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摘要：目的 探讨邓氏清毒饮对甲型流感病毒（H3N2）的抗病毒活性及其在调节宿主炎症免疫应答中潜在的作

用。方法 观察邓氏清毒饮对 H3N2 体外活性的影响；用实时荧光定量 PCR 检测邓氏清毒饮对 A549 细胞感

染 H3N2 病毒后白细胞介素 6（IL-6）、白细胞介素 8（IL-8）、干扰素诱导蛋白 10（IP-10）、肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）、单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）及趋化因子配体 5（CCL-5）表达的影响。用蛋白印迹实验检测核因子

抑制蛋白-κB（IκBα）、磷酸化核因子抑制蛋白-κB（p-IκBα）、核因子-κB p65（NF-κB p65）、磷酸化核因子-κB
p65（p-NF-κB p65）的表达。结果 邓氏清毒饮 23.4、11.7、5.85 mg·mL-1可显著抑制 H3N2 的体外复制，减少

病毒空斑形成；在 mRNA 水平上可显著降低细胞因子 IL-6、IL-8、IP-10、TNF-α、MCP-1 及 CCL-5 的表

达；蛋白印迹检测发现邓氏清毒饮可下调 p-IκBα 和 p- NF-κB p65 蛋白表达，增加 IκBα 的表达，从而抑制

H3N2 诱导的 NF-κB 信号通路激活。结论 邓氏清毒饮可抑制 H3N2 的体外复制，抑制流感病毒诱导的 NF-
κB 信号通路激活，降低炎性细胞因子的表达，表明邓氏清毒饮具有防治流感病毒的潜力。
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Study on the Anti-influenza Virus（H3N2）Effect and Anti-inflammatory Mechanism of Dengshi Qingdu
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Abstract：Objective This study was designed to investigate the antiviral activity of Dengshi Qingdu Decoction
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against influenza virus（H3N2）and its potential role in regulating inflammatory host immune response. Methods The
in vitro inhibitory effect of Dengshi Qingdu Decoction on the replication of influenza virus（H3N2）was evaluated by
plaque reduction and other tests. Real-time RT-PCR was used to detect the expression levels of pro-inflammatory
cytokines（IL-6，IL-8，IP-10，TNF-α，MCP-1 and CCL-5）in A549 cells infected with influenza virus（H3N2）.
Western Blot was used to detect the expression levels of IκBα，p-IκBα，NF-κB p65，p- NF-κB p65. Results
The results showed that 23.4， 11.7， 5.85 mg · mL- 1 Dengshi Qingdu Decoction could significantly inhibit the
replication of H3N2 in vitro，reduce the formation of viral plaque. Real-time RT-PCR showed that Dengshi Qingdu
Decoction could significantly reduce the mRNA levels of IL-6，IL-8，IP-10，TNF-α，MCP-1 and CCL-5 in the
infected cells. Western Blot detection showed that Dengshi Qingdu Decoction could significantly reduce the
expression of p-IκBα and p-NF-κB p65，while increase the IκBα in the infected cells，thus，inhibit the activation
of NF- κB signaling pathway induced by influenza virus（H3N2）， and reduce the expression of inflammatory
cytokines. Conclusion Studies have shown that Dengshi Qingdu Decoction can inhibit the replication of influenza
virus（H3N2）in vitro， inhibit the activation of NF-κB signal pathway induced by influenza virus，and reduce the
expression of inflammatory cytokines，which proves that Dengshi Qingdu decoction has the potential of preventing
and treating influenza virus.
Keywords： Dengshi Qingdu Decoction；influenza A virus；H3N2；antiviral；anti-inflammatory；NF-κB

