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［摘要］ 目的：建立一种基于荧光检测的流感病毒神经氨酸酶（NA）中药抑制剂快速筛选方法。方法：方法的构建原理是

供试品和一定数量的 NA 作用后，部分 NA 的活性会被供试品抑制，加入底物后仍具有活性的 NA 与荧光底物结合后在特定波

长下可以产生荧光，根据测得的荧光强度计算供试品对 NA 的抑制率，从而评估供试品对 NA 的体外抑制活性。利用建立的方

法对来源于 12 味中药的 49 个化学成分进行体外抗 NA 活性评价。利用 NA 蛋白受体与供试品对接后的结合能和抑制常数的

理论计算值来证明实测结果的准确性。将建立的方法应用于检测不同批次板蓝根颗粒和抗病毒颗粒在体外抑制 NA 的活性，

以评价不同批次样品间的质量一致性。结果：方法学考察结果表明该方法具有较好的准确性和重复性。49 个成分的筛选结

果显示，其中 22 个成分在体外对 NA 的抑制活性强于帕拉米韦［半抑制浓度（IC50）131.2 μmol·L-1］，如夏佛塔苷、异荭草苷、诃

子酸、胡薄荷酮、异夏佛塔苷等，其余 27 个成分在体外对 NA 的抑制活性弱于帕拉米韦。分子对接结果显示，大部分化合物的

结合能和抑制常数理论计算结果和实测结果基本一致。12 批板蓝根颗粒对 NA 的抑制活性检测结果显示，样品 A1、A2、B2、

C1、C2、E2 和 F2 之间的质量一致性较好。同一厂家生产的 9 批抗病毒颗粒对 NA 的抑制活性检测结果显示，样品 K1~K9 在质

量浓度为 0.02 g·mL-1时对 NA 的抑制率分别为 37.68%、36.18%、31.37%、33.98%、40.36%、33.76%、40.69%、41.08%、40.06%，平

均值 37.24%。结论：该研究成功建立了一种可用于快速评价中药（来源于中药的化学成分或中成药）是否具有体外抗 NA 活性

的分析方法，可作为现有 NA 抑制剂筛选方法的有力补充。利用该方法从 12 味中药中筛选得到 22 个成分对 NA 具有较好的体

外抑制活性，可为研发抗流感小分子药物提供候选化合物。
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［［Abstract］］  Objective：： To establish a rapid screening method for influenza virus neuraminidase（NA） 

inhibitors sourced from Chinese medicines based on fluorescence detection. Method：： The method was 

constructed based on the principle that after the reaction of the test sample and a certain amount of NA， the 

activity of some NA will be inhibited by the test sample， and the NA that is still active after the addition of the 

substrate can generate fluorescence at a specific wavelength when combined with the fluorescent substrate， and 

the inhibition rate of the test sample on NA was calculated according to the measured fluorescence intensity， so 

as to evaluate the in vitro inhibitory activity of the test sample on NA. A total of 49 high-purity chemical 

components from 12 Chinese medicines were used to evaluate the in vitro anti-NA activity by the established 

method. The theoretical calculated values of binding energy and inhibition constant after docking between the NA 

protein receptor and the test sample were used to prove the accuracy of the experimental results. The established 

method was applied to detect the in vitro NA inhibitory activity of different batches of Banlangen granules and 

Kangbingdu granules， so as to evaluate the quality consistency among different batches of samples. Result：： The 

methodological examination results showed that the method had good accuracy and repeatability. The screening 

results of 49 components showed that 22 of them had strong in vitro inhibitory activity against NA than peramivir 

［half inhibitory concentration（IC50） was 131.2 μmol·L-1］， such as schaftoside， isoorientin， chebulinic acid， 

menthone and isoschaftoside. The inhibitory activity of the remaining 27 components was weaker than that of 

peramivir. The molecular docking results showed that the theoretical calculation results of binding energies and 

inhibition constants of most compounds were basically consistent with the experimental results. The test results 

of the inhibitory activity of 12 batches of Banlangen granules on NA showed that the quality consistency among 

samples A1， A2， B2， C1， C2， E2 and F2 was good. The analysis results of the inhibitory activity of 9 batches 

of Kangbingdu granules produced by the same manufacturer on NA showed that the inhibitory rates of samples 

