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复方鱼腥草合剂体外抗流感病毒作用研究
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摘要: 复方鱼腥草合剂属于OTC甲类药物, 成分为鱼腥草、黄芩、板蓝根、连翘和金银花五味药材。鱼腥草合剂

作为一种中药复方制剂, 药理作用广泛, 具有清热解毒作用, 临床用于治疗外感风热引起的咽喉疼痛、急性咽炎和扁

桃腺炎。本研究对复方鱼腥草合剂体外抗流感病毒作用及初步作用机制进行了探索。采用细胞病变效应 (cytopathic

effects, CPE)、Western blot、实时荧光定量 PCR法 (quantitive reverse transcription PCR, qRT-PCR) 和病毒滴度等多种

方法测定了复方鱼腥草合剂的抗流感病毒作用。采用时间进程分析研究鱼腥草合剂作用于流感病毒复制周期中的

阶段。结果表明, 复方鱼腥草合剂体外具有广谱抗流感病毒作用, 对流感病毒国际通用株、我国临床分离株耐药株、

高致病性禽流感病毒H5N1和H7N9均有抑制作用, 主要作用于流感病毒复制的早期阶段。
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Abstract: Compound houttuynia mixture belongs to OTC class A medicine, which is made from Houttuynia

cordata, Scutellaria baicalensis, Radix Isatidis, Forsythia, and Lonicera. As a kind of compound preparation of

traditional Chinese medicine, houttuynia cordata mixture has extensive pharmacological effects, for example, clearing

away heat and detoxifying, thus it is used for the sore throat, acute pharyngitis, and tonsillitis with wind-heat

syndrome. In this study, the antiviral activity against influenza viruses and the primary mechanism of compound

houttuynia mixture was evaluated. The antiviral effect of compound houttuynia mixture was determined by

cytopathic effects (CPE), Western blot, quantitive reverse transcription PCR (qRT-PCR), and virus titer assays. The

effect of houttuynia mixture on the replication cycle of influenza virus was evaluated by time-of-addition assay. In

conclusion, the results showed that the compound houttuynia mixture had a broad-spectrum effect against influenza

virus, including the international common influenza virus strains, the drug-resistant strains and the highly pathogenic

avian influenza viruses H5N1 and H7N9. It mainly impairs the early stage of the viral replication.

Key words: compound houttuynia mixture; a broad-spectrum antiviral effect; highly pathogenic avian influenza

virus; resistant strain; anti-influenza virus agent

流行性感冒简称流感 , 是由流感病毒 (influenza

virus) 引起的一类急性呼吸道疾病。流感病毒属于单

股负链RNA病毒, 根据核蛋白的抗原性可以分为甲、

乙、丙、丁四型, 甲型流感病毒 (influenza A virus, IAV)

又根据病毒表面糖蛋白血凝素 (hemagglutinin, HA) 和
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神经氨酸酶 (neuraminidase, NA) 的抗原性, 分为 18个

