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摘要摘要 为探讨板蓝根药材、板蓝根颗粒提取液及板蓝根活性组分对流感病毒活性的影响作用，应用鸡胚尿囊膜法评价了板蓝根

药材及板蓝根颗粒提取液对流感病毒的预防、治疗和病毒中和作用；评价了板蓝根活性组分对流感病毒的中和应用。研究结果

表明，板蓝根药材、板蓝根颗粒提取液及板蓝根活性组分对流感病毒活性具有良好的抑制作用。板蓝根药材提取液对流感病毒

具有预防和中和病毒的作用，板蓝根颗粒提取液和板蓝根活性组分具有中和流感病毒的作用。
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流感病毒每年造成死亡人数达 25万~50万。针对该病

毒 ，世 界 卫 生 组 织（WHO）的 推 荐 药 物 为 奥 司 他 韦

（oseltamivir）和扎那米韦（zanamivir），均为神经氨酸酶抑制剂

（neuraminidase inhibitors，NAIs）[1]。构成流感病毒遗传基因

的核糖核酸极易变异，因此复方多靶点多作用机制的中成药

相比单靶点的化药在抗病毒，特别是易于产生突变的流感病

毒的治疗方面表现了较强的优势[2~6]。

板蓝根为十字花科植物菘蓝属 Isatis indigotica Fort.的干

燥根，是常用中药材，具有清热解毒、凉血利咽的功效。板蓝

根及相关制剂的临床疗效表现其具有良好的抗病毒作用，是

治疗流行性感冒的首选中药之一[4~9]。2010年版和2015年版

《中国药典》（一部）收录的板蓝根相关单方制剂包括板蓝根

饮片、板蓝根茶和板蓝根颗粒[10,11]，其中板蓝根颗粒是临床使

用最为方便、占市场份额较大的品种。板蓝根质量控制是该

研究领域的难点和热点，现行的中药质量标准主要参考化药

模式，如板蓝根药材品种项下的鉴别项目中仅为氨基酸鉴

定，其含量测定为指标成分(R, S)-告依春测定；板蓝根颗粒品

种项下只有鉴别项目，并无含量测定项目[10,11]，仅通过化学成

分鉴定难以反映其有效性和安全性。

实验采用鸡胚尿囊膜法 [2,12~15]评价板蓝根药材和板蓝根

颗粒[16]（有糖型、无糖型）提取液，以及板蓝根药材提取液经大

孔吸附树脂分离的活性组分对流感病毒活性的影响作

用[17~23]。拟从生物活性测定法角度对板蓝根进行质量研究。

1 实验材料
1.1 药物及试剂

奥 司 他 韦 ：Roche，标 准 号 RO- 64- 0796/002，批 号

BS10051049；奥司他韦酸：Toronto Research Chemicals Inc.，
货号O700980，批号8-MDB-126-2；盐酸金刚烷胺：中国食品

药品检定研究院，批号100426-201002；(R,S)-告依春对照品：

中国食品药品检定研究院，批号111753-201304；氯化钠注射

液：石家庄四药有限公司，批号 121030404；磷酸盐缓冲溶液

（PBS）：天津市灏洋生物制品科技有限责任公司，批号

20130801-0011；AB-8大孔树脂：天津南开大学树脂有限公

司，批号 131009；板蓝根药材提取液：香雪制药，批号

201208047；板蓝根颗粒：北京同仁堂科技发展股份有限公司

制药厂，批号 1112893；板蓝根颗粒（无糖型）：北京同仁堂科

技发展股份有限公司制药厂，批号12110265。
1.2 流感病毒

株名A/California/7/2009（H1N1）NYMC X-179A，上海生

物制品研究所有限责任公司，批号FEWSY201301。
1.3 实验动物

10日龄SPF级别鸡胚、鸡血购自北京梅里亚维通实验动

物技术有限公司SPF禽类单元，SCXK（京）：2009-0003；SCXK
（京）：2014-0002。
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2 实验方法
2.1 样品制备