K1 to K9 were 37.68%， 36.18%， 31.37%， 33.98%， 40.36%， 33.76%， 40.69%， 41.08%， 40.06% when the 

concentration of 0.02 g·mL-1， and the average inhibitory rate was 37.24%. Conclusion：： In this paper， we 

successfully established an analytical method that can be used to rapidly evaluate whether Chinese medicines 

（derived from chemical components of traditional Chinese medicine or proprietary Chinese medicines） have in 

vitro anti-NA activity， which can be a powerful supplement to the existing screening methods for influenza virus 

NA inhibitors. And this method was used to screen 22 compounds from 12 Chinese medicines with good in vitro 

inhibitory activity against NA， which can provide candidate compounds for the development of anti-influenza 

small molecule drugs.

［［Keywords］］ influenza virus neuraminidase； fluorescence detection； Chinese medicine； molecular 

docking； quality consistency； Banlangen granules； Kangbingdu granules

流感是由流感病毒引起的一种急性呼吸道传

染疾病，发病具有季节性，也可全年流行，人群普遍

易感，孕产妇、婴幼儿、老年人及慢性基础疾病患者

易发展为重症或危重症病例，存在一定死亡风险，

对公共健康构成威胁［1-5］。流感病毒具有传染性强、

变异快等特点［1，6］，仅通过接种疫苗难以有效防控流

感［7］，临床仍然需要安全有效的药物作为最终治疗

手段。目前我国上市的抗流感药物主要为神经氨

酸酶（NA）抑制剂，帕拉米韦、奥司他韦、扎那米韦等

药物虽能通过有效抑制 NA 发挥抗流感作用，但因

存在不良反应多［8］、价格昂贵［9］，并不是临床用药最

优选择，因此迫切需要寻找其他高效低毒的抗流感

病毒药物。

中医药在我国已有几千年的临床应用历史，在
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历次抗击重大疫病中发挥了重要作用［10-11］，从中药

