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 [摘要]：目的 探讨比较两种经典复方麻杏石甘汤（MXSGT）和银翘散（YQS）抗流感病毒药理特点。方法 1）采用细胞病变法（CPE）和MTT法检测麻杏石甘汤和银翘散体外抑制流感病毒的作用；2）qPCR法和ELISA法检测病毒感染后诱导细胞因子及趋化因子分泌。结果 麻杏石甘汤体外对不同亚型流感病毒（甲型流感H1N1、H6N2、H9N2等亚型及乙型流感）的半数有效浓度（IC50）在0.1­1 mg·mL-1之间,银翘散体外未显示抑制流感病毒的作用。与病毒对照组比，麻杏石甘汤（3 mg·mL-1）和银翘散（0.5 mg·mL-1）体外均抑制流感病毒诱导细胞产生细胞因子及趋化因子的表达，包括IL-6、IP-10、TNF-α、IL-8、CCL5，其中麻杏石甘汤对IP-10、IL-6的下调作用更显著（P<0.05）。结论 对两个经典治疗流感的复方比较发现，麻杏石甘汤兼具直接抗病毒和抑制病毒介导炎症的作用，其作用机制有待后续实验进一步验证。银翘散仅显示了抗炎药效。
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[Abstract]：objective To compare the pharmacological characteristic of Ma xing shi gan tang (MXSGT) and Yin qiao san (YQS) against influenza virus.Materials and methods  The effect of MXSGT and YQS against influenza virus was tested using cytopathic effect(CPE) assay and MTT assay in Madin-Darby canine kidney. The expression of cytokines and chemokines which were induced by virus was determined by qPCR and ELISA. Results MXSGT is effective in inhibiting different subtypes of influenza virus strains while YQS is ineffective in inhibiting cytopathic effect of influenza virus.The two prescriptions , MXSGT(3 mg·mL-1) and YQS(0.5 mg·mL-1) ,can regulate the expression of cytokines and chemokines that influenza virus induced，including IL-6、IP-10、TNF-α、IL-8、CCL5. Conclusion This study shows even though both MXSGT and YQS play a role in anti-inflammatory effect, MXSGT but not YQS has an direct antiviral activity.
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麻杏石甘汤（MXSGT）和银翘散（YQS）分别出自中医经典著作《伤寒论》和《温病条辨》，皆用于外感病风邪袭肺证。《伤寒论》：“发汗（下）后，不可更行桂枝汤。汗出而喘，无大热者，可与麻黄杏仁甘草石膏汤”。麻杏石甘汤用于外感风热，或风寒郁而化热，热壅于肺。《温病条辨》上焦篇第四条：“太阴风温、温热、温疫、冬温，初起恶风寒者，桂枝汤主之；但热不恶寒而咳者，辛凉平剂银翘散主之。”。银翘散用于外感风热，热邪犯肺证。二者在临床上皆可治疗感冒、上呼吸道感染、急性支气管炎、肺炎。在2009年新甲流大流行期间，对麻杏石甘-银翘散组合方剂的研究发现麻杏石甘-银翘散组方能明显缩短H1N1感染患者的发热时间，与奥司他韦组相当[1]，这些都从经验医学和循证医学角度为两者运用于临床流感治疗的有效性提供了可靠依据。但是目前这两个经典复方的抗病毒药理特点还有待进一步阐明。已有研究显示麻杏石甘汤对甲型流感病毒感染所致的肺部炎症与超微结构有改善作用[2]，银翘散对流感病毒 ＦＭ１株感染的小鼠具有保护作用[3]。鉴于这两者均为临床十分常用的抗流感复方，为了使用两个方剂时对其现代药理特点有更清晰的认识，也为其可能的组合提供更多科学依据，本研究试图从抗病毒和抗炎药效的角度，比较麻杏石甘汤和银翘散抗流感病毒的作用特点。
1. 材料和方法
1.1试剂及仪器 MEM培养基，美国GIBCO公司，批号：8115309；DMEM培养基，GIBCO公司，货号：11965092；胎牛血清，GIBCO公司，批号：41F3743K；1×PBS，GIBCO公司，批号：8115183；青-链霉素，GIBCO公司，批号：1647115；MTT（3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐），美国Sigma公司，批号：MKBS4732V；二甲基亚砜（DMSO），Sigma公司，批号：BCBN0845V；Trypsin, TPCK Treated （TPCK胰蛋白酶），Sigma公司，CAS No.：9002-07-7；TRIZOl，sigma公司，批号：94401；TaKaRa逆转录试剂盒,日本TaKaRa公司，Cat:RR036A；TaKaRa qPCR试剂盒，日本TaKaRa公司，Cat:RR390A；ELISA检测试剂盒：RayBio® Human IP-10 (CXCL10) ELISA Kit和RayBio® Human IL-6 ELISA Kit；全波长多功能酶标仪,美国Thermo公司；ABI 7500 real time PCR System，美国应用生物系统公司。
