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疏风解毒胶囊抗甲型流感病毒活性及作用机制研究

李艳1,杜冬生2,高明珠2,吴义锟1,JOBARTEH Muhammed1,
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2.安徽师范大学植物生理与资源综合利用实验室,安徽 芜湖 241003)

摘 要:目的 应用疏风解毒胶囊(ShufengJieduCapsules,SFJDC)干预甲型流感病毒体外及体内感染模型,通过检测流

感病毒 MP基因相对表达水平的变化来探讨其抗病毒活性及可能作用机制。方法 以流感病毒株(H1N1-PR8)感染狗

肾(Madin-DarbyCanineKidney,MDCK)细胞建立体外感染模型,采用(CellCountingKit-8,CCK-8)法测定SFJDC对

MDCK细胞最适浓度,qPCR法检测不同浓度SFJDC对细胞内流感病毒基因表达水平的影响。H1N1-PR8病毒株感染

BALB/c小鼠构建体内感染模型,实验小鼠分为正常组、模型组、奥司他韦组、SFJDC低剂量组、SFJDC高剂量组,每组

10只;qPCR法检测小鼠肺组织流感病毒基因相对表达水平。采用血凝抑制实验检测SFJDC对流感病毒血凝素抑制活

性;通过神经氨酸酶抑制实验检测SFJDC对流感病毒神经氨酸酶抑制活性。结果 体外实验显示:与模型组相比,

SFJDC组病毒基因相对表达水平显著降低,差异具有统计学意义(P<0.001),SFJDC在2000μg/mL浓度及以下能有

效抑制流感病毒并具有剂量依赖效应。体内实验发现:SFJDC治疗组小鼠肺组织流感病毒基因相对表达水平明显降低

(P<0.001)。2000μg/mL的SFJDC对流感病毒神经氨酸酶活性抑制率达到(96.00±1.00)%(P<0.001),且抑制

效果呈现剂量依赖关系。结论 SFJDC在体内及体外具有明显抗甲型流感病毒活性,其抗病毒作用机制可能与抑制甲

型流感病毒神经氨酸酶活性密切相关。
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Studyontheanti-influenzaAvirusactivityandmechanismofShufengJieduCapsules
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(1.DepartmentofMedicalMicrobiologyandImmunology,WannanMedicalCollege,

Wuhu241002,Anhui,China;2.LaboratoryofPlantPhysiologyandComprehensive
ResourceUtilization,AnhuiNormalUniversity,Wuhu241003,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheantiviralactivityandpossiblemechanismofShufengJieduCap-
sules(SFJDC)againstinfluenzaAvirusbytreatinginvitroandinvivoinfectionmodelsanddetectingchanges
intherelativeexpressionleveloftheinfluenzavirusMPgene. Methods Aninvitroinfectionmodelwases-
tablishedbyinfectingMadin-DarbyCanineKidney(MDCK)cellswiththeinfluenzavirusstrain(H1N1-PR8).
TheoptimalconcentrationofSFJDCforMDCKcellswasdeterminedusingtheCellCountingKit-8(CCK-8)
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assay.TheeffectofdifferentconcentrationsofSFJDContheintracellularinfluenzavirusgeneexpressionlevel
wasdetectedbyqPCR.AninvivoinfectionmodelwasconstructedbyinfectingBALB/cmicewiththeH1N1-
PR8virusstrain.Theexperimentalmiceweredividedintoanormalgroup,amodelgroup,anoseltamivir
group,alow-doseSFJDCgroup,andahigh-doseSFJDCgroup,with10miceineachgroup.Therelativeex-
pressionleveloftheinfluenzavirusgeneinthelungtissuesofthemicewasdetectedbyqPCR.Thehemagglu-
tinationinhibitionassaywasusedtodetecttheinhibitoryactivityofSFJDCagainsttheinfluenzavirushemag-
glutinin.TheneuraminidaseinhibitionassaywasusedtodetecttheinhibitoryactivityofSFJDCagainstthein-
fluenzavirusneuraminidase. Results Invitroexperimentsdemonstratedthattherelativeexpressionlevelsof
theviralgeneintheSFJDCgroupweresignificantlyreducedcomparedwiththemodelgroup,andthediffer-
encewasstatisticallysignificant(P<0.001).SFJDCcouldeffectivelyinhibittheinfluenzavirusataconcen-
trationof2000μg/mLandbelowinadose-dependentmanner.Invivoexperimentsrevealedthattherelative
expressionleveloftheinfluenzavirusgeneinthelungtissuesofmiceintheSFJDCtreatmentgroupswassig-
nificantlyreduced(P<0.001).TheinhibitionrateofSFJDCataconcentrationof2000μg/mLontheneura-
minidaseactivityoftheinfluenzavirusreached(96.00±1.00)% (P <0.001),andtheinhibitoryeffect
showedadose-dependentrelationship. Conclusion SFJDCexhibitssignificantantiviralactivityagainstinflu-
enzaAvirusinvitroandinvivo,anditsantiviralmechanism maybecloselyrelatedtotheinhibitionofthe
neuraminidaseactivityofinfluenzaAvirus.
  Keywords: ShufengJieduCapsules;influenzaAvirus;neuraminidase;hemagglutinin