中筛选高效低毒的抗流感病毒药物是一种切实可

行的途径。目前，基于 NA 筛选来源于中药的抗流

感病毒 NA 抑制剂研究已有少量报道。例如，刘畅

等［12］利用分子对接方法从绵马贯众中筛选 NA 抑制

剂，发现间苯三酚类成分有很好的抑制活性。YU

等［13］采用高效液相色谱 -毛细管电泳法从黄芩、羌

活、栀子、金银花中筛选 NA 抑制剂，发现黄芩素、黄

芩苷、异绿原酸等成分抑制 NA 活性较强。杨贤英

等［14］采用超高效液相色谱串联四极杆飞行时间质

谱法对五倍子活性部位化学成分进行分析，发现五

倍子具有较强的抑制 NA 活性。总体而言，目前 NA

抑制剂筛选技术较为匮乏，仅有分子对接［15］、超滤

质谱［16-17］、细胞筛选［18-19］等方法，且存在准确度差、

仪器昂贵、筛选效率低等缺陷，严重制约了从中药

中筛选 NA 抑制剂的研究进程。因此，亟需建立一

些具备简单、实用、准确度高和成本低等特点的 NA

抑制剂快速筛选方法，对中药活性成分进行筛选，

为研发抗流感小分子药物提供候选化合物。

1 材料

Synergy H1 型 全 功 能 微 孔 板 检 测 仪（美 国

BioTek 公司），MX-S 型涡旋震荡仪［大龙兴创实验

仪器（北京）股份公司］，XPE26 型 1/100 万电子天平

（瑞士梅特勒 -托利多公司），Milli-Q 型超纯水仪（美

国密理博公司）。NA 溶液、NA 检测缓冲液、荧光底

物（上海碧云天生物技术有限公司，批号分别为

071420211105、052119210115、071420220117），帕拉

米韦氯化钠注射液（广州南新制药有限公司，批号

3141756，浓度 4 567.5 μmol·L-1），12 批板蓝根颗粒

（厂家 A~F，编号 A1、A2、B1、B2、C1、C2、D1、D2、

E1、E2、F1、F2），9 批抗病毒颗粒（四川光大制药有

限公司，编号 K1~K9），49 个对照品（成都普菲德生

物技术有限公司，相关信息见表 1）。
2 方法

2.1　NA 标准曲线的制备     在黑色 96 孔荧光酶标

板的 6 个孔内加入 NA 检测缓冲液 70 μL，每孔再分

别加入 NA 溶液 0、1、2、5、7.5、10 μL，加适量超纯水

使每孔中溶液的总体积为 90 μL，在微孔板检测仪

中 37 ℃避光孵育 2 min 后每孔加入 NA 荧光底物

10 μL，使每孔总体积为 100 μL。在微孔板检测仪

中震荡 1 min，于 37 ℃避光孵育 2 min 后在激发波长

322 nm、发射波长 450 nm 的条件下测定荧光强度，

每个浓度水平设置 3 个复孔，结果取平均值。根据

NA 加入量和对应测得的荧光强度制作标准曲线。

2.2　供试品溶液的制备     将帕拉米韦氯化钠注射

液用超纯水稀释 10 倍后标记为帕拉米韦供试品 1

（456.8 μmol·L-1），将帕拉米韦供试品 1 分别用超纯

水稀释 2、10、100、1 000 倍，用涡旋震荡仪震荡 1 min

（转速 2 000 r·min-1，下同）后超声处理 5 min（频率

53 kHz，功率 250 W），分别标记为帕拉米韦供试品

2、3、4、5，备用。分别称取表 1 中各对照品 5~7 mg，

先溶解于 100 μL 的二甲基亚砜（DMSO）中，超声处

理 5 min，作为各成分供试品母液。将母液分别用水

稀释 200、500、1×103、1×104、1×105 倍。使用涡旋震

荡仪震荡 1 min 后超声 5 min，分别标记为供试品浓

度 1、2、3、4、5，备用。准确称取各批次板蓝根颗粒

1.0 g，置于洁净试管中，分别准确加入超纯水 5 mL，

震荡 1 min 后超声 5 min，作为板蓝根颗粒供试品母

液，准确吸取该母液 1 mL，用超纯水稀释 10 倍，超

声 5 min，作为板蓝根颗粒供试品溶液，备用；同法制

备不同批次抗病毒颗粒供试品溶液。

2.3　供试品的检测     在黑色 96 孔荧光酶标板内每

孔加入 NA 检测缓冲液 70 μL 和 NA 溶液 10 μL，再

分别加入供试品浓度 1~5 各 10 μL，按 2.1 项下从“在

微孔板检测仪中 37 ℃避光孵育 2 min”至“结果取平

均值”操作。结合 NA 标准曲线计算不同浓度供试

品对 NA 的抑制率。抑制率计算公式为抑制率 =

（10-M）/10×100%，M 表示与样品反应后剩余的 NA

体积。以供试品测试浓度和抑制率绘制供试品抑

制 NA 的量效曲线，计算半抑制浓度（IC50）。
2.4　数据及图像处理     使用 OriginPro 2022 制作

NA 标准曲线和供试品抑制 NA 的量效曲线，使用

GraphPad Prism 9 计算供试品对 NA 的 IC50。使用

ChemDraw Ultra 16.0 及 Chem3D Ultra 16.0 进行化

合物分子的 3D 结构处理，使用 AutoDock 4.2.6 进行

供试品和 NA 的分子对接，使用 PyMOL 3.8 进行分

子对接结果查看和图像处理。

2.5　方法学考察     

2.5.1　精密度     精密量取帕拉米韦供试品 2（浓度

228.4 μmol·L-1，下同）适量，按照 2.3 项下方法连续

检测 6 次，记录荧光强度，计算帕拉米韦对 NA 的抑

制率及其相对标准偏差（RSD）。
2.5.2　日间精密度     精密量取帕拉米韦供试品 2 适

量，按 2.3 项下方法检测 6 次，重复 6 d，计算帕拉米

韦对 NA 的抑制率及其 RSD。

2.5.3　日内精密度     精密量取帕拉米韦供试品 2 适

量，按照 2.3 项下方法在同 1 d 内连续测定 6 次，计算

帕拉米韦供试品 2 对 NA 的抑制率及其 RSD。
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2.5.4　重复性考察     准确称取抗病毒颗粒 K1 共