1.2药物 麻杏石甘汤和银翘散药物粉剂由石家庄以岭药业股份有限公司提供。麻杏石甘汤药物组成：炙麻黄170g，炒苦杏仁170g，石膏510g，甘草170g；银翘散药物组成：连翘204g,金银花204g,板蓝根204g,绵马贯众204g, 鱼腥草204g,红景天68g,薄荷脑6g。以上成分中连翘、鱼腥草、炙麻黄各用70%乙醇加热回流提取二次，第一次2h，第二次1.5h，提取液滤过，回收乙醇，备用。金银花、石膏、板蓝根、绵马贯众、甘草、红景天、苦杏仁各加水煎煮二次，第一次1.5h，第二次1h，煎液滤过，将各滤液按药物组成合并浓缩至相对密度为1.10~1.15（60℃），加乙醇使含醇量达70%，在4℃冷藏24h，滤过，滤液回收乙醇，与上述连翘等三味的备用醇提取液合并，浓缩至相对密度为1.15~1.20（60℃），喷雾干燥，与适量淀粉混匀，干燥，过筛，筛出适量细粉，即得。用二甲基亚砜（DMSO）将细粉溶解配成母液浓度为400 mg·mL-1，4℃储存备用。阳性对照药：奥司他韦羧酸盐，sigma公司，批号：1717-003A9。
1.3细胞 狗肾细胞MDCK及人支气管上皮细胞16HBE购自ATCC，由本实验室传代及冻存。细胞生长液分别为含10%胎牛血清的MEM培养基和DMEM培养基，同时添加1%青-链霉素。
1.4病毒 流感病毒株（A/PR/8/34(H1N1)、A/Guangzhou/GIRD02/09 (H1N1)、A/Duck/ Guangdong/09 (H6N2)、A/Chicken/Guangdong/1996 (H9N2)、B/Lee/1940）购自ATCC由本实验室保存，使用前用鸡胚扩增，采用Reed- Muench法测定病毒半数组织感染量（TCID50），毒株储存在-80℃备用。
1.5药物对细胞的半数毒性浓度（TC50）测定 在96孔板上每孔滴加0.1mLMDCK细胞悬液，放于37℃ 5%CO2培养箱培养24h，待细胞长成单层，换含不同药物浓度（2倍比稀释）的无血清培养基，每个药物浓度设6个复孔。同时设置正常细胞对照组和溶剂对照组。每天在倒置显微镜下观察细胞病变情况，48h后记录细胞病变（CPE），细胞出现CPE按6级标准记录（表1）。当病毒组细胞病变约占整个单层细胞的75%及以上时用5 mg·mL-1的MTT（3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐）对活细胞进行染色。应用全波长多功能酶标仪在A490nm波长处测定OD值，统计实验数据，采用Reed-Muench法计算TC50(结果见表2)。
1.6药物对病毒的半数有效浓度（IC50）测定 在96孔板上每孔滴加100μL MDCK细胞液，放于37℃ 5%CO2培养箱培养24h，待细胞长成单层，用1×PBS洗细胞两次，加入MEM培养基稀释的病毒液（100TCID50）每孔100μL，放于37℃ 5%CO2培养箱孵育2h，2h后换用含TPCK胰蛋白酶（1.5 ug·mL-1）的MEM培养基稀释的不同浓度的药液，继续在34℃ 5%CO2培养箱培养48h。在显微镜下观察病毒组细胞病变情况，当48h后细胞出现75%及以上的病变时，记录病变情况同时用MTT对活细胞进行染色，应用全波长多功能酶标仪在A490nm波长处测定OD值，统计实验数据计算IC50[4]。药物对病毒的有效性指标用SI（选择指数）来表示，SI=TC50/IC50。当SI>2表、示低毒高效；SI：1～2表示高毒低效；SI<1表示无效。
1.7 药物对病毒诱导的细胞因子及趋化因子的调节作用实验（qPCR法） 在12孔板上每孔滴加1mL 16HBE细胞悬液，37℃ 5%CO2培养箱培养24h，待细胞长成单层，1×PBS洗细胞两次,加入DMEM培养基稀释的A/PR/8/34病毒液（104TCID50）每孔500μL，放于37℃ 5%CO2培养箱孵育2h，2h后吸走病毒液，加含不同浓度的药物，药物浓度麻杏石甘汤和银翘散分别为3 mg·mL-1、0.5 mg·mL-1（最大无毒浓度TC0）。继续在34℃ 5%CO2培养箱培养24h。24h后收集上清液，同时用TRIZOl提取细胞分装于1.5mL EP管，采用氯仿-异丙醇-乙醇抽提法提取细胞RNA，再将RNA逆转录（TaKaRa逆转录试剂盒）为cDNA后，运用PCR法（TaKaRa qPCR试剂盒）检测每个样品炎症因子表达水平。样品的表达水平以在ABI 7500 real time PCR System机器上测得的CT值表示，结果以与未感染细胞相比采用2-△△Ct方法计算的倍数变化表示[5]。GAPDH为内参。
1.8药物对病毒诱导的细胞因子及趋化因子的调节作用实验（ELISA法） 运用ELISA检测试剂盒分别检测细胞上清液中炎症因子IP-10、IL-6的分泌，实验步骤按说明书操作。
1.9数据处理 采用GraphPad Prism 5.0统计软件进行绘图及数据分析，计量资料以均数±标准差表示，组内比较采用t检验。P﹤0.05为差异有统计学意义。
2. 结果