HA (H1～H18) 和 11个NA (N1～N11) 亚型[1]。其中甲

型流感病毒容易发生变异, 多次引起流感大流行, 如

1918 年西班牙流感、1968 年香港流感和 2009 年新型

H1N1流感, 共造成数千万人死亡, 以及 1997年出现的

H5N1 禽流感和 2013 年的 H7N9 禽流感 , 病死率非常

高, 流感病毒给人类健康造成了巨大威胁[2]。

目前, 主要通过接种流感疫苗和药物治疗进行流

感的防治。流感病毒极易发生变异,只有针对当年流

行株抗原的疫苗才具有保护作用, 而且疫苗的保护率

仅为 60%左右[3]。目前, 临床抗流感病毒的药物主要

分为以下几类: M2离子通道抑制剂如金刚烷胺和金刚

乙胺, 这类药物耐药非常严重, 其仅对甲型流感病毒有

效, 目前已经不建议使用[4]; 神经氨酸酶抑制剂如奥司

他韦和扎那米韦等, 达菲 (磷酸奥司他韦) 仅在流感发

病 36～48 h内使用有效, 且对达菲的耐药率也在不断

增加; RNA聚合酶抑制剂法匹拉韦, 对甲型和乙型流

感病毒均有活性[5]; 聚合酶酸性蛋白 (polymerase acid

protein, PA) 核酸内切酶抑制剂巴洛沙韦, 于 2018年 10

月获得美国食品药品监督管理局批准上市。鉴于

RNA病毒高突变率以及病毒之间重组现象的普遍发

生, 导致直接抗病毒药物出现耐药性。因此, 需要研发

新的药物用于流感的防治。

中草药在中国、韩国、日本等多个国家作为基础性

药物广泛使用, 国内外研究认为中草药成分复杂, 含有多

酚类、黄酮类、皂苷类、生物碱类等化合物, 作用靶点多,

通过多种机制和多条途径发挥直接或间接抗流感病毒

作用, 所以对中药进行抗流感病毒作用的研究具有广

阔的应用前景。鱼腥草 (Houttuynia cordata Thunb.)

为三白草科植物蕺菜的干燥地上部分, 具有抗菌、抗病

毒、提高机体免疫力、利尿等作用[6]。文献报道, 鱼腥草

对多种病毒 [IAV、human immunodeficiency virus (HIV)

和 herpes simplex virus-1 (HSV-1)] 均有很好的抑制作

用[7]。鱼腥草注射液对H1N1型流感病毒感染小鼠具

有很好的防治作用, 可以改善肺部炎症损伤, 降低肺脏

指数[8]。黄芩及其成分对流感病毒感染的肺炎小鼠有

治疗作用; 黄芩苷通过抑制神经氨酸酶的活性抑制流

感病毒达菲耐药株的复制[9,10]。以上研究均以中药提

取物或其中的单一成分为研究对象, 本文研究的复方

鱼腥草合剂 (compound houttuynia mixture, CHM) 是

鱼腥草、黄芩、板蓝根、连翘和金银花五味中药组成的

复方制剂, 其药理作用广泛, 临床上常用于外感风热引

起的咽喉疼痛、急性咽炎、扁桃腺炎等有风热证候

者[11-13], 但有关复方鱼腥草合剂抗流感病毒的研究未

见报道, 本文对其抗流感病毒作用及其初步作用阶段

进行研究, 希望为其临床治疗流感提供一定的理论基

础和依据。

材料与方法

细胞和病毒 马达犬肾细胞 (MDCK)、人肺癌细

胞 (Calu3)、流感病毒 A/Fort Monmouth/1/1947 (FM1,

H1N1) 和 A/PR/8/34 (PR8, H1N1) 购自美国典型菌种

保藏中心。流感病毒临床分离株达菲耐药株A/Tianjin‐

Jinnan/15/2009 (H1N1)、金刚烷胺耐药株A/Hunanzhuhui/

1222/2010 (H3N2) 和 A/Jiangxidonghu/312/2006 (H3N2)

由中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所舒跃龙教

授提供。本室流感病毒毒株常规用鸡胚传代后于-80 ℃

冰箱保存。禽流感病毒 A/Duck/Jiangsu/Sheyang/2004

(H5N1) 和 A/Chicken/Jiangsu/JTC4/2013 (H7N9) 病毒

株由扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室分

离鉴定并保存, 涉及禽流感病毒的实验均在扬州大学

动物生物安全三级实验室完成。

试剂和药物 复方鱼腥草合剂 (CHM) 由浙江康

恩贝中药有限公司提供, 批号为B190324, 由五味药材

(鱼腥草、黄芩、板蓝根、连翘和金银花)、辅料 (蔗糖和

蜂蜜) 及防腐剂 (苯甲酸钠和羟苯乙酯) 组成。CHM

质量控制标准已载入 2020版《中国药典》[14]。后续实

验中, CHM可根据需要进行适当的稀释后使用[15]。阳

性对照药磷酸奥司他韦 (oseltamivir phosphate, OP)、利

巴韦林 (ribavirin, RBV) 和金刚烷胺 (amantadine, AH)

