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　　摘要　目的　探讨加味神术散雾化剂在体外对甲型 H1N1流感病毒增殖的影响。方法　以甲型

H1N1流感病毒感染狗肾传代细胞(MDCKcell)为载体,观察加味神术散雾化剂不同药物浓度对流感

病毒引起的细胞病变(CPE)的影响。采用 Reed-Muench法计算流感病毒对 MDCK 细胞的半数细胞感

染量(TCID50)。采用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法(MTT)测定光密度(OD)值,计算不同药物对

MDCK细胞的破坏率,通过Probit回归计算不同药物对 MDCK 细胞的最大无毒浓度(TC0)及半数中

毒浓度(TC50)。计算不同药物对流感病毒增殖的抑制率,通过 Probit回归计算半数抑制浓度(IC50)和

治疗指数(TI)。结果　甲型 H1N1流感病毒对 MDCK 细胞的 TCID50为10-8/0.1mL。加味神术散雾

化剂对 MDCK细胞的 TC50为366.63μg/mL,TC0为31.25μg/mL;利巴韦林对 MDCK细胞的 TC50为

109.85μg/mL,TC0为8.02μg/mL。加味神术散雾化剂对流感病毒直接抑制作用的IC50=9.79μg/

mL,TI=37.45;对预防流感病毒感染的IC50=8.72μg/mL,TI=41.04;对治疗流感病毒感染的IC50=
17.40μg/mL,TI=21.07。利巴韦林对预防流感病毒感染的IC50=84.30μg/mL,TI=1.30。结论　
加味神术散雾化剂可明显抑制甲型 H1N1流感病毒在 MDCK 细胞中的增殖,具有抗甲型 H1N1流感

病毒作用。
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　　Abstract　Objective　ToinvestigatetheeffectofJiaweiShenzhupowderatomizerontheproliferationof
H1N1influenzavirusinvitro.Methods　H1N1influenzavirusinfectedMadin-Darbycaninekidney(MDCK)cells
wereusedascarriers.TheeffectofdifferentconcentrationsofJiaweiShenzhupowderatomizeroninfluenzavirus-
inducedcytopathicchanges(CPE)wasobserved.TheReed-Muenchmethodwasusedtocalculatethe50%tissue
cultureinfectiousdoseoftheMDCKcells(TCID50).Thelightdensity(OD)wasmeasuredbyMTT,andthede-
structionrateofMDCKcellsbydifferentdrugswascalculated.Themaximumnontoxicconcentration(TC0)and
halftoxicconcentration(TC50)ofdifferentdrugswascalculatedbyProbitregression.Theinhibitionrateofdiffer-
entdrugsoninfluenzavirusproliferationwascalculated,andthehalfinhibitoryconcentration(IC50)andtreatment
index(TI)werecalculatedbyProbitregression.Results　TheTCID50ofH1N1influenzavirusonMDCKcellswas
10-8/0.1mL.TheTC50ofJiaweiShenzhupowderatomizeronMDCKcellswas366.63μg/mL,TC0 was31.25μg/

mL.TheTC50ofribavirinonMDCKcellswas109.85μg/mL,TC0 was8.02μg/mL.Thedirectinhibitoryeffectof
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JiaweiShenzhupowderatomizeroninfluenzavirus,IC50=9.79μg/mL,TI=37.45.ThepreventiveeffectofJiawei
Shenzhupowderatomizeroninfluenzavirus,IC50=8.72μg/mL,TI=41.04.ThetherapeuticeffectofJiaweiShenz-
hupowderatomizeroninfluenzavirus,IC50=17.40μg/mL,TI=21.07.Thepreventiveeffectofribavirinoninflu-
enzavirus,IC50=84.30μg/mL,TI=1.30.Conclusion　TheJiaweiShenzhupowderatomizercouldsignificantlyin-
hibittheproliferationofH1N1influenzavirusinMDCKcells,hasantiH1N1influenzaviruseffect.