流行性感冒是由流感病毒引起的一种高度传染性

呼吸道疾病。虽然已经证明目前的抗病毒药物能有

效降低与病毒感染相关的发病率和死亡率，但病毒

复杂的生命周期和快速的基因突变，使病毒能够快

速适应机体并产生耐药性[1]。抗病毒药金刚烷的耐受

性差和高耐药率，现已不再被推荐使用[2]，而耐药病

毒突变体对奥司他韦的敏感性也逐渐降低 [3]。因此，

必须研发高效、安全的抗流感新药。

邓氏清毒饮 1 号方（简称邓氏清毒饮）是国医大师

邓铁涛师承团队在邓氏凉茶基础上加减而成，由金

银花、野菊花、桑叶、蒲公英、薄荷叶、甘草、北

杏仁、桃仁、冬瓜仁、青蒿、桔梗、薏苡仁、藿

香、苇茎、五爪龙、大青叶、板蓝根、白茅根、白

花蛇舌草 19 味中药组成。该方取五味消毒饮合苇茎

汤方义以清热解毒、通腑泄浊，加大青叶、板蓝根

增强清热解毒的功效，青蒿、藿香、薄荷芳香化

湿、透风于热外，桔梗、北杏仁宣肃气机，白茅根

清热利尿、渗湿于热下，五爪龙、甘草扶正和中。

该方被广泛用于预防和治疗流感引起的发热、咳

嗽、咽喉痛等。其中金银花[4-5]、甘草[6-8]、桑叶[9]、藿

香、青蒿[10-13]、板蓝根、大青叶[14-15]对流感病毒有良

好的抑制活性。处方中药物富含各活性成分，其中

咖啡酰奎宁酸 [16-17]、黄酮类化合物 [18-19]、三萜类化合

物、倍半萜内酯化合物等可能是该处方的主要活性

成分。本研究建立甲型流感病毒（H3N2）感染的细胞

模型，研究邓氏清毒饮的抗病毒活性及其在调节宿

主炎症免疫应答中潜在的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞与病毒 狗肾细胞系（Madin darby canine
kidney， MDCK）、 人 肺 癌 上 皮 细 胞 系（Human
adenocarcinoma cell，A549），美国 ATCC 细胞保存

库。2 种细胞采用 10%胎牛血清的 DMEM/F12 培养

基（Gibco，美国）培养。甲型流感病毒（H3N2）病毒株

由本实验室存储备用。病毒滴度通过观察细胞病变

效应（CPE）并采用 Reed-Muench 法计算半数组织培

养感染剂量（TCID50）表示。

1.2 药物 邓氏清毒饮由广东邓老凉茶药业集团有限

公司提供。将邓氏清毒饮溶解于 PBS 缓冲液中，调

至浓度为 100 mg·mL-1（生药量），室温震荡后作为储

备液保存于-20 ℃。磷酸奥司他韦（东阳光药业集团，

批号：196618-13-0），使用二甲亚砜（DMSO）溶解，

终浓度为 100 mmol·L-1（DMSO 的终浓度为 0.01%），

保存于-20 ℃。感染性实验均使用含 2 μg·mL-1 TPCK
处理的胰蛋白酶的 DMEM/F12 作为稀释缓冲液。

1.3 细胞毒性试验 采用甲基噻唑四唑（MTT）法检测

邓氏清毒饮对 MDCK 细胞和 A549 细胞的细胞毒性作

用。在 96 孔板中培养单层 MDCK 细胞和 A549 细
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胞，将 DMEM/F12 配制的不同浓度邓氏清毒饮培养