6 份，每份 1.0 g，按 2.2 项下方法制备其供试品溶液，

按 2.3 项下方法检测，计算抑制率及其 RSD。

2.5.5　底物对检测体系的影响     为了考察荧光底

物对荧光强度的测定是否存在干扰，即验证测得的

荧光强度大小是由不同量 NA 与荧光底物结合后产

生而得，在荧光板每孔只添加荧光底物 10 μL，准确

加入超纯水 20 μL，平行测定 6 个孔，按 2.3 项下方法

检测荧光强度，计算抑制率。

2.5.6　DMSO 对检测体系的影响     为了考察不同

测试浓度 DMSO 对荧光强度的测定是否存在影响，

按 2.2 项下方法配制 DMSO 测试溶液，按 2.3 项下方

法检测荧光强度，计算抑制率。

2.6　分子对接     

2.6.1　受体分子的选取和前处理     选取与拉尼米

韦 复 合 的 甲 型 流 感 病 毒 NAN5 的 晶 体 结 构［NA

（PDB∶3TI8）］为研究对象［20］。从 RCSB PDB 数据

库获取 NA（PDB∶3TI8）的三维结构，使用 PyMOL 

3.8 去除原始配体小分子和水分子，加氢原子，保存

为 pdb 格式文件。将该 pdb 格式文件的受体分子置

于 ADT 1.5.7 软件中加上电荷和非极性氢，保存为

pdbqt格式文件。

2.6.2　化合物的准备     从 PubChem 数据库获取化

合物的三维结构，对于该数据库中没有三维结构的

化合物使用 ChemDraw Ultra 16.0 画出其二维结构，

保存为 mol 格式，用 Chem3D Ultra 16.0 转化为三维

结构，通过 MM2 力场进行能量最小化，保存为 pdb

格式，在 ADT 1.5.7 进行加氢、加电荷，计算电荷，保

存为 pdbqt文件备用。

2.6.3　分子对接过程     在 ADT 1.5.7 中设置 pdbqt

格式文件的配体分子和受体分子的网格 ，运行

表 1　49 个对照品的信息

Table 1　Information of 49 reference substances

来源

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

诃子

板蓝根

板蓝根

板蓝根

板蓝根

板蓝根

板蓝根

板蓝根

连翘

连翘

连翘

连翘

连翘

成分

柯里拉京

根皮苷

安石榴苷

石榴皮鞣素

诃子酸

诃子次酸

诃子鞣酸

鞣花酸

表没食子酸儿茶素没食子酸酯

表儿茶素没食子酸酯

没食子酸儿茶素没食子酸酯

没食子儿茶素

新诃黎勒酸

黑芥子苷钾盐

（R，S）-告依春

靛蓝

靛玉红

腺苷

蒙花苷

色胺酮

连翘酯苷 A

连翘酯苷 B

连翘苷

牛蒡苷

牛蒡子苷元

批号

19012602

17112401

19040804

180802

190116

190220

190614

18012302

19022502

19022503

18032908

18113004

190705

20081102

20083104

20091705

21053111

21033111

21061107

220304

21011504

21011403

21022608

20092903

20122504

纯度/%

99.61

99.70

98.01

99.21

99.68

99.72

99.39

99.93

98.85

98.74

99.87

99.75

92.36

99.61

99.97

98.90

97.70

99.90

98.09

99.81

98.25

98.34

99.70

99.72

99.89

来源

连翘

土茯苓

土茯苓

土茯苓

射干

射干

射干

射干

射干

紫花地丁

紫花地丁

紫花地丁

马勃

马勃

升麻

羌活

羌活

羌活

羌活

苍术

苍术

苍术

桂枝

荆芥

成分

连翘脂素

落新妇苷

异落新妇苷

黄杞苷

射干苷

鸢尾黄素

野鸢尾黄素

次野鸢尾黄素

芒果苷

夏佛塔苷

异夏佛塔苷

异荭草苷

麦角甾醇

β-谷甾醇

升麻素苷

佛手柑内酯

欧前胡素

异欧前胡素

紫花前胡苷

白术内酯Ⅰ
苍术素

苍术酮

桂皮醛

胡薄荷酮

批号

21080607

21022001

21022401

21022007

20040302

20092501

21052701

21051705

21011202

21092409

22022302