2.1.1 板蓝根药材提取液制备

参考《中国药典》2010年版和2015年版一部品种项下的

制备方法[10,11]，净选板蓝根药材，粉碎，加水煎煮 2次，第一次

2 h，第二次 1 h，煎液过滤，合并滤液，浓缩至相对密度 1.20
（50℃），加乙醇使含醇量达60%，静置过夜，取上清液，浓缩至

相对密度1.30~1.33，质量浓度以生药量计为5.2 g·mL-1。

2.1.2 板蓝根颗粒提取液制备

板蓝根颗粒中的辅料成分为糊精和蔗糖，利用糊精和蔗

糖分别不溶于和微溶于乙醇的特性，将研磨后药物粉末与乙

醇混合（混合比为1 g∶10 mL），室温超声60 min，经滤纸过滤

后，取上清液，将滤渣进行二次超声，合并2次滤液，90℃水浴

蒸干至恒定。用氯化钠注射液溶解，质量浓度以生药量计为

1.0 g·mL-1，0.45 μm微孔滤膜过滤。

2.1.3 板蓝根药材提取液不同活性部位制备

将处理好的大孔树脂装于层析柱，用5个柱体积的（其中

1个树脂床体积为 1 BV）纯化水平衡，取板蓝根药材提取液

（稀释成生药量为2.0 g·mL-1的溶液）按照1∶10（体积比）加入

层析柱，吸附6 h，以纯化水快速冲洗，弃去水洗液，收集5 BV
的洗脱部位；以50%乙醇洗脱，收集5 BV的洗脱部位；以乙醇

洗脱，收集5 BV的洗脱部位。将上述溶液分别置90℃水浴蒸

干至恒定，水洗脱部位用A标记；50%乙醇洗脱部位用B标

记；95%乙醇洗脱部位用C标记。A用氯化钠注射液溶解，B、
C用DMSO溶解，后用氯化钠注射液稀释（DMSO体积比5%），

0.22 μm 微孔滤膜过滤，A 质量浓度以生药量计为 2.0 g·
mL-1，B、C质量浓度以生药量计为1.0 g·mL-1。

2.1.4 分组

将鸡胚分成假手术对照组、病毒模型组、阳性药组（金刚

烷胺、奥司他韦、奥司他韦酸）和给药组（以生药量计，板蓝根

药材提取液：0.25、0.5、1.0、2.0 g·mL-1；有糖型及无糖型板蓝

根颗粒提取液：0.25、0.5、1.0 g·mL-1；板蓝根药材提取液活性

组分A：0.25、0.5、1.0、2.0 g·mL-1，B和C：0.25、0.5、1.0 g·mL-1。

2.2 鸡胚法

2.2.1 药物对鸡胚的毒性评价

中药板蓝根药材及颗粒提取物成分复杂，对鸡胚增殖和

存活具有潜在影响作用，为更好地评价药物作用，排除干扰，

以鸡胚存活实验对药物最大无毒剂量进行考查。将板蓝根

药材提取液用氯化钠注射液配制成生药量 0.2、1.0、2.6、5.2
g·mL-1，板蓝根颗粒提取液生药量0.2、0.5、1.0 g·mL-1，分别接

种于 10日龄 SPF鸡胚尿囊腔，每只鸡胚注射 0.2 mL，假手术

组注射同等剂量的氯化钠注射液，每组 10只。35℃孵育 96
h，每天观察鸡胚，记录死活只数，以鸡胚可存活 96 h的最大

质量浓度作为供试品的无毒剂量[13]。

2.2.2 抗流感病毒类供试品对流感病毒的抑制作用

每组鸡胚数为 10只，每只鸡胚接种病毒 0.1 mL，病毒量

为 20 EID50·胚-1，板蓝根药材提取液生药量为 0.25、0.5、1.0、
2.0 g·mL-1，板蓝根颗粒提取液生药量为0.25、0.5、1.0 g·mL-1，

给药体积为0.2 mL。阳性对照为金刚烷胺、奥司他韦及奥司

他韦酸，药物质量浓度5.0 g·mL-1，给药体积为0.2 mL。预防

作用：将药物预先注入每只鸡胚，2 h后接种病毒；治疗作用：

将病毒预先接种每只鸡胚，2 h后注入药物；中和作用：药物

与病毒按体积比2∶1混合，室温孵育30 min，取混合液接种鸡

胚，35℃作用 48 h后，取尿囊液。金刚烷胺的注射位点为卵

黄囊注射，其余均为尿囊腔注射[13]。板蓝根活性部位参照板

蓝根制剂采用中和作用给药方式，A的生药量浓度为 0.25、
0.5、1.0、2.0 g·mL-1；B和 C的生药量浓度为 0.25、0.5、1.0 g·
mL-1。

