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［摘　要］　目的　探讨草血竭纯化部分对于小鼠甲型 Ｈ１Ｎ１流感的疗效。方法　采用滴鼻法建立甲型 Ｈ１Ｎ１流

感病毒感染小鼠模型，通过灌胃途径给予不同剂量的草血竭，以给予奥司他韦者为阳性对照，以未给予药物者为病

毒对照组。观察１４ｄ内小鼠生活状态，计算小鼠肺指数，检测肺组织内流感病毒核酸相对量和病毒滴度。结果　

甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒对小鼠的半数致死量为１０－６。阳性对照组和草血竭高、中剂量组小鼠的存活率均为１００％，

平均生存日数均为１４ｄ，草血竭低剂量组小鼠的存活率为４２．８６％，平均生存日数为９．１４ｄ，而病毒对照组小鼠的

存活率及平均生存日数分别为０和３．５７ｄ。不同组别小鼠平均生存日数比较，差异有统计学意义（犉＝８．５３，犘＝

０．０２）；阳性对照组、高剂量组、中剂量组、低剂量组小鼠平均生存日数均高于病毒对照组（犘＜０．０５）。阳性对照组

和草血竭高剂量、中剂量、低剂量组及病毒对照组肺指数分别为：（０．８４±０．０７）％、（０．８１±０．０７）％、（０．８４±

０．１０）％、（０．８４±０．１０）％和（１．４２±０．１２）％，差异有统计学意义（犘＝０．０３）；病毒核酸相对量分别为：０．３７±０．１１、

０．４２±０．０６、０．４２±０．０６、０．６５±０．１９和１．００±０．０６，差异有统计学意义（犘＝０．０４）；病毒滴度分别为：２．４９±０．１２、

２．３５±０．２９、２．４３±０．１５、２．４６±０．１２和２．８０±０．１６，差异有统计学意义（犘＝０．０４）。阳性对照组和草血竭各剂量

组的肺指数、肺组织内流感病毒核酸相对量和病毒滴度均低于病毒对照组（犘＜０．０５）；而阳性对照组的上述指标与

草血竭各剂量组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　草血竭纯化部分在体内对甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒具有

抑制作用，能够改善甲型 Ｈ１Ｎ１流感小鼠的肺组织的病变，降低病死率。

［关　键　词］　甲型 Ｈ１Ｎ１；流感病毒；抗病毒；动物模型；草血竭
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　　流行性感冒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，Ｆｌｕ）具有高度的传染

性，发病率高，病死率高，是危害人类健康的一种重

要感染性疾病。特别是近年来甲型 Ｈ１Ｎ１流感病

毒感染在全世界范围内暴发流行，引起了全球的重

视［１］。虽然奥司他韦是公认治疗甲型流感病毒的有

效药物，但已有耐药的报道，且目前对于流感有确切

疗效的药物较少，势待研发新的药物。草血竭（Ｐｏ

ｌｙｇｏｎｕｍｐａｌｅａｃｅｕｍ Ｗａｌｌ，ＰＰＷ）为蓼科植物的根

茎，已有实验证明其对急性炎症有一定的治疗作用。

本文拟在流感病毒感染动物模型上观察其抗流感病

毒的效果。

１　材料与方法

１．１　材料　甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒Ｙａｍａｇａｔａ／１２０／

８６／Ｈ１Ｎ１株由日本福岛医科大学微生物系锡谷达

夫教授惠赠，血凝滴度：１∶１２８０。动物：４～５周龄

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，体重（１１±１）ｇ，购自海南省人民医院

实验动物中心，合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）４２００５９３２２４。

幼犬肾（ＭａｄｉｎＤａｒｂｙＣａｎｉｎｅＫｉｄｎｅｙ，ＭＤＣＫ）细

胞，本实验室保存（购自上海细胞所）。

１．２　试剂　草血竭纯化部分（０．２８３ｇ／ｍＬ生药，湖

北中医药大学生产）。奥司他韦（达菲，７５ｍｇ／粒，

巴塞尔豪夫迈·罗氏公司，瑞士）。实验试剂：

ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清（ＧＩＢＣＯ，美国）；青链霉

素溶液（１００×）（吉诺生物医药技术有限公司）；胰酶

（Ａｍｒｅｓｃｏ公司，美国）；ＴＲＡＺＯＬ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司，美国）；逆转录酶 ＭＭＬＶ、随机引物（Ｐｒｏｍｅｇａ

公司，美国）；２×ＰＣＲｍｉｘ和ＰＣＲＭａｒｋｅｒｓ［天根生

化科技（北京）有限公司］；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴＯＹＯＢＯ 公司，日本）；ｄＮＴＰｓ