Keywords　JiaweiShenzhupowderatomizer;H1N1influenzavirus;Madin-Darbycaninekidneycell

　　流行性感冒简称流感,是由流感病毒导致的急性

呼吸道疾病,具有传染性高、传播速度快、易流行等特

点,严重危害人类健康[1]。疫苗保护作用是目前流感

预防的重要举措之一,然而由于病毒的变异速度较

快,且疫苗不能对所有人群完成有效免疫,疫苗的有

效利用率达不到预期效果。神术散来源于《医方类

聚》,主治伤寒伤风,症见头疼身痛、发热恶寒无汗,功
能祛风解表止痛[2]。本研究采用加味神术散雾化剂

进行体外抗流感病毒实验,旨在寻找有效且毒副作用

小的抗流感病毒药物,为流感的防治提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验药物

实验组药物为自制加味神术散雾化剂,基本药物

组成及剂量为苍术20g,羌活、白芷、金银花、野菊花、
藿香各10g,甘草5g,冰片0.3g,由上述药物制成的

水提剂,取15剂水煮蒸馏,经浓缩后得到黄色精油,
通过乙醚将油反复溶出,加入无水 Na2SO4脱水干燥,
药物浓度为1g/mL。对照组药物为利巴韦林注射液

(宜 昌 人 福 药 业 有 限 责 任 公 司,国 药 准 字

H20033945)。

1.2　试剂和仪器

3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐

(MTT)(上海江莱生物科技有限公司)5mg/mL,避
光-20℃保存备用;小牛血清培养液(维森特生物技术

有限公司);CO2培养箱(上海博讯,BC-J160S);倒置荧

光电子显微镜(Leica,DMI3000B);酶标仪(Thermo,

MULTISKAN MK3);超净工作台(上海博讯,SW-
CJ-2FD)。

1.3　病毒株

甲型 H1N1流感病毒及狗肾传代细胞(MDCK
cell)由中国疾病预防控制中心国家流感中心提供,使
用前在9日龄鸡胚尿囊腔接种传代,每胚接种0.2
mL,经过37℃恒温培养72h后收集尿囊液,3000r/

