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［摘　要］　目的　观察退热解毒灵水煎剂对甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒的抑制作用。 方法　体外抗病毒实验：将 ＭＤＣＫ细胞悬液

以１０５／ｍｌ接种于９６孔板，用细胞维持液连续２倍系列稀释退热解毒灵水煎剂成５０００、２５００、１２５０、６２５、３１２．５、１５６．２５、７８、３９、

１９．５ｍｇ／Ｌ　９个稀释度，另将病毒唑注射液稀释成１２５、６２．５、３１．３、１５．６、７．８、３．９、２．０、１．０、０．５ｍｇ／Ｌ９个稀释度，观察细胞病

变效应，计算病毒抑制率。体内抗病毒实验：将８０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为对照组、模型组、达菲组、退热解毒灵组，每组２０
只。除对照组外，其他各组小鼠均以１０倍半数致死量剂量鼻腔接种甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒５０μｌ。感染当天开始给药，退热解

毒灵组灌胃给予退热解毒灵水煎剂每天４　１３３ｇ／ｋｇ；达菲组灌胃给予达菲胶囊每天２０ｍｇ／ｋｇ。每组取１０只连续观察小鼠存活

率；另１０只于首次给药后４天、８天各处死５只，测定鼠肺湿质量及肺内病毒半数组织培养感染量（ＴＣＩＤ５０）。 结果　体外抗

病毒实验：退热解毒灵水煎剂浓度为５０００、２５００、１２５０、６２５、３１２．５ｍｇ／Ｌ组和病毒唑注射液浓度为１２５、６２．５、３１．３、１５．６ｍｇ／Ｌ
组病毒抑制率均在５０％以上。体内抗病毒实验：模型组小鼠存活率为０，达菲组与退热解毒灵组存活率分别为９０％、６０％。

染毒后第４天、第８天，达菲组、退热解毒灵组肺湿质量及肺内病毒ＴＣＩＤ５０与模型组比较均明显下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

结论　退热解毒灵水煎剂对体内、体外甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒均有一定的抑制作用。
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　　呼吸道感染是世界范围内导致５岁以下儿童死
亡的主要原因之一［１］。全球每年约有１９０万儿童死
于急性下呼吸道感染，其中发展中国家死亡率尤
高［２］。随着抗生素的广泛使用，呼吸道感染的病原
谱已发生变化，细菌感染逐渐减少，病毒感染明显上
升［３－４］。流行性感冒（简称流感）是由呼吸道流感病
毒引起的一种传染性极强的病毒感染性疾病，在呼
吸系统中发病率占首位，我国是流感高发地区。抗
甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的有效药物为达菲，但达菲价
格高，国内储备量少，且在发达国家还出现了达菲耐
药现象［５］。中国多次发生流感，中医药在治疗呼吸
道病毒感染有很多优势，且不论这些疾病的病原体
有何变化，其临床上的表现总与中医的温热病有许
多相似之处，同时还能够根据不同体质特点辨证论
治［６］。本实验观察武汉市第一医院经验方退热解毒
灵对小鼠呼吸道甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的抑制作用，
旨在为临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　动物
雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠８０只，清洁级，体重１４～

１６ｇ。由湖北省动物实验中心提供，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（鄂）２００９－００１８。

１．２　主要试剂及仪器

ＤＭＥＭ培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；新生牛血清
（杭州四季青公司）；３－（４，５－二甲基噻唑－２）－２，

５－二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ，美国Ｓｉｇｍａ公司）。
病毒唑注射液（江苏涟水制药有限公司，批号：

１５０２０３３）；达菲胶囊（上海罗氏制药有限公司，规格：

７５ｍｇ，批号：０１１０１８）。酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｏｒｍａ公
司）；９６孔细胞培养板（Ｃｏｓｔａｒ公司）。

１．３　药物制备
退热解毒灵由柴胡、连翘、板蓝根、野菊花、甘草

各１５ｇ组成，用单蒸水洗３次，双蒸水洗３次，加三
蒸水浸泡过夜（１ｇ原药与１０ｍｌ三蒸水比例浸泡），
煮沸２０ｍｉｎ，滤出药液再加适量的三蒸水煮沸

１０ｍｉｎ，滤出药液。两次滤出药液混匀后于７０℃水
浴箱中浓缩至１ｋｇ／Ｌ，Ｃ４型垂熔玻璃滤器过滤后，
分装隔水煮沸灭菌，４℃保存。

１．４　细胞培养
选形态良好的 ＭＤＣＫ传代细胞长满单层，取形

态良好的细胞，供实验用。生长液用ＤＭＥＭ 培养
液，加１０％灭活小牛血清（维持液加５％灭活小牛血
清），按常规加双抗。

１．５　半数组织培养感染量（ＴＣＩＤ５０）测定
甲型 Ｈ１Ｎ１病毒标准株，由武汉大学医学院医

学病毒所提供；取２．５×１０９ＰＦＵ／ｍｌ病毒悬液按１０
倍稀释成１０－１～１０－１０的１０个不同稀释度，每个稀
释度接种４管ＭＤＣＫ细胞，每管接种０．１ｍｌ病毒悬
液，加细胞维持液（除ＦＢＳ含量为２％外，其他成分
同细胞生长液）于３７℃静置培养，连续观察７天，按