21060906

21112407

21090303

20051507

21031001

21070702

21091802

20070604

20090905

21111904

21030505

21102905

21111106

纯度/%

98.76

99.11

99.67

99.59

99.09

98.54

99.82

99.09

98.62

98.02

99.58

99.50

98.12

97.44

98.12

99.85

98.10

98.84

98.85

99.81

99.71

98.03

98.03

98.88
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AutoGrid 4.2.6 生成图像文件，运行 AutoDock 4.2.6

进行分子对接计算，以抑制常数和结合能为参考指

标，获取帕拉米韦以及配体分子与 NA（PDB∶3TI8）
蛋白对接的结合能和抑制常数，并将 22 个化合物的

结合能、抑制常数与帕拉米韦的进行比较。

3 结果

3.1　方法学考察     

3.1.1　精密度及稳定性     日间精密度考察结果显

示，帕拉米韦平均抑制率 85.24%，RSD 2.5%；日内

精 密 度 考 察 结 果 显 示 ，帕 拉 米 韦 平 均 抑 制 率

83.89%，RSD 1.0%，表明仪器精密度良好；重复性考

察结果显示，抗病毒颗粒 K1 平均抑制率 39.70%，

RSD 2.7%，表明该方法重复性良好，可用于评价不

同供试品对 NA 的抑制活性。

3.1.2　底物对检测体系的影响     底物干扰考察结

果显示，在测试体系中只添加荧光底物而不添加

NA 的情况下，在检测波长下能测得微弱荧光强度，

但与 NA、荧光底物结合作用后的荧光强度相差 4 个

数量级，可以忽略不计，表明实际测得的荧光强度

是由一定数量 NA 和荧光底物结合产生的真实值。

3.1.3　DMSO 对检测体系的影响     在方法建立过

程中，重点考察了 DMSO 对检测结果的影响，结果

表明 DMSO 浓度在 1.4×10-5~7×10-3 mol·L-1 时会产

生微弱影响，因此限制了 DMSO 的初始浓度不能太

大，但考虑到尽可能让供试品能有一个较大的初始

测试浓度，最终优选将化学成分溶解在 100 μL 的

DMSO 中，再逐级稀释得到系列不同测试浓度，可

将 DMSO 的影响降至可接受范围内。

3.1.4　NA 标准曲线及帕拉米韦的量效关系     NA

标 准 曲 线 的 回 归 方 程 为 Y=18 183X+16 896（r=

0.992），线性范围 0~10 μL，表明 NA 在一定范围内

不同反应量与产生的荧光强度呈现良好的线性关

系。在此基础上，在测试体系中依次准确加入 NA 

10 μL、供试品溶液 10 μL 及荧光底物 10 μL，经过

30 min 反应后检测荧光强度，根据实测荧光强度和

NA 标准曲线计算反应体系中 NA 的反应量和被供

试品溶液抑制的 NA 用量，结合 2.3 项下方法计算供

试品对 NA 的抑制率。根据实际测得的不同测试浓

度帕拉米韦的抑制率，利用 GraphPad Prism 9 计算

帕拉米韦的 IC50 131.2 μmol·L-1，见图 1。

3.2　49 个成分对 NA 的体外抑制活性分析     

3.2.1　22 个抑制活性较强的成分     基于新建立的

抗流感病毒 NA 活性检测方法对 12 种临床治疗流感

常用中药中的 49 个高纯度成分进行了抑制 NA 活性

筛选，结果发现其中 22 个成分的 IC50低于帕拉米韦

的 IC50，初步表明这些化学成分对 NA 有较强的抑制

活性。6 个代表性成分的实测浓度与抑制率之间的

量效关系见图 2，上述 22 个成分在其接近 IC50 时的

图 1　不同测试浓度帕拉米韦对 NA 抑制率的量效关系

Fig.  1　 Inhibition rates of peramivir at different tested 

concentrations

图 2　6 个代表性成分在不同测试浓度下对 NA 的抑制率

Fig.  2　Inhibition rates of 6 representative chemical components at different tested concentrations
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测试浓度见表 2。

