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  [ 摘要]  目的: 观察复方金黄Ⅰ号及组成该方的各单味药体外对流感病毒( A1, A3) 的抑制作用, 比较复方与单味药体外

抗病毒效果, 为临床合理用药提供依据。方法: 建立体外病毒感染模型,采用细胞病变法( CPE)和 MTT法观察金黄Ⅰ号及单味

药在不同时间给药对流感病毒感染的抑制作用。结果: 对 A1, A3流感病毒,金黄Ⅰ号在治疗、预防以及感染病毒同时加药 3种

条件下细胞存活量较病毒对照组均有显著提高,抑制率高于部分单味药和利巴韦林对照组;除金银花、浮小麦在治疗条件下对

A3流感病毒的抑制作用不明显外, 其余各单味药在 3种条件下对 2种病毒均有显著抑制作用。结论: 金黄Ⅰ号具有体外抗流

感病毒作用, 总体而言其抗病毒作用优于组成该方的各单味药。
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  金黄Ⅰ号是由金银花、黄芪、浮小麦、大枣组成,

具扶正祛邪、益气解毒的功效,作者在已往的研究中

发现金黄Ⅰ号具有体外抗流感病毒的作用
[ 1]
。本试

验通过对金黄Ⅰ号及组成该复方的每味中药进行体

外抗流感病毒作用的研究,进行对比分析, 为金黄

Ⅰ号的开发利用提供一定参考。

1 材料

1.1 药物 金黄Ⅰ号及单药金银花,黄芪,浮小麦,

大枣的配制由广西中医药研究所完成。于试验前配

制为 1 g·mL - 1 , 经 0. 45 μm 微孔滤膜过滤, 再经

0. 22 μm微孔滤膜过滤除菌后,置 4 ℃冰箱保存备

用。病毒唑 ( Ribavirin) 注射液, 100 g·L - 1 , 批号

20041023,湖北天药药业股份有限公司。

1. 2 细胞 狗肾传代细胞 ( MDCK) ,广州中医药大

学病毒学教研室赠送; DMEM培养基,美国 Hyclone

公司; DMEM生长液含 10% 胎牛血清、100 U·mL- 1

青霉素、100 μg·mL
- 1
链霉素;用于稀释药物的维持

液 1 含: 2% 胎牛血清的 DMEM,其他同生长液;用

于流感病毒试验时的维持液 2 不含胎牛血清,含 2

μg·mL
- 1
胰酶的 DMEM,其他同生长液。

1.3 病毒株  流感病毒 [ 甲 1 A1 /广西 /14 /2001

( H1N1) ,甲 3 A3 /广西 /194 /2003( H3N2) ] :由广西

壮族自治区疾病预防控制中心病毒科提供。病毒按

常规接种 9 ～11 日龄鸡胚的尿囊腔, 35 ℃孵育 72 h

后收集尿囊液,测定红细胞凝集活性,血凝滴度大于

128 的尿囊液分装,置 - 80 ℃冰箱保存待用。

2 方法

2.1 病毒毒力测定 将病毒悬液用维持液 2 作 10

倍稀释为 1 ×10 - 1
～10 - 8
共 8 个稀释度,加入 MDCK

细胞已长成单层的 96 孔板中, 每个稀释度接种 4

孔,每孔 100 μL, 35 ℃, 5% CO2 中孵育 2 h,弃病毒

液,最后 1 次控干并加入 100 μL维持液 2,同时设正

常细胞对照组,倒置显微镜下每天观察细胞病变,培

养液中红细胞凝集活性 ( HA) 按国家流感中心建立

的方法
[ 2 ]
测定红细胞凝集效价:从试验的各孔取 25

μL培养液, 加入 96 孔板中,加入 25 μL 配制好的

1%豚鼠红细胞悬液,相混后置 4 ℃ 30 ～60 min,观

察 HA。计算半数感染量( TCID50 ) 。

2.2 药物毒性测定 将已过滤除菌的试验药液( 金

黄Ⅰ号、各单味药) 及阳性对照药利巴韦林用维持液

1 作 2 倍稀释,加入已长成单层细胞的 96 孔中,同时

设空白组,将各质量浓度药液加入细胞培养板中,每

个浓度 4 孔,每孔 100 μL。于 37 ℃, 5% CO2 温箱中

培养 3 ～5 d, 倒置显微镜下观察细胞形态。计算最

大无毒浓度( TC0) 。

2.3 药物对流感病毒的抑制作用( MTT法)
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2.3.1 治疗给药( 先感染病毒后给药)  用维持液