min条件下离心15min,取上清液进行血凝实验,取尿

囊液测定病毒血凝滴度为1:512且细菌培养阴性的

病毒液进行分装,置-80℃冰箱保存备用。

1.4　实验方法

1.4.1　MDCK细胞的培养　液氮内取出 MDCK 细

胞,37 ℃ 条件下水浴,离心后弃细胞上清液,加入

10%小牛血清培养液9mL,分布均匀后加入细胞培养

瓶,37℃、5%CO2培养箱中培养24h。将长满单层的

MDCK细胞以PBS液洗,加入2.5mL0.5%胰酶与

EDTA;当细胞收缩变圆到将要脱落时,加入1mL含

血清的细胞培养液,吹落细胞,以离心管收集消化终

止液,1500r/min离心5min;弃上清液,加入含血清

的细胞培养液,重新悬浮细胞后分装,于37 ℃、5%
CO2培养箱中培养24h后备用。

1.4.2　流感病毒液的制备　将鸡胚气室朝上放置于

蛋盘,用75%酒精消毒气室端,钻孔,吸取病毒液注射

到鸡胚尿囊腔。37℃培养鸡胚,在收获尿囊液前应放

置4℃过夜。吸取鸡胚尿囊液,于3000r/min条件下

离心5min收集上清液,-80℃冰箱保存。

1.4.3　流感病毒收集液血凝滴度的测定　血凝板待

测孔内每孔加入0.05mL生理盐水,吸取等体积含病

毒的鸡胚尿囊液于第1孔,混匀后依次对倍稀释。依

次从左至右每孔加入1%鸡红细胞悬液0.05mL。将

血凝板置于振荡器上振荡,37 ℃恒温培养箱中放置

10min,出现完全凝集孔内病毒的最高稀释度,即为血

凝滴度(HA)。

1.4.4　流感病毒对 MDCK 细胞毒力的测定　MD-
CK细胞贴壁长成完整的单层后,弃上清液,PBS洗细

胞3次。取病毒生长液按10倍梯度稀释为10-1~
10-10,以100μL/孔将不同浓度的病毒液加入 MDCK
细胞中,每个稀释度平行做3个复孔。同时设置正常

细胞作为对照组,孔内不加病毒,只添加细胞培养液。
置于37℃、5%CO2培养箱中流感病毒吸附 MDCK细

胞1h后取出,弃上清液,PBS洗涤3次,病毒组每孔

加病毒生长液150μL,正常细胞对照组加150μL细

胞培养液,置于37℃、5%的 CO2培养箱中继续培养。
细胞病变 (CPE)分级的判定方法:0%CPE 为 “-”,

1%~25%CPE为“+”,25%~50%CPE 为“++”,

50%~75%CPE 为“+++”,75% ~100%CPE 为

“++++”;当 最 高 浓 度 病 毒 液 孔 内 MDCK 细 胞

·832·



中西医结合研究2020年8月第12卷第4期　ResearchofIntegratedTraditionalChineseandWesternMedicineAug.2020,Vol.12,No.4

CPE达到+++~++++时,取各孔上清液作血凝

试验,采用 Reed-Muench法计算流感病毒对 MDCK
细胞的半数细胞感染量(TCID50)。

1.4.5　药物对 MDCK细胞毒性的测定　依照 MTT
法检测药物对 MDCK细胞的毒性。MDCK细胞长成

完整的单层后,弃上清液,PBS洗3次,更换含不同浓

度的含药细胞培养液,150μL/孔。以1000μg/mL加

味神术散雾化剂作为最大浓度药物组,用培养液按2
倍梯度稀释药物,测定药物对 MDCK 细胞的毒性范

围。每个药物浓度平行做3复孔,同时设置正常细胞

对照组(不加病毒,只加150μL细胞培养液),37℃、

5%CO2培养箱中培养,观察CPE。当高浓度药物组细

胞CPE达到+++~++++时,采用 MTT 法在

482nm处测定光密度(OD)值,计算细胞破坏率;通过

Probit回归计算药物半数中毒浓度(TC50)与药物最

大无毒浓度(TC0)。

1.4.6　药物对流感病毒增殖抑制作用的测定　MD-
CK细胞长成完整的单层后,弃上清液,PBS洗3次,
按照100μL/孔加入10倍 TCID50流感病毒液,置于

37℃、5%的CO2培养箱中吸附1h,弃上清液,PBS洗

3次,设置正常细胞对照组、病毒对照组及利巴韦林阳

性对照组,每个药物浓度平行做3复孔。选择 TC0作

为最高浓度,将病毒生长液作2倍稀释,然后按照150

μL/孔加入药物孔中。正常细胞对照组内不加病毒,
只加细胞培养液;病毒对照组加病毒生长液;利巴韦

林阳性对照组先加入不同浓度的利巴韦林,清洗后加

入病毒生长液。根据病毒复制周期,设计3种不同加

药方式观察加味神术散雾化剂的抗病毒效果:直接抑

制组同时加入病毒生长液与不同浓度的加味神术散

雾化剂;治疗组先加入病毒生长液,清洗后加入不同

浓度的加味神术散雾化剂;预防组先加入不同浓度的

加味神术散雾化剂,清洗后加入病毒生长液。37 ℃、

5%CO2培养箱中培养,观察CPE。当高浓度药物组细

胞达到+++~++++时,采用 MTT法在482nm
处测定 OD 值,计算病毒增殖抑制率,通过 Probit回

归计算半数抑制浓度(IC50)和治疗指数(TI),TI=
TC50/IC50。

2　结果

2.1　病毒毒力测定

由血凝实验结果可见,流感病毒稀释到10-8时,开
始出现血凝阴性;稀释至10-10时,未见血凝发生。根

据Reed-Muench法计算甲型 H1N1流感病毒对 MD-
CK细胞的 TCID50为10-8/0.1mL。见表1。

2.2　药物毒性测定

通过Probit回归法计算加味神术散雾化剂对

MDCK细胞的 TC50为366.63μg/mL,TC0为31.25

μg/mL;利巴韦林对 MDCK 细胞的 TC50 为109.85

μg/mL,TC0为8.02μg/mL。见表2。

表1　流感病毒对 MDCK细胞的毒力

病毒稀释度 出现血凝孔数 无血凝孔数 累计血凝孔数 累计无血凝孔数 发生血凝孔所占比例(%)