Ｒｅｅｄ及 Ｍｕｅｎｃｈ的方法［７］计算ＴＣＩＤ５０的量。

１．６　体外抗病毒实验
制备 ＭＤＣＫ细胞悬液，以１０５／ｍｌ接种于９６孔

板，每孔２００μｌ。每孔接种５０μｌ　１００ＴＣＩＤ５０的甲型

Ｈ１Ｎ１病毒液，３７℃吸附１ｈ，弃上清。取除菌过的
退热解毒灵水煎剂，用细胞维持液连续２倍系列稀
释成５０００、２５００、１２５０、６２５、３１２．５、１５６．２５、７８、３９、

１９．５ｍｇ／Ｌ等９个稀释度。另用细胞维持液２倍系
列稀释病毒唑注射液成１２５、６２．５、３１．３、１５．６、７．８、

３．９、２．０、１．０、０．５ｍｇ／Ｌ 等 ９ 个 稀 释 度。每 孔

２００μｌ，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，观察细胞病
变效应。病毒抑制率（％）＝［药物处理组Ｄ（λ）值－
病毒对照组Ｄ（λ）值］／［正常细胞对照组Ｄ（λ）均值

－病毒对照组Ｄ（λ）均值］×１００％。

１．７　体内抗病毒实验
将８０只小鼠采用区组随机方法分为对照组、模

型组、达菲组、退热解毒灵组，每组２０只。退热解毒
灵组灌胃退热解毒灵水煎剂，每天４　１３３ｇ／ｋｇ；达菲
组灌胃达菲胶囊，每天２０ｍｇ／ｋｇ［８］；对照组、模型组
灌胃等量蒸馏水。
除对照组外，其他各组小鼠乙醚麻醉，１０倍半

数致死量（ＬＤ５０）剂量鼻腔接种流感病毒５０μｌ。感
染当天开始给药，每天１次，连续５天。每组取１０
只连续观察１４天，记录小鼠死亡情况（计算存活率
及平均生存时间）；另外１０只于首次给药后４天、８
天各处死５只，无菌取肺，测定鼠肺湿质量，鼠肺研
磨成肺悬液后测定肺内病毒ＴＣＩＤ５０。肺经甲醛固
定后制作组织切片，ＨＥ染色，光镜下观察肺组织形
态学变化。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件处理，计量数据以均

数±标准差表示，组间比较用ｔ检验，多组资料比较
采用ＡＮＯＶＡ检验。

２　结果

２．１　体外抗病毒实验
表１示，退热解毒灵水煎剂浓度为５　０００、２　５００、
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１　２５０、６２５、３１２．５ｍｇ／Ｌ组和病毒唑注射液浓度为

１２５、６２．５、３１．３、１５．６ｍｇ／Ｌ组病毒抑制率均在５０％
以上，对 ＭＤＣＫ细胞保护作用较强。

表１　不同浓度退热解毒灵水煎剂及病毒唑注射液

　　对甲型 Ｈ１Ｎ１病毒抑制率情况

退热解毒灵
水煎剂

浓度
（ｍｇ／Ｌ）

病毒抑制
率（％）

病毒唑
注射液

浓度
（ｍｇ／Ｌ）

病毒抑制
率（％）

１　 ５　０００　 ９９．２　 １　 １２５　 ９８．５
２　 ２　５００　 ９４．１　 ２　 ６２．５　 ９３．１
３　 １　２５０　 ８３．２　 ３　 ３１．３　 ８１．６
４　 ６２５　 ６４．１　 ４　 １５．６　 ５８．５
５　 ３１２．５　 ５７．３　 ５　 ７．８　 ４６．８
６　 １５６．２５　 ４９．１　 ６　 ３．９　 ２５．６
７　 ７８　 ２９．５　 ７　 ２．０　 １４．７
８　 ３９　 ２１．３　 ８　 １．０　 ６．８
９　 １９．５　 ０．７　 ９　 ０．５　 ０．９

２．２　体内抗病毒实验

２．２．１　各组小鼠存活率及平均生存时间的比较　
模型组小鼠在染毒后的第６天开始死亡，到第１０天
存活率为０；退热解毒灵组小鼠在染毒后的第７天
开始死亡。表２示，模型组小鼠平均生存时间为