液加入 96 孔板中培养细胞，48 h 后去上清并用含

0.5 mg·mL-1 MTT 的 PBS 溶液孵育细胞 4 h；去除上

清并加入 DMSO 溶解活细胞内甲瓒晶体。使用

Multiskan Spectrum 酶标仪（Thermo Fisher，美国）测

定 490 nm 处的吸光度，计算半数致死浓度（TC50）。

1.4 体外抗病毒活性试验 在 96 孔板中培养单层

MDCK 细胞，分别接种 100 TCID50的 H3N2 吸附 2 h。
去除上清后，使用 DMEM/F12（含 2 μg·mL-1 TPCK 处

理的胰蛋白酶）配制不同浓度邓氏清毒饮培养液加入

96 孔板中培养细胞。48 h 后观察 MDCK 细胞病变效

应（CPE），采用 Reed-Muench 法计算半数有效浓度

（IC50）。采用 MTT 法检测 MDCK 细胞存活率，使用

酶标仪测定 490 nm 处的吸光度，计算 IC50，治疗指

数（TI）=TC50/IC50（治疗指数 TI 的判断标准：TI < 1 表

示无效；TI 为 1~2 表示高毒低效；TI > 2 表示低毒

高效[20]）。

1.5 空斑减少试验 实验分空白组，病毒组，邓氏清

毒饮高、中、低剂量和奥司他韦组。用一定空斑形

成单位（PFU）的 H3N2 感染 12 孔板中的单层 MDCK
细胞，37 ℃环境下，吸附 2 h；去除上清，使用含有

23.4、11.7、5.85 mg·mL-1邓氏清毒饮和 100 mmol·L-1

奥司他韦的 1.5%琼脂（含 2 μg·mL-1 TPCK 处理的胰

蛋白酶）覆盖细胞单层；病毒组和空白组加入等量的

培养液（1.5%琼脂+2 μg·mL-1 TPCK 处理的胰蛋白

酶），其中空白组不感染病毒；在 37 ℃、5% CO2培

养箱中孵育，48 h 后使用 10%福尔马林固定并去除

覆盖琼脂，1%结晶紫染色，流水洗涤后计数斑块。

1.6 实时荧光定量 PCR 测定炎症细胞因子的表达

在上述药效实验的基础上，选择病毒抑制率较高的

药物浓度进行实验。在 6 孔板块中培养单层 A549 细

胞，分组及实验方法同“1.5”项下。24 h 后收集细

胞，根据 RNA 试剂（Invitrogen，美国）说明书操作，

提取各组的总 RNA，使用 PrimeScriptTM RT Master Mix
试剂盒（Takara Bio，日本）对 RNA 进行定量逆转录。

然后，通过 Tag Man Premix Ex TapTM II（Takara Bio，
日本）对 cDNA 样品进行 RT-PCR 检测。PCR 数据使

用 检 测 系 统（ABI PRISM® 7500 Real- time PCR
system，Applied Biosystems Co. 美国）进行分析。PCR
产物的相对表达量使用 2-ΔΔCt 方法计算 [21]。使用引物

5.0 设计甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、白细胞介

素 6（IL-6）、白细胞介素 8（IL-8）、干扰素诱导蛋白

10（IP-10）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、单核细胞趋

化蛋白 1（MCP-1）及趋化因子（C-C 基元）配体 5
（CCL-5）基因引物（见表 1）。
表 1 RT-qPCR基因引物

Table 1 Primer sequences for RT-qPCR
基因名称

TNF-α

IL-6

MCP-1

IP-10

IL-8

CCL-5

GAPDH

引物序列（5’-3’）
Forward
Reverse
Probe
Forward
Reverse
Probe
Forward
Reverse
Probe
Forward
Reverse
Probe
Forward
Reverse
Probe
Forward
Reverse
Probe
Forward
Reverse
Probe

AACATCCAACCTTCCCAAACG
GACCCTAAGCCCCCAATTCTC
FAM-CCCCCTCCTTCAGACACCCTCAACC-TAM
CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTA
CGCTTGTGGAGAAGGAGTTCA
FAM-TCCCCTCCAGGAGCCCAGCT-TAM
CAAGCAGAAGTGGGTTCAGGAT
AGTGAGTGTTCAAGTCTTCGGAGTT
FAM-CATGGACCACCTGGACAAGCAAACC-TAM
GAAATTATTCCTGCAAGCCAATTT
TCACCCTTCTTTTTCATTGTAGCA
FAM-TCCACGTGTTGAGATCA-TAM
TTGGCAGCCTTCCTGATTTC
TATGCACTGACATCTAAGTTCTTTAGCA
FAM-CCTTGGCAAAACTGCACCTTCACACA-TAM
CAGCAGTCGTCTTTGTCACC
GTTGATGTACTCCCGAACCC
FAM-CGCCAAGTGTGTGCCAACCC-TAM
GAAGGTGAAGGTCGGAGTG
GAAGATGGTGATGGGATTTC
FAM-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAM

1.7 蛋白印迹检测 NF-κB 信号通路相关蛋白的表达

在 6 孔板中培养单层 A549 细胞，分组及实验方法同

“1.5”项下。24 h 后使用预冷 PBS 洗涤细胞，加入

RIPA 裂解液裂解细胞、提取蛋白，采用 BCA 试剂盒

（Beyotime，中国）检测样品的蛋白浓度。取 30 μg 变

性蛋白样品进行 10% SDS-PAGE 凝胶电泳。使用

BIO-RAD 转膜仪将蛋白转移至 PVDF 膜，5% BSA
封闭 PVDF 膜，4 ℃孵育对应抗体过夜，次日使用

TBST 洗涤 PVDF 膜并室温孵育相应 HRP 标记抗体，

TBST 洗涤 3 次后在凝胶成像系统中曝光得到蛋白条

带。

1.8 统计学处理方法 应用 SPSS 19.0 统计软件处理

数据，计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采用单

因素方差分析（one-way ANOVA）方法进行分析，如

果差异有统计学意义（P < 0.05），则进行组间 LSD 检

验。计数资料采用 χ2检验。

2 结果
2.1 邓氏清毒饮对 H3N2 体外活性的影响 邓氏清毒

饮的 MDCK 细胞的毒性：邓氏清毒饮对 A549 细胞的
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半数致死浓度（TC50）为 30.14 mg·mL-1，对 MDCK 细

胞 TC50为 38.17 mg·mL-1（见图 1-A 和 B）。对病毒致

细胞病变效应的影响：邓氏清毒饮的半数有效浓度

（IC50）为 10.72 mg·mL-1（见图 1-C），治疗指数（TI）=
3.56。空斑试验结果见图 2。与病毒组相比，邓氏清

毒饮高、中、低浓度组（23.4、11.7、5.85 mg·mL-1）

的病毒空斑数量明显减少，抑制率分别为 100%（P <
0.001）、61.8%（P < 0.01）、20.3%（P＞0.05），呈剂量

依赖关系，其中 23.4 mg·mL-1邓氏清毒饮几乎完全抑

制病毒空斑形成。结果表明邓氏清毒饮在体外能够

抑制 H3N2 的活性。
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注：A. 对A549细胞的毒性；B. 对MDCK细胞的毒性；C. 对MDCK细胞感染H3N2的抑制作用

图 1 邓氏清毒饮抑制甲型流感病毒 H3N2体外活性（x ± s，n=3）
Figure 1 Dengshi Qingdu Decoction inhibits the activity of influenza virus H3N2 in vitro（x ± s，n=3）

注：1. 空白组；2. 病毒组；3. 邓氏清毒饮组（23.4 mg·mL-1）；4. 邓氏清毒饮组

（11.7 mg·mL-1）；5.邓氏清毒饮组（5.58 mg·mL-1）；6.奥司他韦组（100 mmol·L-1）。与空

白组比较，###P < 0.001；与病毒组比较，
**
P < 0.01，***

P < 0.001
图 2 邓氏清毒饮对感染 H3N2空斑数量的影响（x ± s，n=3）
Figure 2 Effect of Dengshi Qingdu Decoction on the plaque assay of H3N2
infection（x ± s，n=3）

a. 空白组 b. 邓氏清毒饮组（23.4 mg·mL-1） c. 邓氏清毒饮组（11.7 mg·mL-1） d. 邓氏清毒饮组（5.85 mg·mL-1） e. 病毒组 f. 奥司他韦组
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2.2 邓氏清毒饮对 H3N2 诱导的炎症因子表达的