3.2.2　27 个抑制活性较弱的成分     与帕拉米韦对

NA 的抑制活性比较，除了上述 22 个成分对 NA 有

较强抑制活性，其余 27 个成分在体外对 NA 的抑制

活性相对较弱。除表 2 中成分外，诃子中其他 8 个

成分则呈现较弱的抑制活性，69.19 μmol·L-1表儿茶

素没食子酸酯、71.17 μmol·L-1表没食子酸儿茶素没

食子酸酯、61.01 μmol·L-1没食子酸儿茶素没食子酸

酯、95.17 μmol·L-1诃子次酸、28.11 μmol·L-1诃子鞣

酸、15.19 μmol·L-1新诃黎勒酸、22.32 μmol·L-1鞣花

酸、91.19 μmol·L-1没食子儿茶素的 NA 抑制率分别

为 31.24%、29.72%、27.27%、16.72%、15.89%、14.38%、

10.48%、8.19%。2020 年版《中华人民共和国药典》

（以下简称《中国药典》）中诃子的质量标准尚无指

标性成分含量测定，根据诃子中化学成分抗 NA 活

性的结果，推荐可选择安石榴苷和诃子酸作为诃子

的指标成分。除表 2 中成分外，板蓝根中另外 2 个

成分呈现较弱的抑制活性，测得 32.58 μmol·L-1 黑

芥子苷钾盐、27.34 μmol·L-1色胺酮的 NA 抑制率分

别为 29.04%、20.38%。2020 年版《中国药典》（一部）
板蓝根的质量控制标准规定（R，S）-告依春的质量分

数不得低于 0.02%，本文研究结果支撑了（R，S）-告

依春作为板蓝根指标成分的合理性。除鸢尾黄素

外，射干中另外 4 个成分呈现较弱的抑制活性，即

25.29 μmol·L-1射干苷、78.95 μmol·L-1野鸢尾黄素、

64.12 μmol·L-1 次野鸢尾黄素、71.22 μmol·L-1 芒果

苷的 NA 抑制率分别为 39.61%、30.95%、29.46%、

18.03%。苍术中 3 个成分呈现较弱的抑制活性，即

27.19 μmol·L-1苍术酮、43.34 μmol·L-1白术内酯Ⅰ、

0.32 μmol·L-1 苍术素的 NA 抑制率分别为 39.41%、

30.10%、12.42%。对羌活中成分进行检测，结果发

现 43.15 μmol·L-1 异欧前胡素、46.19 μmol·L-1 佛手

柑内酯、42.83 μmol·L-1 欧前胡素、0.14 μmol·L-1 紫

花 前 胡 苷 的 NA 抑 制 率 分 别 为 33.39%、29.93%、

28.66%、23.10%。土茯苓中 81.42 μmol·L-1 落新妇

苷、81.88 μmol·L-1 异落新妇苷、1.88 μmol·L-1 黄杞

苷的 NA 抑制率分别为 33.88%、33.80%、30.36%，提

示落新妇苷可能并非土茯苓的最佳质量控制指标。

此外，检测结果还显示，马勃中 35.87 μmol·L-1麦角

甾醇、30.54 μmol·L-1 β-谷甾醇的 NA 抑制率分别为

18.02%、15.21%，升麻中 58.65 μmol·L-1升麻素苷的

NA 抑制率 19.49%。

3.3　抗流感中成药对 NA 的体外抑制活性分析     将

新建立的抗 NA 活性检测方法用于 6 个不同厂家生

产的 12 批板蓝根颗粒和同厂家生产的 9 批抗病毒

颗粒体外抗 NA 活性检测。结果发现样品 A1、A2、

B1、B2、C1、C2、D1、D2、E1、E2、F1、F2 在质量浓度

为 0.02 g·mL-1 时对 NA 的抑制率分别为 39.00%、

41.38%、34.79%、37.04%、38.11%、42.25%、18.92%、

19.26%、33.50%、38.18%、45.55% 和 40.50%，表明样

品 A1、A2、B2、C1、C2、E2 和 F2 间的质量一致性较

好，其他样品与这 7 个样品存在较大的质量差异；样
品 K1~K9 在质量浓度为 0.02 g·mL-1 时对 NA 的抑

制 率 分 别 为 37.68%、36.18%、31.37%、33.98%、