2 稀释浓度为 100TCID50流感病毒,加入已长成单层

细胞的 96孔中,每孔 100 μL,于 35 ℃, 5% CO2 孵箱

中吸附 1. 5 h感染细胞,弃病毒液,控干。各药物均

用维持液稀释至最大无毒浓度,将各药物加入已经

感染的细胞板中,各浓度 4 孔,每孔 100 μL, 同时设

空白组,病毒对照组,利巴韦林组。于 37 ℃, 5% CO2

中孵育 24 h。将板中的培养液弃去,控干,加入维持

液 1, 100 μL/孔, 观察细胞病变。当病毒对照孔出

现最大程度病变时, 加入 MTT( 5 g·L
- 1

) 每孔 20

μL, 37 ℃, 5% CO2 中孵育 5 h。将细胞板中的培养

液弃去,控干,加入 DMSO 150 μL/孔,振荡,作用 10

min。酶标仪 570 nm测 A值,空白孔调零。

2.3.2 预防给药( 先给药后感染病毒)  所有操作

同 2.3.1,不同为先加入药物后感染病毒。

2.3.3 药物与病毒同时给予  所有操作同 2.3. 1,

不同为药物与病毒相混合后立即接种细胞,计算抑

制率。

抑制率 =试验组 - 病毒对照组
空白组 - 病毒对照组

×100%

2.3.4 统计学方法  Reed-muench[ 3 ]
法计算病毒

TCID5 0和药物 TC0。统计学处理采用 SPSS11. 0 软

件,数据先行方差齐性检验,然后进行方差分析, P <

0. 05 为有显著性差异。

3 结果

3.1 病毒毒力测定  采用 Reed-muench 法计算流

感病毒 A1 在 MDCK细胞中的 TCID50为 10
- 4

, A3 的

TCID50为 10
- 4. 5
。试验中病毒攻击量为 100 TCID50。

3.2 药物毒性测定  根据细胞病变得出各药最大

无毒浓度 TC0 (表 1) 。复方、单味药及阳性药利巴韦

林均以 TC0 做药物抗病毒试验。

表 1 各药最大无毒浓度 ( TC0 ) g·L - 1

药物 TC0

复方   5. 0

金银花  3. 28

黄芪   0. 74

浮小麦  9. 38

大枣   16. 25

利巴韦林 1 ×104

3.3 药物对流感病毒的抑制作用

3.3.1 对 A1 流感病毒 金黄Ⅰ号与各单味药及利

巴韦林在 3 种用药条件下与病毒对照组比较均有显

著差异 ( P < 0. 05 或 P < 0. 01) ;金黄Ⅰ号在 3 种给

药条件下对病毒的抑制率均高于各单味药和利巴韦

林;在 I条件下除金银花外各单味药病毒抑制率均

低于金黄Ⅰ号 ( P < 0. 05 或 P < 0. 01) ;在Ⅱ条件下

黄芪、大枣的抑制率低于金黄Ⅰ号( P < 0. 01) ;Ⅲ条

件下各单味药与金黄Ⅰ号比较无显著差异( 表 2) 。

表 2 不同时间给药对 A1流感病毒的抑制作用 ( 珋x±s, n = 4)

药物
质量浓度

/g·L - 1

Ⅰ治疗 Ⅱ预防 Ⅲ药物病毒同时

A
抑制率

/%
A

抑制率

/ %
A

抑制率

/%

病毒对照 - 0. 255 ±0. 010 0. 358 ±0. 032 0. 871 ±0. 002

空白 - 0. 612 ±0. 0072) 0. 882 ±0. 0142) 1. 513 ±0. 032 2)

金黄Ⅰ号 5 0. 501 ±0. 0182, 4) 68. 91 0. 700 ±0. 0102, 4) 65. 25 1. 416 ±0. 112 2, 4) 85. 03

金银花 3. 28 0. 468 ±0. 0312, 4) 59. 59 0. 676 ±0. 0332, 4) 60. 58 1. 193 ±0. 027 2, 3) 50. 19

黄芪 0. 74 0. 397 ±0. 0282, 4, 6) 39. 78 0. 608 ±0. 0372, 4, 6) 47. 71 1. 384 ±0. 025 2) 80. 31

浮小麦 9. 38 0. 453 ±0. 0102, 4, 5) 55. 46 0. 685 ±0. 0762, 4) 62. 30 1. 378 ±0. 053 2) 79. 11

大枣 16. 25 0. 372 ±0. 0542, 4, 6) 32. 70 0. 589 ±0. 0342, 4, 6) 44. 04 1. 379 ±0. 104 1) 79. 22

利巴韦林 10 - 3 0. 470 ±0. 0432, 4) 60. 08 0. 575 ±0. 0052, 4, 6) 41. 47 1. 209 ±0. 088 1, 3) 52. 80