(MCE 公司)。细胞培养所用 MEM 培养基 (minimum

essential medium)、胎 牛 血 清 、NEAA (non-essential

amino acids)、青链霉素混合液 (100×) 和 pH为 7.2的磷

酸盐缓冲液 (phosphate buffer saline, PBS) (Invitrogen

公司); 牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 和

TPCK 胰酶 (Sigma 公司); β -actin 抗体 (Cell Signaling

公司); 流感病毒非结构蛋白 1 (nonstructural protein 1,

NS-1) 抗体 (Santa Cruz公司)。

仪器 二氧化碳孵箱和低温高速离心机 (美国

Thermo 公司); 凝胶成像仪 (美国伯乐公司); 酶标仪

(ELX808, 美国 BioTeK 公司); 7500-fast real time PCR

system (Applied Biosystems 公司); 生物安全柜 (美国

NUAIRE公司); 倒置显微镜 (奥林巴斯公司)。

细 胞 毒 性 测 定 [CCK (cell counting kit) 法]

MDCK 细胞 (每孔 1.5×104 个) 和 Calu3 细胞 (每孔

2.5×104个) 接种于 96孔板内, 于 37 ℃、5% CO2孵箱培

养过夜 , 用细胞维持液 (MEM 培养基、0.08% BSA、

1% NEAA、2 μg·mL-1 胰酶和 1% 双抗) 按浓度梯度

稀释药物, 平行 3孔, 加入到培养板中 (原培养基吸弃)

继续培养 48 h, 每孔加入 10 μL CCK试剂, 于 37 ℃放
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置 1 h后测定 450 nm 的吸收值, 用 Reed-Muench法计

算半数毒性浓度 (50% toxic concentration, TC50)。

细胞病变效应 (cytopathic effects, CPE) 利用倒

置显微镜观察各孔细胞的生长状态, 以正常细胞为对

照, 细胞状态改变或死亡比例分别标记为 4+ (细胞死

亡比例 75%～100%)、3+ (细胞死亡比例 50%～75%)、

2+ (细胞死亡比例 25%～50%)、1+ (细胞死亡比例 0～

25%)、0+ (细胞形态未发生变化或全部存活)。用

Reed-Muench 法计算药物对病毒的半数抑制浓度

(50% inhibitory concentration, IC50) 并计算治疗指数

[SI (selective index) = TC50/IC50]。

流感病毒蛋白表达 (Western blot法) MDCK细

胞 (每毫升 5×105个) 或 Calu3 细胞 (每毫升 5×105个)

接种于 12孔板中培养过夜, PBS洗涤 1次后用不同的

流感病毒株 [MOI (multiplicity of infection) = 0.002 或

0.02] 感染细胞 2 h, 感染的同时加入不同浓度待测

药液, 阳性对照药在感染后 2 h加入。培养 24 h后提

取细胞总蛋白 , 进行 Western blot 检测。β-Actin 一抗

(1∶1 000) 和NS-1一抗 (1∶400) 均 4 ℃孵育过夜, Tris-

HCl 缓冲盐溶液 (Tris-HCl buffer saline Tween, TBST)

洗 3次后孵育辣根过氧化物酶标记的二抗 1 h, TBST

洗二抗 3次后, 加增强型化学发光 (enhanced chemilu‐

minescent, ECL) 显影液 (Thermo公司), 利用凝胶成像

仪进行显影。

流感病毒 RNA 水平测定 (qRT-PCR 法) Calu3

细胞 (每毫升 5×105个) 接种于 12孔板中培养过夜, 流

感病毒FM1 (MOI = 0.02) 感染细胞 2 h, 感染的同时加

入不同浓度待测药液, 阳性对照药在感染后 2 h加入。

培养 12 h后用RNeasy Mini Kit提取细胞内总RNA, 流

感病毒M2的mRNA表达水平用荧光定量法检测。使

用荧光定量 qRT-PCR 试剂盒 (TransScriptTM Green

One-Step qRT-PCR SuperMix, TransGen Biotech), 反应

体系按照 50 ℃ 5 min, 94 ℃ 30 s, 35个循环 (94 ℃ 5 s,

60 ℃ 15 s, 72 ℃ 10 s) 进行荧光定量反应。用2－ΔΔCt相

对定量的方法测定细胞中 GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) 和流感病毒 M2 的 RNA 水