10-13 0 6 0 30 0

10-12 0 6 0 24 0

10-11 0 6 0 18 0

10-10 0 6 0 12 0

10-9 1 5 1 6 14.3

10-8 5 1 6 1 85.7

10-7 6 0 12 0 100

10-6 6 0 18 0 100

10-5 6 0 24 0 100

10-4 6 0 30 0 100

10-3 6 0 36 0 100

10-2 6 0 42 0 100

10-1 6 0 48 0 100
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表2　药物对 MDCK细胞的毒性(n=3,■x±s)

组别 浓度(μg/mL) OD值 细胞破坏率(%)

正常细胞对照组 - 0.66±0.03 -
加味神术散雾化剂组 1000 0.13±0.01 80.30303030

500 0.22±0.02 66.66666667
250 0.38±0.01 42.42424242
125 0.41±0.01 37.87878788

62.50 0.59±0.01 10.60606061
31.25 0.63±0.02 4.54545455
15.625 0.64±0.01 3.03030303
7.8125 0.65±0.01 1.51515152

利巴韦林组 2000 0.35±0.01 46.96969697
500 0.38±0.01 42.42424242
125 0.39±0.01 40.90909091

31.25 0.47±0.01 28.78787879
7.8125 0.57±0.01 13.63636364

表3　药物对流感病毒增殖的抑制作用(n=3,■x±s)

组别 浓度(μg/mL) OD值 病毒增殖抑制率(%) TI

正常细胞对照组 - 0.67±0.05 -

病毒对照组 - 0.07±0.03 -

利巴韦林组 2000 0.51±0.01 80.50000000

500 0.43±0.01 67.16666667

125 0.38±0.01 58.83333333

31.25 0.35±0.01 53.83333333 1.30

加味神术散雾化剂直接抑制组 30 0.53±0.01 83.83333333

15 0.43±0.01 67.16666667

7.5 0.32±0.01 48.83333333

3.75 0.27±0.01 40.50000000 37.45

加味神术散雾化剂预防组 30 0.57±0.02 90.50000000

15 0.52±0.00 82.16666667

7.5 0.33±0.01 50.50000000

3.75 0.28±0.02 42.16666667 42.04

加味神术散雾化剂治疗组 30 0.41±0.01 63.83333333

15 0.36±0.01 55.50000000

7.5 0.33±0.01 50.50000000

3.75 0.28±0.01 42.16666667 21.07

2.3　药物对流感病毒增殖的抑制作用

通过Probit回归法计算加味神术散雾化剂直接

抑制流感病毒的IC50=9.79μg/mL,TI=37.45;预防

流感病毒感染的IC50=8.72μg/mL,TI=42.04;治疗

流感病毒感染的IC50=17.40μg/mL,TI=21.07。利

巴韦林预防流感病毒感染的IC50 =84.30μg/mL,

TI=1.30。见表3。

3　讨论

流行性感冒临床表现为发热、咽痛、肌痛、咳嗽等

呼吸道症状,以及腹泻、腹痛、恶心等消化道症状,少
数患者甚至出现多脏器功能障碍综合征、急性呼吸窘

迫综合征等,病死率较高,可发生于任何年龄段,患病

不存在性别差异,目前以12岁以下儿童发病率较
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高[3]。目前治疗流感的常见化学药物包括4种类型:

M2离子通道抑制剂例如金刚烷胺,可作用于流感病

毒膜蛋白以及血凝素蛋白,有效阻止病毒进入宿主细

胞;神经氨酸酶抑制剂例如奥司他韦,可抑制神经氨

酸酶活性,阻止病毒颗粒的释放,切断病毒的扩散链;
抑制流感病毒核酸合成药物例如利巴韦林,可损害病

毒RNA和蛋白合成,从而抑制病毒的复制与传播;以
及非特异性抗病毒药物例如干扰素,可广谱抑制病毒

的繁殖,通过诱导细胞合成抗病毒蛋白体而发挥作

用[4]。以上化学治疗药物虽具有一定的抗病毒作用,
但可能导致较为严重的不良反应。

我国很早就开始研究中药抗流感作用,加味神术

散主要由苍术、白芷、川穹、藁本、羌活、细辛、炙甘草7
味药物组成,其中苍术燥湿健脾、祛风散寒,白芷解表

散寒、祛风止痛,川芎活血行气、祛风止痛,藁本祛风

散寒、除湿止痛;羌活解表散寒、祛风胜湿止痛,细辛

祛风通窍、散寒止痛,炙甘草调和诸药;诸药合用,共
奏解表散寒、祛风除湿之效。本课题组前期研究[5]发

现,加味神术散雾化剂可下调甲型流感病毒鼠肺适应

柱FM1感染小鼠 NLRP3炎性小体及其下游因子IL-
1β、IL-18的分泌水平,可能对其产生免疫保护机制。
本研究通过体外细胞实验探讨加味神术散雾化剂抗

流感病毒的效果,由于利巴韦林对流感病毒甲型、乙
型均有较为明确的抑制作用,因此本研究中选用其作

为阳性对照药物。

TCID50是指能引起50%细胞出现细胞病变效应

的待测病毒量,反映病毒致细胞病变的能力,是检测

病毒感染性和毒力的指标。根据 Reed-Muench法计

算甲型 H1N1流感病毒对 MDCK 细胞的 TCID50为

10-8/0.1mL。加味神术散雾化剂对 MDCK细胞的毒

性作用表现为细胞颗粒较多,增殖缓慢,形态改变,部
分细胞破碎脱落。加味神术散雾化剂对 MDCK 细胞

的毒性作用随着药物浓度的升高而升高,细胞破坏率

随药物浓度的降低而降低。本研究中加味神术散雾

化剂对 MDCK细胞的 TC50为366.63μg/mL,TC0为

31.25μg/mL;利巴 韦 林 对 MDCK 细 胞 的 TC50 为

109.85μg/mL,TC0为8.02μg/mL。说明加味神术

散雾化剂对 MDCK 细胞的毒性低于利巴韦林,达到

相同细胞破坏率需要更高的药物浓度。
本研究中利巴韦林预防流感病毒感染的IC50=

84.30μg/mL,TI=1.30;加味神术散雾化剂直接抑制

流感病毒的IC50=9.79μg/mL,TI=37.45;预防流感

病毒感染的IC50=8.72μg/mL,TI=42.04;治疗流感

病毒感染的IC50=17.40μg/mL,TI=21.07。TI=
TC50/IC50,是反映药物对病毒抑制作用的评价指标。
研究结果显示,加味神术散雾化剂预防组 TI达到

42.04,明显高于利巴韦林组的1.30;表明加味神术散

雾化剂预防流感病毒感染的作用确切。采用不同加

药方式给予 MDCK 细胞加味神术散雾化剂处理,其
抗流感病毒效率存在差异,在相同药物浓度下,预防

组的病毒破坏率显著高于直接抑制组和治疗组;这可

能是由于加味神术散雾化剂阻断病毒侵入细胞的作

用较强。在药物最大无毒浓度下,加味神术散雾化剂

表现出对流感病毒细胞内增殖有明显的抑制作用,且
病毒增殖抑制率随着药物浓度的增加而增加;提示加

味神术散雾化剂与利巴韦林一样,其抗流感病毒作用

效果随着药物剂量的增加而增强。
综上所述,加味神术散雾化剂可明显抑制甲型

H1N1流感病毒在 MDCK细胞中的增殖,具有抗甲型

H1N1流感病毒作用。
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