  注 :与病毒对照组比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01 ;与空白组比较3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01; 与金黄Ⅰ号组比较5 ) P < 0. 05, 6) P < 0. 01( 表 3 同 )。

3.3.2 对 A3 流感病毒  在用药条件Ⅰ下金黄Ⅰ

号、黄芪和大枣与病毒对照组比较有显著差异( P <

0. 01) ,而金银花、浮小麦与病毒对照组比较无显著

差异;在用药条件Ⅱ,Ⅲ下金黄Ⅰ号与各单味药及利

巴韦林与病毒对照组比较均有显著差异 ( P <

0. 01) ;在用药条件Ⅰ下金银花、浮小麦与金黄Ⅰ号

比较抑制作用有显著降低 ( P < 0. 05 或 P < 0. 01) ,

而黄芪、大枣与金黄Ⅰ号比较无显著差异;在用药条
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件Ⅱ下各单味药与金黄Ⅰ号比较均无显著差异;在

用药条件Ⅲ下浮小麦、大枣抑制作用低于金黄Ⅰ号

( P < 0. 05 或 P <0. 01) ,而金银花、黄芪与金黄Ⅰ号

比较无显著差异( 见表 3) 。
表 3 不同时间给药对 A3流感病毒的抑制作用 ( n = 4)

药物
质量浓度

/g·L - 1

Ⅰ治疗 Ⅱ预防 Ⅲ药物病毒同时

A
抑制率

/%
A

抑制率

/ %
A

抑制率

/%

病毒对照 - 0. 347 ±0. 069 0. 620 ±0. 064 0. 830 ±0. 045

空白 - 0. 674 ±0. 0412) 0. 927 ±0. 0222) 1. 374 ±0. 035 2)

金黄Ⅰ号 5 0. 599 ±0. 0141) 80. 66 0. 918 ±0. 0192) 99. 89 1. 295 ±0. 089 2, 3) 85. 32

金银花 3. 28 0. 469 ±0. 0264, 6) 39. 25 0. 872 ±0. 0382) 84. 63 1. 287 ±0. 045 2, 3) 83. 69

黄芪 0. 74 0. 571 ±0. 0201, 3) 71. 86 0. 878 ±0. 0362) 86. 61 1. 287 ±0. 045 2, 3) 83. 83

浮小麦 9. 38 0. 502 ±0. 0244, 5) 49. 56 0. 910 ±0. 0372) 97. 06 1. 175 ±0. 035 2, 4, 6) 62. 91

大枣 16. 25 0. 591 ±0. 0771) 78. 02 0. 873 ±0. 0452) 84. 96 1. 221 ±0. 041 2, 4, 5) 71. 44

利巴韦林 10 - 3 0. 511 ±0. 0834) 52. 52 0. 830 ±0. 0072, 4, 6) 70. 8 1. 288 ±0. 033 2, 3) 83. 92

4 讨论

流感病毒是导致流感的主要病原体,它分为甲、

乙、丙 3 型,其中甲型流感病毒是几次世界性流感流

行的主要病原体,而且目前世界上流行的也多为甲

型
[ 4]
。病毒复制是一个连续过程,复制周期主要包

括吸附和穿入、脱壳、生物合成、组装成熟和释放多

个步骤。在体外试验中,病毒在不同传代细胞系中

增殖特点不同,有些细胞不适于病毒的复制增殖,因

此,选择适宜病毒增殖的细胞进行培养很重要。

MDCK细胞被认为是培养甲型和乙型流感病毒最合

适的细胞系
[ 5]

,此细胞系具有感染后迅速产生流感

病毒,在短时间内取得高滴度的特点,因此本研究选

用 MDCK 细胞作为载体。

本研究通过治疗、预防以及感染病毒同时加药

3 种条件观察金黄Ⅰ号和各单味药是否对流感病毒

有增殖抑制、感染阻断或者直接抑制作用。试验结

果提示,对 A1, A3 流感病毒,金黄Ⅰ号在治疗、预防

以及感染病毒同时加药 3 种条件下细胞存活量较病

毒对照组均有显著提高,病毒对照组的细胞形态大

量变圆,融合,坏死,脱落等,而金黄Ⅰ号组的细胞形

态接近正常组细胞, 呈菱形或多边形,边界清晰,其

抑制率高于单味药和利巴韦林对照组;除金银花、浮

小麦在治疗条件下对 A3 流感病毒的抑制作用不明

显外,其余各单味药在 3 种条件下也表现出不同程

度的抑制作用, 但总体而言复方作用较单味明显。

复方所显示的作用并非复方中 4 味药材的简单加

和,这很可能是由于在制备复方的过程中方中的某

些成分相互作用、发生了某种程度的化学变化所致,

其可能原因还有待进一步探讨。
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