平。引物见表1。

时间进程分析 MDCK细胞 (每毫升 5×105个) 接

种于 12 孔板中培养过夜 , 流感病毒 FM1 (H1N1)

(MOI = 0.02) 感染细胞 2 h后换液, 在感染的不同时间

加入待测药液处理。在病毒感染后 8 h提取细胞总蛋

白, 进行Western blot检测[16]。

病毒滴度检测 Calu3细胞 (每毫升 5×105个) 接

种于 12孔板中培养过夜, 流感病毒 FM1 (MOI = 0.02)

感染细胞2 h后换液, 感染的同时加入不同浓度待测药

液, 阳性对照药在感染后2 h加入。感染24 h后三冻三

融, 离心去除细胞碎片收上清, 梯度稀释上清并感染

MDCK细胞, 48 h后读取CPE, 记录并用Reed-Muench

法计算病毒半数组织细胞感染量 (50% tissue culture

infective dose, TCID50)。

抗 H5N1 和 H7N9 流感病毒活性检测 (血凝法)

MDCK细胞 (每孔 1.5×104个) 接种 96孔培养板, 置 5%

CO2、37 °C条件培养。24 h后感染 100 TCID50流感病

毒, 吸附 1 h后弃病毒液, 加入含有不同稀释度待测样

品及阳性对照药的维持液, 同时设细胞对照孔和病毒

对照孔。待病毒对照组病变程度 (CPE) 达 3+以上时

采用血凝实验检测每孔的病毒滴度。按Reed-Muench

计算50%抑制病毒复制的浓度 (IC50) 和治疗指数 (SI)。

血凝实验方法与判定标准参照文献进行[17]。

统计学分析 对于实验数据的统计分析应用

GraphPad Prism 6.0软件来完成, 数据表示为
-
x ± s, 选用

单因素方差分析 (one-way ANOVA) 并用 Holm-Sidak

法进行组间的多重比较。P < 0.05表示具有显著性统

计学意义。

结果

1 CCK法测定细胞毒性结果

采用CCK法对CHM在不同细胞中的毒性进行检

测 (图1), CHM在MDCK和Calu3两种细胞中的无毒浓

度 (atoxic concentration, TC0) 均为CHM的 2.5%, 因此

在后续药效实验中所使用浓度均小于2.5%的CHM。

2 MDCK细胞中CHM抗流感病毒的药效

首先, 在MDCK细胞中检测复方鱼腥草合剂对流

感病毒蛋白表达的影响。如图2所示, 复方鱼腥草合剂

对流感病毒国际通用株A/FM/1/47 (H1N1) 和A/PR/8/34

(H1N1) 以及我国临床分离株A/Jiangxidonghu/312/2006

(H3N2) 3个季节性流感病毒株均有很好抑制作用, 可

剂量依赖性抑制各毒株的非结构蛋白NS-1的表达。

3 CHM抗禽流感病毒H5N1和H7N9的药效

除了检测CHM对季节性流感病毒的影响外, 本研

究还对高致病性的禽流感病毒毒株进行了检测。实验结

果显示, CHM对高致病性禽流感病毒A/Duck/Jiangsu/

Sheyang/2004 (H5N1) 和 A/Chicken/Jiangsu/JTC4/2013

Table 1 Oligonucleotides used for quantitive reverse transcrip‐

tion PCR (qRT-PCR). GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehy‐

drogenase

Oligonucleotide
5' GAPDH (human)
3' GAPDH (human)
5' M2 (influenza)
3' M2 (influenza)

Sequence (5'—3')
CTCTGGAAAGCTGTGGCGTGATG
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
GGGCATTYTGGACAAAKCGTCTACG
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(H7N9) 均有一定抑制活性, 其 IC50分别为CHM的1.8%