  流行性感冒(简称流感)是由流感病毒引起的急

性呼吸道传染病,具有起病急骤等特点,对人类健康产

生重大危害,并造成严重的医疗负担[1]。中药治疗流

感历史悠久,疗效可靠,具有多靶点作用且不良反应

少、经济实惠等优点[2]。疏风解毒胶囊由虎杖、连翘、
甘草、马鞭草、板蓝根、败酱草、柴胡、芦根八味中药组

成,多年来被广泛用于临床治疗急性上呼吸道感染,如
流感、咽喉肿痛、腮腺炎和链球菌性咽喉炎等[3-4]。疏

风解毒胶囊治疗可减弱流感病毒诱导的气道炎症和肺

病毒滴度[5]。疏风解毒胶囊联合常规治疗可显著改善

COVID-19患者症状,降低痰热患者发生急性肺损伤

的风险[6]。疏风解毒胶囊治疗对其它病毒性感染也具

有较好的治疗效果[7]。但目前有关疏风解毒胶囊抗流

感病毒活性及作用机制报道较少。本研究以流感病毒

株(H1N1-PR8)感染 MDCK细胞或BALB/c小鼠,构
建体外及体内感染模型,通过检测流感病毒基因相对

表达水平的变化研究疏风解毒胶囊在体外及体内抗病

毒活性,并通过血凝抑制实验及神经氨酸酶抑制实验

初步探讨其抗流感病毒可能作用机制。本研究通过体

外细胞模型和体内动物实验系统评价疏风解毒胶囊抗

甲型流感病毒活性及作用机制,将为其他清热解毒类

中药复方的现代化研究提供有益参考。

1 材料与方法

1.1 药品、试剂与仪器 疏风解毒胶囊(国药准字

Z20090047,批号3230610)由安徽济人药业股份有限

公司 提 供;奥 司 他 韦 (国 药 准 字 J20140121,批 号

SH0127)购自上海罗氏制药有限公司;总RNA提取

试剂(货号23158664)、二甲基亚砜(DMSO)、DMEM
(货号BL305A)购自白鲨生物科技有限公司;HEPES
缓冲液(货号 H1095)、7.5% NaHCO3 溶液(货号

S5243)购自北京索莱宝科技有限公司;SYBRGreen
ProTaqHS预混型qPCR试剂盒(货号 AG11701)、

EvoMLV反转录预混型试剂盒(货号AG11728)购自

湖南艾科瑞生物工程有限公司;CCK-8试剂(货号

C0038)、神经氨酸酶抑制剂筛选试剂盒(货号P0309)
购自上海碧云天生物技术股份有限公司;引物序列委

托生工生物工程(上海)股份有限公司合成。实时定量

PCR仪(LightCycler96);PCR仪(SimpliAmp);Ep-
och2型酶标仪;电热鼓风干燥箱(上海精宏 DGH-
9076A);多功能酶标仪(BiotekCYTATION5)。

1.2 细胞、病毒与动物 MDCK细胞由芜湖市疾病

预防控制中心赠予;甲型流感病毒 H1N1-PR8株保存

于皖南医学院医学微生物与免疫学实验室。动物

(SpecificPathogenFree,SPF)级雌性BALB/c小鼠

50只,6周龄,体重(18.0±1.0)g,购自河南斯贝克斯

生物科技股份有限公司[生产许可证号SCXK(豫)