影响 结果见图 3。H3N2 感染 A549 细胞后 24 h，
与空白组比较，病毒组 IL-6、IL-8、IP-10、TNF-
α、MCP-1、CCL-5 的 mRNA 表达均显著上调（P <
0.01，P < 0.001）。与病毒组相比，邓氏清毒饮

（23.4、11.7 mg·mL-1）能显著降低 A549 细胞中 IL-6、
IL-8 的表达（P < 0.05，P < 0.01）；邓氏清毒饮

（23.4、11.7 和 5.85 mg·mL-1）可显著降低 A549 细胞中

IP-10、TNF-α、MCP-1和 CCL5的表达，并呈剂量依

赖性（P < 0.05，P < 0.01）。高剂量（23.4 mg·mL-1）

邓氏清毒饮的抑制作用有优于奥司他韦的趋势。

2.3 邓氏清毒饮对 NF-κB 信号通路关键蛋白表达的

影响 结果见图 4。与空白组比较，病毒组的

p- IκBα、 p- NF- κB p65 的表达均显著升高（P＜

0.001），而 IκBα 的表达显著降低（P＜0.01）；与病毒

组比较，邓氏清毒饮组（23.4 mg·mL-1）能明显下调

p-IκBα、p-NF-κB p65 的表达（P＜0.01，P＜0.001），

且能明显上调 IκBα 的表达（P＜0.05）。
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注：1. 空白组；2. 病毒组；3. 邓氏清毒饮组（23.4 mg·mL-1）；4. 邓氏清毒饮组（11.7 mg·mL-1）；5. 邓氏清毒饮组（5.58 mg·mL-1）；6. 奥司他韦组

（100 mmol·L-1）。与空白组比较，##P < 0.01，###P < 0.001；与病毒组比较，
*
P < 0.05，**

P < 0.01，***
P < 0.001

图 3 邓氏清毒饮对 H3N2诱导的 A549细胞中 IL-6、IL-8、IP-10、TNF-α、MCP-1及 CCL-5的 mRNA水平的影响（x ± s，

n=3）
Figure 3 Dengshi Qingdu Decoction inhibited the mRNA levels of IL-6，IL-8，IP-10，TNF-α，MCP-1 and CCL-5 in A549 cells
induced by influenza virus infection（x ± s，n=3）

注：1. 空白组；2. 病毒组；3. 邓氏清毒饮组（23.4 mg·mL-1）；4. 邓氏清毒饮组（11.7 mg·mL-1）；5. 邓氏清毒饮组（5.58 mg·mL-1）；6. 奥司他韦组

（100 mmol·L-1）。与空白组比较，##P < 0.01，###P < 0.001；与病毒组比较，
*
P < 0.05，**

P < 0.01，***
P < 0.001

图 4 邓氏清毒饮对 NF-κB信号通路关键蛋白表达的影响（x ± s，n=3）
Figure 4 Dengshi Qingdu Decoction can inhibit the inflammatory response of virus by regulating NF-κB signaling pathway（x ± s，n=3）
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4 讨论