（华美生物工程公司）；ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 凝胶回收试

剂盒［爱思进生物技术（杭州）有限公司］。

１．３　方法

１．３．１　甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠半数致

死量（ＬＤ５０）的测定　将病毒液用稀释液按１０倍梯

度稀释，得到１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、

１０－７７个稀释度。取Ｂａｌｂ／ｃ小鼠４８只，随机法分

为８组。乙醚轻度麻醉后，分别给予上述稀释度的

病毒液５０μＬ滴鼻，正常对照组使用无病毒的稀释

液滴鼻。每天观察小鼠生存状态，记录１４ｄ内各组

小鼠发病状况，统计小鼠死亡数量，根据 Ｒｅｅｄ

Ｍｕｅｎｃｈ法计算流感病毒的ＬＤ５０
［２３］。

１．３．２　实验分组　Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，随机分为６组：正

常对照组、病毒对照组、阳性对照组（达菲４５ｍｇ／ｋｇ

·ｄ）、草血竭高剂量组（１６００ｍｇ／ｋｇ·ｄ）、草血竭中

剂量组（８００ｍｇ／ｋｇ·ｄ）、草血竭低剂量组（４００ｍｇ／

ｋｇ·ｄ），每组７只。Ｂａｌｂ／ｃ小鼠实验前禁食禁水

４ｈ，乙醚吸入麻醉后，以１０×ＬＤ５０病毒液滴鼻感染

小鼠，每只小鼠的接种剂量为５０μＬ（正常对照组经

鼻腔滴入等量病毒稀释液）。感染后２ｈ通过灌胃

途径给予上述各剂量药物，０．２ｍＬ／只，连续给药

５ｄ，每天１次。

１．３．３　疗效评价　观察１４ｄ内甲型Ｈ１Ｎ１流感病

毒感染模型小鼠的发病情况，记录各组小鼠死亡数

及存活日数。肺指数的测定：肺指数＝小鼠肺重／小

鼠体重×１００％；肺指数抑制率＝（病毒对照组肺指

数－实验组肺指数）／病毒对照组肺指数×１００％。

最后一次灌胃给药后继续观察２４ｈ，小鼠处死前禁

食禁水８ｈ以上。称重后先摘除眼球取血，再将小

鼠断椎处死，无菌取肺，用生理盐水洗涤２～３次，摘

除气管及肺门淋巴组织，置于滤纸上吸干水分后，精

密天平称重。肺组织内病毒核酸载量：对肺组织匀

浆提取ＲＮＡ，采用标准曲线法定量同一样本各组
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小鼠肺内流感病毒 Ｍ 基因相对于ＧＡＰＤＨ的表达

量［４］。小鼠肺组织匀浆液，接种至已铺满单层的

ＭＤＣＫ细胞上进行流感病毒扩增，血凝试验法检测

流感病毒滴度［５７］。

１．４　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计

学分析。数据均以均数±标准差的形式表示。多组

间比较采用方差分析，以犘≤０．０５为差异具有统计

学意义。

２　结果

２．１　甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠ＬＤ５０的

测定　甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的ＬＤ５０

为１０－６。见表１。

表１　甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒对小鼠的ＬＤ５０

犜犪犫犾犲１　ＬＤ５０ｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａＡＨ１Ｎ１ｖｉｒｕｓｔｏｍｉｃｅ