2020-0005],适应性喂养7d,饲养条件:生物安全二级

动物实验室(AnimalBiosafetyShelterLaboratory-2,

ABSL-2),环境温度(21±1)℃,湿度40%~50%,自
由饮水与进食。动物实验部分均严格按照皖南医学院

伦理委员会批准的方案(WNMC-AWE-2023152)进
行。本实验所有操作均符合动物实验伦理要求。

1.3 CCK-8法评估疏风解毒胶囊对 MDCK细胞毒

性作用 将细胞以5×103 个/孔接种于96孔板,37
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℃、5% CO2 培养箱过夜培养。加入DMEM 配置不

同浓度疏风解毒胶囊(500μg/mL、1000μg/mL、

2000μg/mL、4000μg/mL、8000μg/mL)培养液于

细胞培养板中,24h后,弃上清并每孔加入100μL
DMEM,每100μLDMEM 含10μLCCK-8溶液(终
浓度5mg/mL),孵育细胞4h,在450nm波长处用酶

标仪检测 OD值。然后用Excel处理数据,使用以下

公式计算细胞活力:活力=[OD(测试)-OD(空白)]/
[OD(对 照)-OD(空 白)]×100%,用 GraphPad
Prime9.0软件绘制柱状图,横坐标为药物浓度,纵坐

标为细胞存活率。

1.4 qPCR法检测 MDCK细胞流感病毒 MPMatrix
Protein基因相对表达水平 弃去 MDCK细胞培养

物,PBS清洗后Trizol法提取细胞RNA,以逆转录试

剂盒将RNA逆转录为cDNA,以DogGAPDH 为内

参,采用2-ΔΔCt法计算病毒相对表达水平。引物序列

见表1。

表1 引物序列

引物 序列(5′➝3′)

InfA F:CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA
R:GGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTA

DogGAPDH F:GAAGGTCGGTGTGAACGGATTTG
R:CATGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Mouseβ-actin F:CTGTCAGTCGCGTCCACCCG
R:ACATGCCGGAGCCGTTGTCGAC

1.5 小鼠感染及给药 将BALB/c小鼠按体质量随

机分为正常组(Normal)、模型组(Model)、奥司他韦组

(OSTW)、疏风解毒胶囊低剂量组(SFJDC-L)、疏风解

毒胶囊高剂量组(SFJDC-H),每组10只。除正常组

外,用异氟烷将小鼠吸入式麻醉,经鼻感染流感病毒

(H1N1-PR8株),每只滴鼻50μL病毒液(血凝效价为

1HA/50μL)。奥司他韦组和疏风解毒胶囊组每只小

鼠分别给予奥司他韦19.5mg/kg、SFJDC-L868.9
mg/kg、SFJDC-H1282.32mg/kg灌胃,每日1次,每
次200μL,正常组和模型组小鼠灌胃等量蒸馏水,每
日对小鼠体重进行称量,通过体重变化率归一化=各