2.1麻杏石甘汤和银翘散体外对流感病毒的药效 研究结果显示麻杏石甘汤对各亚型病毒株（H1N1、H9N2、H6N2、乙流）都有一定的抑制作用，其半数有效浓度（IC50）在0.1-1 mg·mL-1之间。而银翘散体外未显示直接抑制流感病毒的作用。结果见表3。
表1  病毒引起CPE的6级标准

	细胞形态
	病变范围

	细胞生长正常，无病变出现
	－

	细胞病变少于整个单层细胞的10%
	±

	细胞病变约占整个单层细胞的25%
细胞病变约占整个单层细胞的50%
	＋
＋＋

	细胞病变约占整个单层细胞的75%
	＋＋＋

	细胞病变约占整个单层细胞的75%以上
	＋＋＋＋


表2  药物对细胞的半数毒性浓度（MTT法）
	
	麻杏石甘汤
	银翘散
	奥司他韦

	TC50
	6.16 mg·mL-1
	0.73 mg·mL-1
	﹥1000 uM

	TC0
	3 mg·mL-1
	0.5 mg·mL-1
	﹥1000 uM


表3  药物对流感病毒的抑制作用（MTT法）
	病毒株
	麻杏石甘汤
	银翘散
	奥司他韦

	
	IC50/mg·mL-1
	SI
	IC50/mg·mL-1
	SI
	IC50/uM
	SI

	A/PR/8/34(H1N1)
	0.381±0.0814
	16.637±3.303
	>0.73
	<1
	1.007±0.204
	﹥2

	A/Guangzhou/GIRD02/09 (H1N1)
	0.143±0.0395
	48.039±17.964
	>0.73
	<1
	1.719±0.159
	﹥2

	A/Duck/Guangdong/09 (H6N2)
	0.396±0.0506
	15.707±1.933
	>0.73
	<1
	21.28±1.012
	﹥2

	A/Chicken/Guangdong/1996(H9N2)
	0.725±0.2036
	8.976±2.595
	>0.73
	<1
	41.662±0.954
	﹥2