药理研究及临床应用[22]均发现许多中药能够直接

抑制流感病毒的复制，提高宿主机体的免疫功能，

对流感有明显的治疗作用，且具有多成分、多靶

点、多通路协同作用的特点。邓氏清毒饮广泛用于

预防和治疗流感及发热、咽喉痛等病证。然而，其

抗病毒、抗炎的作用机制尚不清楚。因此，本实验

开展邓氏清毒饮的抗病毒和抗炎的作用机制研究。

本研究以 CPE 试验、MTT 检测和斑块减少试验

观察了邓氏清毒饮对 H3N2 的抗病毒作用。结果表

明，邓氏清毒饮对 H3N2 感染的 MDCK 细胞有明显

的保护作用，治疗指数达到 3.56，且能显著减少病

毒斑块数量，存在剂量依赖关系。

当流感病毒入侵宿主后，先天免疫反应是宿主抵

御病毒感染的第一道防线，先天免疫反应系统被激

活可产生一系列的抗病毒和炎性细胞因子，从而限

制病毒的复制、增值和传播。但是，如果先天免疫

反应持续激活会在体内引发“细胞因子风暴”。致病

性流感病毒大爆发期间，细胞因子风暴、过度炎症

渗透和病毒引起的组织破坏都导致发病率和死亡率

的升高，细胞因子风暴可能是诱发重症流感及死亡

的重要机制[23-24]，流感病毒感染可诱导 IL-6、IL-8、
IP-10、TNF-α、MCP-1及 CCL-5产生，其中 TNF-α、
IL-6 和 IL-8 是病毒感染过程中的重要炎性细胞因

子，被认为是抗感染细胞因子，可增强猕猴中性粒

细胞和单核细胞的浸润活性，而产生较强的抗病毒

作用[25-26]。IP-10 是参与细胞炎症反应和免疫调节的

重要趋化因子，对淋巴细胞、单核巨噬细胞和树突

状细胞有较强的趋化和激活作用。流感患者 IP-10 水

平可明显增高[27]。CCL5 和 MCP-1 是病毒感染过程中

2 种重要的炎症趋化因子，病毒感染时被触发，促使

白细胞向感染区域迁移，对先天免疫系统和适应性

免疫系统的细胞起引导作用 [28]。本研究结果表明，

H3N2 流感病毒可显著上调 A549 细胞中的 IL-6、
IL-8、IP-10、TNF-α、MCP-1 及 CCL-5 的 mRNA
表达；邓氏清毒饮给药干预后，能显著抑制 H3N2 诱

导的 A549 细胞中 IL- 6、 IL- 8、 IP- 10、 TNF- α、
MCP-1 及 CCL-5 的 mRNA 表达，高剂量的邓氏清毒

饮的抑制作用有优于奥司他韦的趋势。细胞因子谱

的变化提示邓氏清毒饮可对 H3N2 诱导的细胞因子风

暴有抑制作用。

当宿主受到病毒感染时，病毒蛋白会与宿主蛋白

相互作用，使机体产生一系列的信号级联传导，如

NF-κB 信号传导级联，流感病毒感染可上调 NF-κB
信号传导和流感病毒核蛋白核易位 [29]。NF-κB 信号

系对机体受到的多种外界刺激能够做出反应，NF-κB
的激活可以促进先天免疫和特异性免疫的许多蛋白

的表达，诱导炎性细胞因子和趋化因子的产生，形

成细胞因子风暴，并加剧炎症反应[30-31]。因此，调节

NF-κB 信号通路有助于减轻炎症反应。本研究结果

表明，H3N2 病毒激活 NF-κB 信号通路，病毒组

p-IκBα、p-NF-κB p65 的表达均显著升高，而 IκBα
的表达则显著降低；邓氏清毒饮可显著拮抗 H3N2 诱

导的 p-NF-κB p65 和 p-IκBα 的升高，而使 IκBα 的

表达水平上调。推测邓氏清毒饮对甲型流感病毒的

抗炎作用机制可能是通过抑制 NF-κB 信号通路的活

性，抑制细胞因子产生，从而降低炎症反应。

综上所述，邓氏清毒饮在体外具有显著的抗甲型

流感病毒 H3N2 的活性，可抑制甲型流感病毒空斑形

成数量；并可通过抑制 NF-κB 信号通路，减少炎性

细胞因子和趋化因子产生，抑制细胞因子风暴的形

成，从而降低由 H3N2 病毒产生的炎症反应。本实验

为邓氏清毒饮作为流感治疗的潜在药物研究提供了

参考。
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