判定供试品对流感病毒的抑制作用的标准为：该组鸡胚

尿囊液是否具有凝集0.6%鸡红细胞的能力。

2.2.3 0.6%鸡红细胞混悬液配制

取新鲜来亨鸡鸡血，加入适宜的抗凝剂（4.0%质量浓度

的抗凝剂∶血液为1∶16），用PBS洗涤3次，2000 r/min，每次5
min，去除上清及白细胞薄膜。最后用PBS配成 0.6%鸡红细

胞混悬液备用[13]。

2.2.4 鸡红细胞吸附实验

取待测尿囊液加入U型板，用PBS进行稀释，按1∶2的稀

释比例，每孔 50 μL，设PBS为阴性对照，加入等体积新鲜配

制的 0.6%鸡红细胞混悬液，置于室温观察，以阴性孔内红细

胞完全沉降为观察的终止点，观察鸡红细胞凝集现象，以 1∶
16孔为最终判断结果。

3 实验结果
3.1 药物对鸡胚的毒性

鸡胚孵育 96 h后，板蓝根药材提取液剂量为 5.2 g·mL-1

时，鸡胚死亡2只，存活的鸡胚活动能力低于假手术组，且解

剖时发现该组存活鸡胚的体重平均值低于假手术组。因此，

板蓝根药材提取液的鸡胚无毒剂量为 2.6 g·mL-1；板蓝根颗

粒提取液的鸡胚无毒剂量为 1.0 g·mL-1，在该剂量下可进行

后续实验。

3.2 预防作用

板蓝根药材提取液的生药量质量浓度为 0.25、0.5、1.0、
2.0 g·mL-1时，每组均有抑制流感病毒活性的能力，如表 1所
示。经研究发现，板蓝根颗粒的提取液无预防作用（数据未

列出）。 金刚烷胺对流感病毒的抗病毒有效率低于80%，因

此选用奥司他韦和奥司他韦酸作为阳性药物。奥司他韦是

WHO推荐使用的抗流感病毒药物，经临床数据证明该药具

有良好的抗甲型及乙型流感病毒的作用。奥司他韦在体内

经肝、肠酯酶转化为代谢产物奥司他韦酸。奥司他韦酸自身

含有体积较大的烷基，可与神经氨酸（nueraminidase，NA）酶

活性口袋中的疏水区相结合，阻断NA酶与细胞膜唾液酸的

结合，从而发挥NA酶活抑制的作用。鸡胚法属于半体内实
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验，具有将奥司他韦代谢为奥司他韦酸的能力，因此在鸡胚

法中可以用奥司他韦作为阳性药物。

3.3 治疗作用

板蓝根药材及板蓝根颗粒提取液预先接种至鸡胚，再接

种药物，结果表明所取的尿囊液均呈现鸡红细胞凝集现象，

提示上述样品不具有抑制流感病毒的能力，均无流感病毒治

疗作用（结果未给出）。

3.4 中和作用

板蓝根药材提取液的质量浓度以生药量计为 0.25、0.5、
1.0、2.0 g·mL-1时，每组均有抑制流感病毒活性的能力，如表2
所示。板蓝根颗粒提取液的生药量质量浓度为0.25、0.5、1.0
g·mL-1时，每组均有抑制流感病毒活性的能力，如表 3所示。

确定中和作用的研究方法为适合板蓝根药材提取液及板蓝

根颗粒提取液抗流感病毒活性的研究方法。

表1 预防给药方式评价板蓝根药材提取液的

抗病毒作用（n=10）
Table 1 Antiviral effect of Radix Isatidis extract by

prevention (n=10)

组别

假手术对照组

病毒模型组

板蓝根

药材

提取液组

金刚烷胺组

奥司他韦组

奥司他韦酸组

0.25 g·mL-1

0.5 g·mL-1

1.0 g·mL-1

2.0 g·mL-1

存活数

10
10
10
10
10
10
9
10
10

有效数

—

—

5
7
10
10
7
10
10

抗病毒有

效率/%
—

—

50
70
100
100
78
100
100

表2 中和作用给药方式评价板蓝根药材提取液的

抗病毒作用（n=10）
Table 2 Antiviral effect of Radix Isatidis extract

by neutralizing（n=10）

表3 中和作用给药方式评价板蓝根颗粒提取液的抗病毒作用（n=10）
Table 3 Antiviral effect of Radix Isatidis granula extract by neutralizing（n=10）