40.36%、33.76%、40.69%、41.08%、40.06%，抑制率平

均值 37.24%，样品 K1~K9 抑制率与平均值的相对偏

差 分 别 为 1.2%、2.8%、15.8%、8.8%、8.4%、9.3%、

9.3%、10.2%、7.6%，表明样品 K1、K2、K4、K5、K9 之

间的质量一致性较好，而样品 K3、K6~K8 与上述样

品存在一定的质量差异。

3.4　分子对接     

3.4.1　结合能     空间匹配是分子间发生相互作用

表 2　22 个成分在其接近 IC50 时的测试浓度

Table 2　 Test concentrations of 22 chemical components at their 

respective inhibition rates near IC50

来源

诃子

板蓝根

射干

连翘

紫花地丁

桂枝

荆芥

成分

安石榴苷

诃子酸

石榴皮鞣素

柯里拉京

根皮苷

靛玉红

靛蓝

（R，S）-告依春

腺苷

蒙花苷

鸢尾黄素

连翘脂素

连翘酯苷 B

牛蒡子苷元

连翘酯苷 A

连翘苷

牛蒡苷

异夏佛塔苷

夏佛塔苷

异荭草苷

桂皮醛

胡薄荷酮

浓度/μmol·L-1

21.69

27.61

36.77

51.81

54.83

41.72

42.23

43.34

44.11

46.35

32.16

31.82

32.49

33.26

40.11

51.29

58.76

22.92

23.07

50.27

37.09

32.40

抑制率/%

57.52

53.29

64.34

44.80

58.54

58.77

56.42

48.22

59.86

53.49

47.00

54.01

65.12

53.03

65.07

61.02

54.87

58.21

55.36

53.57

50.12

52.94
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的基础，而能量匹配是分子间保持稳定结合的基

础，因此结合能是筛选活性分子的关键。帕拉米

韦、安石榴苷等 23 个配体分子与 NA（PDB∶3TI8）对
接的结合能和抑制常数见表 3。结果发现帕拉米韦

与 NA（PDB∶3TI8）对接的结合能和抑制常数均较

小，提示帕拉米韦在与 NA（PDB∶3TI8）进行分子对

接时，空间上可相互匹配，结合比较牢固，对 NA

（PDB∶3TI8）蛋白表现出较强的抑制活性，见图 3A。

靛玉红、靛蓝等 8 个成分与 NA（PDB∶3TI8）对接的

结合能比帕拉米韦与 NA（PDB∶3TI8）对接的结合

能低，表明这 8 个成分可能对 NA 有更强的抑制作

用，虚拟计算结果强弱顺序为靛玉红>靛蓝>连翘脂

素 >桂皮醛 >鸢尾黄素 >胡薄荷酮 >牛蒡子苷元 >

（R，S）-告依春；较小的抑制常数同样表明这 8 个成

分与 NA 受体之间有较强的亲和力，表明在较低浓

度下即可对 NA 产生抑制作用，与前期 NA 抑制活性

实验结果基本吻合。牛蒡苷、异夏佛塔苷等 4 个成

分与 NA（PDB∶3TI8）对接的结合能和抑制常数与

帕拉米韦的相关数据接近，表明这 4 个成分可能对

NA 具有较强的抑制作用，与前期实验结果基本一

致。其余化学成分表现出与 NA（PDB∶3TI8）较弱

的虚拟结合能力，即对 NA（PDB∶3TI8）的抑制活性

较弱，与前期 NA 抑制活性实验的结果存在一定差

异，原因可能是这部分成分通过与 NA 蛋白中的其

他活性位点相互作用而达到抑制 NA 活性的目的。

3.4.2　成分与氨基酸残基的作用情况分析     选择

靛玉红、牛蒡根、异荭草素与受体蛋白的对接部位

进行可视化分析，见图 3。结果发现这 3 个成分对蛋

白受体有多位点氨基酸残基的结合活性，这些成分

可与氨基酸之间形成氢键，通过氢键相互作用与

NA（PDB∶3TI8）的活性位点进行有效结合，进而具

有抑制 NA（PDB∶3TI8）活性的作用。化学成分与

