重要作用，这为抗病毒研究提供了一个新

的途径[13-14]。研究表明流感病毒能诱导线粒体延长，而线

粒体碎片激活因子Mito-C可通过抑制其延长从而抑制病

毒复制[15]。Mito-C也可以通过减弱线粒体融合抑制登革

热病毒的复制[16]。HBV可以通过线粒体分裂和线粒体吞

噬维持线粒体平衡，抑制病毒诱导的细胞凋亡，促进细胞

存活和病毒的持久性感染[8]，当有外界因素破坏了这种平

衡，病毒的复制则会受到影响。作为淫羊藿主要代谢产

物的 ICS Ⅱ，研究发现其在小鼠心肌梗死模型中可通过

促进线粒体融合，抑制线粒体分裂而缓解小鼠心肌梗死[11]。

那么， ICS Ⅱ在发挥抑制HBV复制的效应时，线粒体动态

平衡是否参与其中呢？

课题组采用MitoTracker Deep Red探针标记HepAD38

细胞的线粒体，观察ICS Ⅱ处理前后线粒体形态变化，结

果表明ICS Ⅱ促进HepAD38细胞线粒体变短，呈现更多

的碎片化，这一结果得到透射电子显微镜结果的支持，提

示ICS Ⅱ可以增强线粒体分裂或减弱线粒体融合。同时，

ICS Ⅱ作用后细胞线粒体运动显著增加，表明ICS Ⅱ促进

HepAD38细胞的线粒体运动。

线粒体依赖于线粒体分裂和融合之间的相互转化达

到动态平衡，一些关键蛋白参与这个过程[17]。Drp1、p-

Drp1(ser 616)和Fis1促进线粒体分裂，p-Drp1(ser 637)、

Opa1、Mfn1和Mfn2促进线粒体融合[18-19]。本研究发现

ICS Ⅱ对HepAD38细胞内p-Drp1(ser 616)、Fis1和Mfn1蛋

白表达有明显影响，对drp1、p-Drp1(ser 637)、Mfn2和

Opa1蛋白表达影响不明显，提示ICS Ⅱ主要通过促进

HepAD38细胞线粒体分裂而破坏线粒体动力学平衡，紊

乱的线粒体动力学可能触发线粒体功能障碍，影响机体

正常功能[20]。

近年来研究表明，ROS在调节机体各个水平的生物

学功能上都是必不可少的，并认为在疾病治疗尝试中不

能简单地清除它们，而应该调节它们。线粒体是ROS产

生的主要场所，也是ROS作用的重要靶点。ROS在线粒体

中主要调节细胞氧化还原平衡和线粒体结构之间的联

系，其过量会引发氧化应激等一系列级联反应。研究表

明HBV感染能诱导ROS累积[21]，而ICS Ⅱ在2型糖尿病和

缺血性卒中等其他疾病模型中有明显的抗氧化作用[22-24]。

和以往研究结果一致，本研究也发现ICS Ⅱ对HepAD38

细胞内ROS的产生有抑制作用。

本研究发现ICS Ⅱ具有抗HBV的效应，但ICS Ⅱ只是

传统中药淫羊藿的主要活性成分之一，其他活性成分是

否具有相同甚至更优的抗病毒活性尚不可知。关于机制

的研究也仅仅是发现ICS Ⅱ能影响HepAD38细胞的线粒

体形态和ROS的产生水平，尚无直接证据说明ICS Ⅱ通过

影响细胞线粒体或ROS发挥作用，课题组后期会进一步

深入相关的机制研究。

综上所述，本研究证明ICS Ⅱ抑制HepAD38细胞

HBV的复制，其机制可能与促进细胞线粒体分裂和抑制

ROS的产生有关。本研究为ICS Ⅱ抗HBV的研究提供了

更多的理论依据，也为中药淫羊藿产业的持续发展起到

一定的推动作用。
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