	B/Lee/1940
	0.433±0.0153
	14.238±0.500
	>0.73
	<1
	17.183±0.566
	﹥2


2.2麻杏石甘汤和银翘散体外对细胞因子表达的作用 采用qPCR法和ELISA法分别检测细胞因子mRNA和蛋白的表达水平，结果见图1、2。结果显示麻杏石甘汤和银翘散都能下调IP-10、IL-6、TNF-α、IL-8、CCL5，麻杏石甘汤对IP-10、IL-6的下调作用更显著（P<0.05）。与病毒组比较，麻杏石甘汤(3 mg·mL-1)对IP-10的表达下调了80倍，对IL-6的表达下调了103倍。而银翘散(0.5 mg·mL-1)对两者分别下调了18倍和3.7倍。同时麻杏石甘汤能下调COX-2（P<0.05），而银翘散能下调MIG的表达（P<0.05）。
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图1： qPCR法检测麻杏石甘汤和银翘散对细胞因子的调节作用

注：与病毒组比较， ** P<0.01；* P<0.05。
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图2：ELISA法检测麻杏石甘汤和银翘散对细胞因子的调节作用
注：与病毒组比较，***P<0.001；**P<0.01；*P<0.05。
3.讨论

本实验研究显示麻杏石甘汤既直接抗流感病毒，又抑制炎症因子表达，而银翘散虽然未显示抗流感病毒作用，但是能抑制炎症因子的表达。所以麻杏石甘汤和银翘散单用均可达到抗流感的药效作用，但也不排除联合使用可能起到更好的治疗作用，例如国内临床广泛使用的中成药连花清瘟胶囊即是以麻杏石甘汤和银翘散为主要成分的抗流感病毒有效中药方剂，在临床上运用其治疗流感病毒效果显著，尤其是在随机双盲实验中得到证实。连花清瘟胶囊具有明显的体外抗甲型人流感病毒作用[6]，在缓解流感症状，特别是退热和缓解咳嗽、头痛、肌肉酸痛和乏力等症状方面优于达菲（P<0.05）[7]，连花清瘟胶囊可通过调节炎性细胞因子TNF-α、IL-1β和IL-6的表达水平,平衡机体免疫状态以减轻FM1流感病毒引起的小鼠肺部炎性损伤[8]。显示了连花清瘟胶囊具有的抗流感病毒及抗炎的双重作用。由本实验结果可进一步推断，连花清瘟胶囊抗流感病毒的主要成分可能是麻杏石甘汤，银翘散起辅助抗炎的作用。

麻杏石甘汤抗流感病毒病原方面，有报道是通过抑制流感病毒与细胞受体的结合而发挥直接抗流感病毒作用[9]；在抗炎方面，该方显示了抑制细胞因子如IP-10、IL-6、TNF-α、IL-8、CCL5、COX-2的表达。研究显示银翘散体外对甲1型流感病毒FM1株无明显的抑制作用，但可改善流感病毒引起的小鼠肺炎症状,延长生命率,对甲1型流感病毒感染小鼠有死亡保护作用[10]。银翘散中金银花对流感病毒性肺炎小鼠血清中免疫细胞因子TNF-α、IL-1β表达有调控作用[11]。银翘散可能的作用机制是其抗炎有效成分如金银花、连翘抑制炎症因子如IP-10、IL-6、TNF-α、MIG的表达而减轻机体炎症反应。
麻杏石甘汤由麻黄、甘草、杏仁、石膏组成，甘草兼具抑制流感病毒吸附细胞和下调病毒诱导产生的细胞因子如IP-10、IL-6、CCL5的双重作用[12][13]；而银翘散的主要成分如金银花、连翘报导主要有调节病毒介导的炎症作用，笔者未见抗病毒有效的报导，这也许是两者作用存在差异的原因之一。
麻杏石甘汤一般用于风热感冒或风寒郁而化热，而银翘散常用于风寒感冒，无论何种证型，从西医的角度来说感冒皆是由细菌或病毒引起的，而感冒一般发展迅速，初期表证比较短暂，很快进展为肺系病证，此时表证和里证错杂，单一用某个方剂或许并不能起到很好的效果，若能将两者联合加减使用，可能会起到更好的作用，此亦是本文研究的目的，希望通过本研究能为临床上运用中药治疗流感病毒引起的疾病起到更好的指导。
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