和1.6% (表2)。

4 CHM抗流感病毒耐药株的药效

耐药是导致临床抗病毒治疗失败的主要原因之

一, 前期研究发现CHM对季节性流感病毒和高致病性

禽流感病毒有明显抗病毒作用, 在此作者研究了CHM

对临床分离的达菲耐药株 A/TianjinJinnan/15/2009

(H1N1) 和金刚烷胺耐药株 A/Hunanzhuhui/1222/2010

(H3N2) 的作用。结果显示, CHM对耐药株同样具有

Table 2 The inhibitory activities of CHM on influenza H5N1

and H7N9. RBV: Ribavirin; TC50: 50% Toxic concentration; IC50:

50% Inhibitory concentration; SI: Selective index, SI = TC50/IC50.
a: The unit of CHM concentration is volume fraction

Group

CHMa

OP

RBV

TC50

/µg·mL-1

>10%

>10

>50

A/Duck/Jiangsu/

Sheyang/2004 (H5N1)

IC50/µg·mL-1

1.8%

<2.5

<6.25

SI

>5.6

>4.0

>8.0

A/Chicken/Jiangsu/

JTC4/2013 (H7N9)

IC50/µg·mL-1

1.6%

<2.5

<6.25

SI

6.1

>4.0

>8.0

Figure 1 The cytotoxicity of compound houttuynia mixture (CHM) on MDCK and Calu3 cells by CCK assay. The MDCK (A) and Calu3

(B) cells were cultured in the 96-well plates. The various concentrations of CHM were added to the MDCK and Calu3 cells for 48 h. The

cell viability of CHM was measured by cell counting kit (CCK) assay

Figure 2 Effects of CHM against seasonal influenza virus. MDCK cells were infected with influenza virus A/Fort Monmouth/1/1947

[multiplicity of infection (MOI) = 0.002, A], A/PR/8/34 (MOI = 0.002, B), and A/Jiangxidonghu/312/2006 (MOI = 0.002, C) for 2 h, and

treated with CHM (2%, 1%, and 0.5%) for 24 h at the same time. After treatment, cells were harvested and lysed. Western blot analysis was

performed to detect the influenza virus nonstructural protein 1 (NS-1) protein. The NS-1 and β-actin protein blots were used for densitometric

analysis. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control (Con). AH: Amantadine; OP: Oseltamivir phosphate
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很好抑制作用 (图 3), 表明CHM具有广谱抗流感病毒

的作用且与达菲和金刚烷胺无交叉耐药现象。

5 Calu3细胞中CHM抗流感病毒的药效

尽管 MDCK细胞是进行抗流感病毒药物研究的

经典细胞, 但MDCK细胞非人源细胞, 因此作者又选

择了一种人肺癌细胞Calu3, 对CHM的抗流感病毒作

用进行确证。如图 4A所示, 在Calu3细胞中, CHM对

流感病毒同样具有很好抑制作用, 可剂量依赖性抑制

流感病毒NS-1蛋白的表达。实时荧光定量 PCR检测

结果显示 , CHM 可剂量依赖性抑制流感病毒 M2 的

mRNA水平 (图 4B)。另外, 通过对子代流感病毒的滴

度检测, 发现CHM可剂量依赖性抑制子代流感病毒的

产生 (图 4C)。以上结果说明, 在 Calu3细胞中, CHM

依然具有很好的抗流感病毒作用。

6 CHM作用于流感病毒感染的早期阶段

综合以上结果确定了CHM具有较好的广谱抗流

感病毒作用, 接下来将初步研究它是如何发挥抗流感

病毒作用的。作者在MDCK细胞中通过时间进程分

析实验进行研究。首先, 如图 5A所示, 在流感病毒感

染后的不同时间加入CHM, 结果显示在加入病毒的同

Figure 4 Inhibitory activities of CHM against influenza virus in Calu3 cells. Calu3 cells were infected with influenza A/Fort Monmouth/1/

1947 (MOI = 0.02) for 2 h in the presence of CHM (2%, 1%, and 0.5%). A: After 24 h of infection, proteins were collected for Western blot

analysis; B: After 12 h of infection, the total RNA extracts were used for qRT-PCR analysis; C: Calu3 cells infected with virus for 24 h were

frozen and melted thrice, and cell culture supernatant were collected and subjected to virus titer assay using MDCK cells with a series of

ten-fold dilutions of the supernatants. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs Con. TCID50: 50% Tissue culture infective dose

Figure 3 Effects of CHM against drug resistant strains of influenza virus. MDCK cells were infected with influenza virus A/TianjinJinnan/

15/2009 (MOI = 0.02, A), A/Hunanzhuhui/1222/2010 (MOI = 0.02, B) for 2 h and treated with CHM (2%, 1%, and 0.5%) for 24 h at the

same time. After treatment, cells were harvested and lysed. Western blot analysis was performed to detect the influenza virus NS-1 protein.