组别

假手术对照组

病毒模型组

板蓝根

药材

提取液组

金刚烷胺组

奥司他韦组

奥司他韦酸组

0.25 g·mL-1

0.5 g·mL-1

1.0 g·mL-1

2.0 g·mL-1

存活数

10
10
10
10
10
10
9
10
10

有效数

—

—

7
10
10
10
7
10
10

抗病毒有

效率/%
—

—

70
100
100
100
78
100
100

组别

假手术对照组

病毒模型组

板蓝根

颗粒

提取液组

奥司他韦

奥司他韦酸

0.25 g·mL-1

0.5 g·mL-1

1.0 g·mL-1

有糖型

存活数

10
10
10
10
10
10
10

有效数

—

—

3
8
10
10
10

抗病毒有效率%
—

—

30
80
100
100
100

无糖型

存活数

10
10
10
10
10
10
10

有效数

—

—

4
5
10
10
10

抗病毒有效率%
—

—

40
50
100
100
10

对板蓝根药材提取液经大孔树脂AB-8分离后的组分A、

B、C进行抗病毒活性研究，A的生药量浓度为 0.25、0.5、1.0、
2.0 g·mL-1，B、C的生药量质量浓度为0.25、0.5、1.0 g·mL-1时，

A的 1.0、2.0 g·mL-1剂量组有抑制流感病毒的能力，B和C的

每组均有抑制流感病毒活性的能力，如表4所示。

4 讨论
中药板蓝根属多组分多作用机制的广谱抗病毒性和细

菌性感染疾病治疗中药，成份复杂，药效成分不明确，通过某

一个或几个指标成分的测定难以代表其总体生物活性。现

有单一的体外方法（红细胞凝集实验 [24]）、NA酶活力测定

法[25]），通过板蓝根抗病毒的某一环节进行评价，不能整体、全

面地评价板蓝根的功效。本实验采用经典抗病毒方法——

鸡胚尿囊膜法评价板蓝根的抗流感病毒作用，借助病毒能在

鸡胚尿囊膜内繁殖的特点给予药物阻断，从而建立清热解毒

类中药抗流感病毒的评价方法，为清热解毒类中药的生物活

性方法研究提供思路。

通过鸡胚尿囊膜法评价了板蓝根药材提取液和板蓝根

颗粒提取液的抗病毒活性，半体内实验结果表明板蓝根具有

良好的抗流感病毒作用，二者的抗H1N1流感病毒作用能力相
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表４ 中和作用给药方式评价板蓝根药材提取液活

性组分的抗病毒作用（n=10）
Table 4 Antiviral effect of Radix Isatidis extract

active components by neutralizing（n=10）

组别

假手术对照组

病毒模型组

5%DMSO溶媒对照

A

B

C

奥司他韦

奥司他韦酸

0.25 g·mL-1

0.5 g·mL-1

1.0 g·mL-1

2.0 g·mL-1

0.25 g·mL-1

0.5 g·mL-1

1.0 g·mL-1

0.25 g·mL-1

0.5 g·mL-1

1.0 g·mL-1

存活数

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

有效数

—

—

—

0
2
6
10
5
10
10
8
10
10
10
10

抗病毒

有效率%
—

—

—

0
20
60
100
50
100
100
80
100
100
100
100

当，但抗病毒途径有差异，板蓝根药材提取液同时具有预防

和中和两种抗病毒途径，但本次实验所使用的板蓝根颗粒仅

具有中和流感病毒作用。提示可以通过指纹图谱法比较二

者的组分差异筛选出板蓝根具预防作用的有效组分。但是，

当预先接种流感病毒后，板蓝根药材及颗粒提取液均无抗流

感病毒能力。提示板蓝根的潜在作用机制是：1）有效占据了

鸡胚尿囊膜腔上皮细胞膜蛋白上的流感病毒结合位点，使病

毒无法侵入；2）与流感病毒外膜蛋白进行结合，阻断流感病

毒的侵染过程，从而发挥抗病毒作用。通过大孔树脂分离技

术对板蓝根药材提取液进行粗分，根据极性获取3部分洗脱

部位，即水洗脱A、醇-水洗脱B、醇洗脱C。A、B和C均具有

抑制流感病毒活性的能力，提示板蓝根药材提取液抑制流感

病毒作用机制为：多活性组分、多作用靶点。该结论可为板

蓝根体外抗病毒实验方法的建立提供数据支持，为同类抗病

毒中药的机制研究提供思路。

5 结论
通过鸡胚尿囊膜法系统评价了板蓝根拮抗流感病毒作

用的活性，实验结果表明板蓝根具有良好的抗流感病毒作

用，板蓝根药材和板蓝根颗粒抗病毒途径有差异，板蓝根药

材提取液同时具有预防和中和两种抗病毒途径，但本次实验

所使用的板蓝根颗粒仅具有中和流感病毒作用。通过鸡胚

尿囊膜法评价了板蓝根药材提取液经大孔树脂分离后的组

分拮抗流感病毒作用的活性，结果表明在生药量计为 1.0 g·

mL-1时，上述A、B和C组分均有活性。
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Evaluation of Radix Isatidis against H1N1 influenza virus by using
chicken embryo

AbstractAbstract To study the affection of the H1N1 influenza virus activity by extract of Radix Isatidis herbs, Radix Isatidis granula and Radix

Isatidis herbs active component. The chicken embryo was used for assaying the antiviral activities of Radix isatidis herbs and granula
extracts as well as Radix isatidis herbs active component, by prevention, treatment, and virus neutralization. Radix isatidis herbs and
granula extract had good inhibition on influenza virus activity. Radix isatidis herbs extract has the effect of prevention and neutralize against
influenza virus; Radix isatidis granula extract and Radix isatidis herbs active component has the effect of neutralizing against influenza
virus.
KeywordsKeywords Radix isatidis; Radix isatidis granula; active component; antivirus; influenza virus; chicken embryo （（编辑编辑 田恬田恬））
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