病毒

稀释度
存活数（只） 死亡比例 病死率（％）

生存时间

中位数（ｄ）

１０－１ ０ ６／６ １００．００ ６

１０－２ ０ ６／６ １００．００ ７

１０－３ ０ ６／６ １００．００ ８

１０－４ １ ５／６ ８３．３３ ８

１０－５ ２ ４／６ ６６．６７ １２

１０－６ ３ ３／６ ５０．００ １３

１０－７ ６ ０／６ ０．００ １４

正常对照 ６ ０／６ ０．００ １４

２．２　草血竭纯化部分对甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒感染

小鼠的作用　阳性对照组和草血竭高、中剂量组小

鼠的存活率均为１００％，平均生存日数均为１４ｄ，草血

竭低剂量组小鼠的存活率为４２．８６％，平均生存日数

为９．１４ｄ，而病毒对照组小鼠的存活率及平均生存日

数分别为０和３．５７ｄ。不同组别小鼠平均生存日数

比较，差异有统计学意义（犉＝８．５３，犘＝０．０２）；阳性

对照组、高剂量组、中剂量组、低剂量组小鼠平均生存

日数均高于病毒对照组（犘＜０．０５）。见表２。

２．３　草血竭纯化部分对甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒感染

小鼠肺指数、肺组织病毒载量的影响　阳性对照组

和草血竭纯化部分各剂量组的肺指数、肺组织内流

感病毒核酸相对量和病毒滴度均低于病毒对照组

（犘＜０．０５）。而阳性对照组与草血竭纯化部分各剂

量组的肺指数、肺组织内流感病毒核酸相对量和病毒

滴度比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表３。

表２　草血竭纯化部分对甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒感染小鼠的

死亡保护作用

犜犪犫犾犲２　ＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｏｆＰＰＷ ｏｎｄｅａｔｈｏｆ

ｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉｎｆｌｕｅｎｚａＡＨ１Ｎ１ｖｉｒｕｓ

组别 死亡比例
病死率

（％）

存活率

（％）

平均生存日数

（狓±狊，ｄ）

高剂量组 ０／７ ０．００ １００．００ １４．００±０．００

中剂量组 ０／７ ０．００ １００．００ １４．００±０．００

低剂量组 ４／７ ５７．１４ ４２．８６ ９．１４±４．５６

阳性对照组 ０／７ ０．００ １００．００ １４．００±０．００

病毒对照组 ７／７ １００．００ ０．００ ３．５７±０．７９

正常组 ０／７ ０．００ － １４．００±０．００

　　：与病毒组比较，犘＜０．０５

表３　草血竭纯化部分对甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒感染小鼠的

肺指数、病毒核酸量、病毒滴度的影响（狓±狊）

犜犪犫犾犲３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｏｆＰＰＷｏｎｌｕｎｇｉｎｄｅｘ，ｖｉｒａｌｎｕ

ｃｌｅｉｃａｃｉｄｌｏａｄ，ａｎｄｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｉｎｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡＨ１Ｎ１ｖｉｒｕｓ（狓±狊）

组别 肺指数（％）

肺指数

抑制率

（％）

病毒核酸

相对量
病毒滴度

高剂量组 ０．８１±０．０７３８．３５±３．９１０．４２±０．０６２．３５±０．２９

中剂量组 ０．８４±０．１０３４．１３±２．２５０．４２±０．０６２．４３±０．１５

低剂量组 ０．８４±０．１０３２．２６±１．３７０．６５±０．１９２．４６±０．１２

阳性对照组０．８４±０．０７３６．３６±４．５２０．３７±０．１１２．４９±０．１２

病毒对照组１．４２±０．１２ 　　－ １．００±０．０６ ２．８０±０．１６

正常组 ０．７７±０．０７ 　　－ 　　－ 　　－

犉 　 ７．９７ 　１７．９５ 　　６．６４ 　　６．０４

犘 　 ０．０３ 　 ０．００ 　　０．０４ 　　０．０４

　　：与病毒组比较，犘＜０．０５

３　讨论

草血竭是一种使用广泛的中草药，蓼科植物的

根茎，主要产于云南、贵州、四川三省。其味苦、涩，

性温和，有散血止血，下气止痛治慢性胃炎，胃、十二

指肠溃疡，食积，症瘕积聚，月经不调，浮肿，跌打损

伤，外伤出血、收敛止泻之功效［８］。研究发现，草血

竭有镇痛抗炎作用［９］。另外，有研究报道草血竭水

煮醇沉干浸膏与草血竭纯化部分能够在体外通过直

接灭活作用发挥抗流感病毒作用［１０］。因此，本研究

通过给予甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒感染小鼠不同剂量

的草血竭纯化部分，观察其对小鼠的病死率、肺指

数、肺组织病毒载量、病毒滴度的影响，综合评价草

血竭抗病毒效果。

小鼠是目前较为合适的流感感染动物模型［１１］。

同时呼吸道感染为流感病毒的自然感染方式。在小

鼠和雪貂的动物模型中，通常采用病毒滴鼻的方法
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感染动物［１２］。流感病毒滴鼻感染小鼠，主要引起肺

组织单核细胞浸润，肺重增加，体重减少［１３１５］。因此

流感病毒感染的小鼠肺指数高于正常对照组，说明

模型构建成功。从宏观上来看，草血竭纯化部分各

剂量组可以不同程度地延长小鼠的平均生存时间，

对流感感染小鼠具有明确的治疗作用。从肺组织的

病变上来看，在草血竭纯化部分对流感病毒感染小

鼠的肺指数抑制作用研究中，草血竭高、中、低剂量

组小鼠的肺指数均低于病毒对照组，说明草血竭能

够改善流感导致的肺组织病变。从治疗机制上来

看，草血竭纯化部分可降低肺组织流感病毒核酸量

和病毒的滴度，提示其治疗作用是通过抗病毒实现

的。流感病毒感染后，引起感染细胞凋亡，机体炎性

细胞因子、趋化因子等活化：外周血中 ＴＮＦａ、ＩＬ

１２、ＩＬ１８、ＩＦＮａ等表达上升，ＮＫ细胞等免疫细胞

数目增加，推测草血竭抗流感病毒的机制可能与抑

制病毒感染引起的组织细胞凋亡、调节免疫相关细

胞因子表达、增强免疫细胞的生物学功能有关。此

外本研究还提示在降低病死率、改善肺组织损伤、抗

病毒方面，草血竭中高剂量和经典抗流感病毒药物

奥司他韦的效果基本相当，表明草血竭在对流感病

毒感染的治疗上具有良好的应用前景。

综上所述，草血竭纯化部分在体内对甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒具有抑制作用，能够改善甲型

Ｈ１Ｎ１流感小鼠的肺组织的病变，降低病死率。
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