时间点体重/第0天体重,观察小鼠体质量变化,连续

7d。各组小鼠分别于造模后1d、3d、5d各处置3
只,颈椎脱臼处死,用眼科剪摘取小鼠左肺1/2提取

RNA用以检测肺流感病毒 MP基因相对表达水平。

1.6 qPCR法检测小鼠肺组织中流感病毒 MP基因

相对表达水平 取小鼠肺组织50mg,PBS清洗后加

入1mLTrizol剪碎,冰上快速匀浆。提取RNA,以

Mouseβ-actin 为内参,采用2-ΔΔCt法计算小鼠肺组织

流感病毒 MP基因相对表达水平。PCR引物序列见

表1。

1.7 流感病毒血凝抑制实验 取25μL已制备不同

浓度疏风解毒胶囊稀释液(12.5μg/mL、25μg/mL、

50μg/mL、100μg/mL、500μg/mL),与25μL流感病

毒液(血凝效价为4HA/25μL)混合在V形底的96
孔血凝板中。在37℃温箱孵育1h,然后加入50μL
1%鸡红细胞悬液。再次孵育1h后读取结果,其中包

括化合物对照(不添加流感病毒)、病毒对照(不添加试

验化合物)和红细胞对照(不添加试验化合物和流感病

毒)[8]。

1.8 流感病毒神经氨酸酶活性抑制试验 实验按照

试剂盒说明书严格执行:将70μL反应缓冲溶液、10

μL神经氨酸酶和10μL不同浓度疏风解毒胶囊稀释

液混合,疏风解毒胶囊终浓度分别为12.5μg/mL、25

μg/mL、50μg/mL、100μg/mL、500μg/mL、1000

μg/mL、2000μg/mL;加入10μL底物,37℃孵育30
min,每个浓度重复3次。使用多功能酶标仪读取荧

光,激发波长为322nm,发射波长为450nm,根据标

准曲线计算出样品对神经氨酸酶的抑制百分比,比较

分析不同浓度疏风解毒胶囊对流感病毒神经氨酸酶活

性的影响[9-10]。

1.9 统计学方法 应用GraphPadPrism9.0软件进

行绘图和统计学分析,符合正态分布的计量资料采用

(췍x±s)表示,多组间比较采用单因素方差分析,P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 疏风解毒胶囊对 MDCK细胞毒性作用 疏风解

毒胶囊浓度在500~2000μg/mL范围内毒性无明显

变化,奥司他韦浓度在31.25~250μg/mL范围内毒

性无差异。见图1。

注:A为F=59.74;B为F=24.53;

与空白对照组比较:***P<0.001。

图1 疏风解毒胶囊及奥司他韦对 MDCK细胞毒性作用

2.2 qPCR法检测疏风解毒胶囊对 MDCK细胞内流

感病毒 MP基因表达水平的影响 与模型组相比,疏
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风解毒胶囊和奥司他韦组流感病毒 MP基因表达水平

明显降低,差异具有统计学意义(P <0.001)。疏风

解毒胶囊在125~2000μg/mL浓度范围内可有效抑

制流感病毒基因表达且具有浓度依赖效应,以2000

μg/mL浓度抗病毒效果最佳(P<0.001)。见图2。

注:A为F=94.99,B为F=180.4;与模型组比较:***P<0.001。

图2 qPCR法检测 MDCK细胞内流感病毒 MP基因表达水平

2.3 疏风解毒胶囊对小鼠体质量变化率的影响 正

常组小鼠体重随日龄自然增长,符合BALB/c小鼠正

常发育曲线。模型组小鼠经滴鼻5d后开始出现精神

萎靡不振,驼背,毛发无光泽,蜷缩颤抖,进食量减少,
小鼠体质量下降。与模型组小鼠比较,疏风解毒治疗

组小鼠体征变化有明显改善,小鼠体质量显著升高。
见图3。

注:与正常组比较:***P<0.001;

与模型组比较:###P<0.001。

图3 疏风解毒胶囊对小鼠体质量变化率的影响

2.4 qPCR法检测小鼠肺组织流感病毒 MP基因表

达水平 与模型组相比,SFJDC-L、SFJDC-H 组小鼠

肺组织流感病毒 MP基因相对表达水平明显降低(P
<0.001),SFJDC-H 组比SFJDC-L组具有更好的抑

制作用。见图4。

2.5 疏风解毒胶囊对甲型流感病毒血凝作用的影响

 当使用不同浓度的疏风解毒胶囊与流感病毒株

H1N1-PR8在37℃共处理1h后,并没有出现明显抑

制血凝的现象。见图5。

注:与模型组比较:***P<0.001,F=97.32。

图4 qPCR法检测小鼠肺组织流感

病毒 MP基因的相对表达水平

注:A为红细胞对照;B为流感病毒对照;

C为疏风解毒胶囊对照;HA为血凝单位。

图5 疏风解毒胶囊对甲型流感病毒血凝作用的影响

2.6 疏风解毒胶囊对甲型流感病毒神经氨酸酶活性

的影响 2000μg/mL的疏风解毒胶囊对流感病毒神

经氨酸酶活性抑制率达到(96.00±1.00)% ,且抑制

效果呈现剂量依赖关系。见表2。
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表2 疏风解毒胶囊对甲型流感病毒神经氨酸酶活性的影响 (n=9)

药物浓度/

(μg·mL-1)

疏风解毒胶囊

12.5 25 50 100 500 1000 2000

酶活对照

0

抑制率/% 11.67±3.22a 14.00±3.61a 20.67±3.79b 35.00±1.00b 42.00±3.61b 53.00±1.00b 96.00±1.00b 0