The NS-1 and β-actin protein blots were used for densitometric analysis. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs Con
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时加入CHM具有显著的抗病毒作用, 而在感染后 2 h

及以后开始给药, CHM均无明确的抗流感病毒作用。

为了进一步验证上述结果, 作者又采用分阶段给药的

方式进行研究 (图 5B)。结果显示, 和方案一的结果一

致, CHM处理细胞 0～2 h时段, 具有显著的抗病毒作

用 , 而其他时间段给药均没有作用。以上结果说明 ,

CHM可能作用于流感病毒的进入阶段。

讨论

直接靶向病毒的抗病毒药物在流感病毒治疗中发

挥了重要作用, 但也存在耐药和治疗窗窄等问题, 因此

需要研发新的抗流感病毒药物。传统中药在中国医药

史上发挥极为重要作用, 至今中药依然在抗流感中占

有重要地位。复方鱼腥草合剂具有清热解毒、抗菌消

炎、抗病毒及增强免疫力等广泛药理作用[18-21]。本研

究采用两种细胞和多个流感病毒株研究CHM抗流感

病毒活性。结果显示, CHM在RNA、蛋白和细胞水平

均可剂量依赖性抑制流感病毒的复制。尤其是针对目

前临床上出现的达菲耐药株和金刚烷胺耐药株, CHM

对其均有显著的抑制作用; 此外, CHM对高致病性禽

流感病毒H5N1和H7N9也有显著的抗流感病毒作用,

表明CHM具有广谱的抗流感病毒作用。

干预流感病毒复制周期中的任何阶段都可以阻断

流感病毒的复制, 如抑制病毒吸附、膜融合、病毒复制

或病毒粒子释放[22]。在研究CHM对流感病毒复制周

期影响时, 作者发现CHM只有在流感病毒感染的 0～

2 h给药才具有抗病毒作用, 说明其可能作用于流感病

毒的早期阶段。流感病毒复制的早期阶段包含流感病

毒的吸附、进入和膜融合等过程, 作者将进一步研究

CHM抗流感病毒的作用阶段, 寻找其潜在抗流感病毒

作用靶点, 为其临床抗流感病毒应用提供理论基础。

中药复方制剂CHM, 其成分非常复杂, 含有绿原

酸、隐绿原酸、毛蕊花糖苷或其异构体、连翘酯苷、罗汉

松脂苷、白杨素-6-C-阿拉伯糖-8-C-葡萄糖苷、槲皮苷、

黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素等化学成分[23]。据报道[24],

从鱼腥草中分离的黄酮类成分槲皮苷具有明显抑制流

感病毒A/WS/33的作用, 其通过与病毒粒子的间接作

用抑制流感病毒复制的早期阶段。板蓝根有效成分多

糖类、生物碱类和木脂素类在体外具有抑制流感病毒

复制作用[25]; Zhou[26]研究发现金银花和连翘抑制流感

病毒H1N1的活性成分主要是隐绿原酸、绿原酸和新

绿原酸等, 且二者配伍的抗病毒效果均优于单味药[27];

黄芩的主要有效成分为黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素等,

研究表明[9], 黄芩及其成分对多种流感病毒感染的肺

炎动物模型确有效果。因此, CHM中的黄酮类和多酚

类等可能是其发挥抗流感病毒作用的主要成分。CHM

和其他具有清热解毒抗病毒作用的中药可能通过多途

径、多靶点发挥抗病毒作用, 还需对其体内抗病毒作用

机制进行深入研究, 为其临床抗流感病毒应用提供理

论支撑。
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