氨基酸残基的结合呈现多靶点作用情况，如帕拉米

韦的-OH、-NH3
+等基团与色氨酸（TRP）-383、谷氨酸

（GLU）-313 结合，靛玉红的 -OH、-NH3
+等基团与谷

氨酰胺（GLN）-136、天门冬酰胺（ASN）-146、组氨酸

（HIS）-144 结 合 ，牛 蒡 苷 的 -OH、-COO-等 基 团 与

GLU-313、异亮氨酸（ILE）-384、GLU-136 结合，异荭

草素的 -OH、-CO-等基团与甘氨酸（GLY）-272、缬氨

酸（VAL）-314、丙氨酸（ALA）-340 结合，提示抗流感

中药可能是通过多成分作用于多个靶点，从而达到

抗 NA 活性的目的，体现了中药多组分、多靶点、多

通路的特点［21-23］。

4 讨论

本文成功建立了一种可用于快速评价中药是

否具有体外抗 NA 活性的筛选方法，具有实用、快

速、准确度高、成本低等特点，可以对现有流感病毒

NA 抑制剂筛选方法的有力补充。为了验证新建立

表 3　配体化合物与 NA 的分子对接数据

Table 3　Molecular docking data of ligand compounds to NA

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

化学成分

帕拉米韦

靛玉红

靛蓝

连翘脂素

桂皮醛

鸢尾黄素

胡薄荷酮

牛蒡子苷元

（R，S）-告依春

牛蒡苷

异荭草苷

石榴皮鞣素

异夏佛塔苷

柯里拉京

腺苷

夏佛塔苷

根皮苷

蒙花苷

安石榴苷

连翘酯苷 A

连翘苷

诃子酸

连翘酯苷 B

结合能/kJ·mol-1

-15.51

-23.95

-21.99

-21.69

-21.61

-20.86

-20.86

-18.94

-15.80

-15.17

-14.55

-14.13

-13.75

-12.58

-12.37

-12.16

-12.16

-10.49

-8.19

-5.60

-5.39

-3.85

5.02

抑制常数/mmol·L-1

1.91

0.06

0.14

0.16

0.16

0.22

0.22

0.48

1.69

2.19

2.82

3.31

3.89

6.19

6.82

7.41

7.41

14.56

36.63

104.62

113.32

212.27

-

注：A.帕拉米韦；B.靛玉红；C.牛蒡苷；D.异荭草苷；黄线为氢键

图 3　部分代表性成分与 NA（PDB∶3TI8）的氢键作用示意

Fig.  3　 Schematic diagram of hydrogen bonding interaction 

between some compounds and NA（PDB∶3TI8）
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的方法实际测得结果的准确性，本文还采用目前常

用的分子对接方法，通过计算 NA 蛋白受体与供试

品对接后的结合能和抑制常数的理论值来证明实

测结果的准确性，结果表明大部分化学成分的理论

计算结果和实测结果基本一致，证明该方法测得的

不同成分体外 NA 抑制率具有较高准确性。

基于新建立的方法评价了 12 味中药中共 49 个

化学成分对 NA 的体外抑制活性，结果发现 22 个成

分对 NA 具有较好的体外抑制活性，为研发抗流感

小分子药物提供了候选化合物，并可为相应中药的

质量标志物选择提供参考。同时，本文将新建立的

方法应用于不同批次抗流感中成药的质量一致性

评价，该过程不需要解析药物成分、测定指标性成

分含量等，仅通过表征药物的整体抗病毒活性强

弱，将药物的整体药理作用以客观数值表征出来，

更符合中药质量整体属性的特点。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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