７．２天，退热解毒灵组小鼠平均生存时间为１０．２
天，达菲组和对照组小鼠平均生存时间均大于１５

表２　各组小鼠存活率及平均生存时间的比较

组别 鼠数 存活小鼠数 存活率（％）平均生存时间（ｄ）

对照组 １０　 １０　 １００ ＞１５
模型组 １０　 ０　 ０　 ７．２
达菲组 １０　 ９　 ９０ ＞１５
退热解毒灵组 １０　 ６　 ６０　 １０．２

天，各组小鼠存活率与模型组比较差异均有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２．２　各组小鼠不同时间肺湿质量及肺内病毒

ＴＣＩＤ５０比较　表３示，染毒后第４天、第８天，达菲
组、退热解毒灵组肺内病毒ＴＣＩＤ５０与模型组比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。染毒后
第４天、第８天模型组肺湿质量较对照组明显增加，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；退热解
毒灵组及达菲组肺湿质量较模型组明显下降，差异
亦有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

２．２．３　各组小鼠肺病理组织学比较
图１示，对照组肺泡大小较一致，肺泡壁薄，管

上皮完整，管腔内无分泌物，支气管上皮正常，其外
周未见炎性细胞浸润；模型组小鼠肺组织有大面积
的肺实变，肺泡间隔明显增宽，有大量淋巴细胞浸
润，可见肺泡上皮细胞增生和肺泡缩小，肺泡腔有液
体渗出与出血灶；退热解毒灵组与达菲组小鼠肺组
织病变较模型组减轻，肺泡间隔略有增宽，淋巴细胞
浸润显著降低，显示出一定的保护效应。

３　讨论
退热解毒灵是我院张介眉教授结合自己多年的

辨证论治临床经验的自拟经验方。多年临床运用表
明，在治疗儿童呼吸道病毒感染方面，能有效地缩短
病程，缓解发热、头痛等不适。本研究通过体外细胞
培养法和体内建立病毒感染动物模型研究了退热解

毒灵水煎剂的抗甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒作用。结果
均显示，退热解毒灵水煎剂具有一定的抗甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒作用，体外细胞实验证明退热解毒

表３　各组小鼠不同时间肺湿质量及肺内病毒ＴＣＩＤ５０比较

组别 鼠数
染毒后第４天

ＴＣＩＤ５０ 肺湿质量（ｍｇ）
染毒后第８天

ＴＣＩＤ５０ 肺湿质量（ｍｇ）

对照组 １０ － １４１±３１ － １５３±２４
模型组 １０　 ６１７８±０１２４　 ３５１±２３＊＊ ６１９７±０１３５　 ３７４±４４＊

达菲组 １０　 ２１４７±０１７１△△ １７３±３４△△ ２１１４±０１４７△△ １８７±１９△△

退热解毒灵组 １０　 ３１２４±０１６６△ ２９１±５４△ ２４６９±０１６９△ ３１２±４７△

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

　　对照组 模型组 达菲组 退热解毒灵组

图１　各组小鼠肺组织病理学比较（×４００）
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灵水煎剂能直接抑制甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒；体内抗
病毒实验通过存活率、平均存活时间、鼠肺实变、鼠
肺内病毒ＴＣＩＤ５０及鼠肺病理切片等多个参数评定，
显示退热解毒灵水煎剂具有一定的抗甲型 Ｈ１Ｎ１
流感病毒活性。
流感病毒所致的小鼠肺炎病理改变为典型的间

质性肺炎表现，肺泡间隔明显增宽，肺间质内血管充
血、水肿及淋巴细胞、单核细胞等炎细胞浸润。退热
解毒灵水煎剂能有效控制肺部炎症反应的程度和范

围，局限病灶的蔓延，显著减轻小鼠肺部组织的病理
损害，从而保护了肺功能，这可能是应用退热解毒灵
水煎剂治疗后，小鼠死亡率明显降低、生存时间明显
延长的直接原因。
退热解毒灵方中清热解毒之板蓝根为君药，兼

以凉血利咽；臣以连翘清热解毒、疏散风热；佐以柴
胡疏散外感及少阳之热，加用野菊花增强其清热解
毒的功效；以甘草调和诸药。诸药合用，共奏疏风解
表、清热解毒之功效。该药除具有抗病毒作用外，还
具有提高机体免疫力及良好的解热作用，预防肺炎
的发生。本研究结果表明，退热解毒灵水煎剂在抑
制体内外甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒复制的同时，还有着
较高的安全性。应更深层研究其抗病毒作用的分子
机制，筛选出其抗病毒成分组合，优化药物剂型，为
今后应用退热解毒灵水煎剂治疗由甲型 Ｈ１Ｎ１病
毒引起的呼吸道及肺部感染性疾病开辟新道路。
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