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与对照组比较:a:P<0.05,b:P<0.001。

3 讨论

目前,临床主要选用神经氨酸酶抑制剂(奥司他

韦、扎那米韦、和帕拉米韦)和PA蛋白抑制剂(玛巴洛

沙韦)用于治疗流感[11]。奥司他韦在临床应用因耐药

株的出现而治疗效果欠佳,因此亟需开发新型抗流感

病毒药物[12-13]。中药防治流感历史悠久,疗效稳定,价
格低廉且不良反应少。因此,从中药中研制有效、安全

的抗流感病毒药物受到高度重视[14]。
疏风解毒胶囊目前广泛应用于临床治疗新冠、流

感等感染性疾病,近年来其抗炎、抗病毒药理机制逐渐

被揭示。韩彦琪等[15]通过网络药理学研究发现,疏风

解 毒 胶 囊 通 过 作 用 于 HRAS、MAP2K1、AKT1、

MME、PTPN1等关键蛋白,干预多个与抗炎和免疫调

节相关的生物过程,发挥抗炎及免疫调节作用。时京

珍等[16]研究发现,疏风解毒胶囊通过降低炎症因子、
前列腺素E2水平减少致热介质,并增加精氨酸升压素

AVP的量,从而发挥解热作用。疏风解毒胶囊联合奥

司他韦治疗显著减轻甲型流感病毒引起的气道炎症和

肺病毒滴度[5]。疏风解毒胶囊通过多成分、多靶点、多
通路发挥抗炎、抗病毒作用,但其具体抗流感病毒作用

机制及靶点仍需进一步研究。
流感病毒表面有两种主要的糖蛋白:血凝素和神

经氨酸酶,血凝素识别并结合宿主细胞膜表面的唾液

酸进而进入宿主细胞;神经氨酸酶从细胞表面切割唾

液酸,并从受感染的细胞中释放子代病毒颗粒[17]。血

凝素作为一种重要吸附宿主细胞受体的关键蛋白,与
鸡红细胞可产生红细胞凝集现象,若将待测药物与流

感病毒预先作用后再加入鸡红细胞,可观察是否产生

凝集以判定其对血凝素抑制活性。在本研究血凝抑制

试验中,不同浓度疏风解毒胶囊(12.5~2000μg/mL)
对血凝素介导的鸡红细胞凝集无显著影响,这一结果

基本排除了疏风解毒胶囊通过阻断流感病毒血凝素发

挥抗病毒作用的可能性。
血凝素是流感病毒变异率最高的蛋白之一,而神

经氨酸催化位点相对保守,靶向神经氨酸酶可能具有

更广谱的抗流感病毒活性。在本研究神经氨酸酶抑制

实验中,疏风解毒胶囊在2000μg/mL浓度范围内呈

现显著的剂量依赖性抑制效应。疏风解毒胶囊与奥司

他韦等单一成分神经氨酸酶抑制剂不同,疏风解毒胶

囊由虎杖、柴胡、连翘、板蓝根、马鞭草、败酱草、甘草、
芦根等8种中药成分组成。陈梦涵等[18]通过超滤液

质联用结合分子对接技术从虎杖中发现3个黄酮类神

经氨酸酶抑制剂芦丁、槲皮素和芹菜素,可与神经氨酸

酶的活性催化口袋腔残基结合,降低其催化效率。田

振华等[19]在柴胡中共筛选出能够与神经氨酸酶特异

结合的单体化合物10个,包括皂苷类、黄酮类和酚酸

类。这些药物成分的分子结构与神经氨酸酶的活性中

心具有相似性,可通过氢键、疏水作用、空间位阻直接

占据酶的活性位点,阻止其切割宿主细胞表面的唾液

酸残基,减少感染细胞中流感病毒释放与扩散,阻止流

感的发生发展。另外,研究发现[20]板蓝根中的木脂素

类、生物碱类、多糖类等是板蓝根抗流感病毒的主要生

物活性成分,发挥直接或间接抗流感病毒作用,且酸性

板蓝根多糖对H1N1和H5N1流感病毒的NA具有抑

制作用。以上研究及本研究结果均表明疏风解毒胶囊

主要通过抑制流感病毒神经氨酸酶活性从而发挥抗病

毒作用。
综上所述,疏风解毒胶囊对流感病毒血凝素并无

明显影响,但其对神经氨酸酶的抑制作用与体内外病

毒基因相对表达水平显著下降相一致,提示神经氨酸

酶是疏风解毒胶囊抗流感病毒的关键靶标。同时由于

疏风解毒胶囊复方成分复杂且作用靶点多样,因此其

治疗流感病毒感染具体分子机制仍需结合现代技术进

一步阐明。
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