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摘要： 目的　 通过体内外实验探讨血必净注射液的抗病毒作用。 方法　 体外构建流感病毒感染 ＭＤＣＫ 细胞模型， 设置

正常组、 病毒组和血必净注射液 １􀆰 ５６２ ５、 ３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 组， 同时设奥司他韦组为阳性对照； 采

用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率以评估药物细胞毒性及细胞病变抑制效果， 噬斑减少实验检测病毒噬斑形成情况， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测病毒核蛋白 （ＮＰ） ｍＲＮＡ 和蛋白表达， 对比预防性、 同时性、 治疗性 ３ 种给药方式

（均干预 ４８ ｈ） 的抗病毒效果。 体内建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠感染模型， 将 ６０ 只小鼠随机分为正常组 （生理盐水滴鼻）、 模

型组 ［滴鼻感染 ２×半数致死量 （ＬＤ５０） Ｈ１Ｎ１ 病毒］、 奥司他韦组 （每天 ５×１０－３ ｍｇ ／ ｇ 灌胃） 和血必净注射液低、 高

剂量组 （每天 ５、 １０ ｍｇ ／ ｇ 尾静脉注射）， 每组 １２ 只， 感染后 ２ ｈ 开始给药， 每天 １ 次， 连续 ６ ｄ； 采用生存实验记录

１４ ｄ 内小鼠存活情况， 检测肺指数、 湿 ／干重比并进行肺组织病理评分， 流式细胞术检测血清肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃
α）、 白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） 水平， 噬斑法检测肺组织病毒滴度， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＮＰ 蛋白表达。 结果　 体外

实验显示， 血必净注射液 （１􀆰 ５６２ ５～５０ ｍｇ ／ ｍＬ） 可抑制 ＭＤＣＫ 细胞病变， 减少噬斑形成， 降低 ＮＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且治疗性给药模式效果最优。 体内实验显示， 血必净注射液可提高感染小鼠存活率 （高剂量组 ４０％ ）， 改

善肺指数、 湿 ／干重比及病理损伤 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平和肺组织 ＮＰ 蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 血必净注射液对甲型流感病毒具有明确抗病毒作用， 其机制可能是抑制病毒蛋白表达， 进而减轻肺部

炎症损伤。
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　 　 甲型流感病毒是全球致死性疾病的主要病原体

之一， 对人类健康构成严重威胁［１⁃２］。 急性肺损伤

（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＬＩ） 和急性呼吸窘迫综合征

（ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＡＲＤＳ） 是其主

要致死原因， 增加了临床救治难度， 对现有治疗策

略提出挑战［３⁃４］。 尽管疫苗接种和神经氨酸酶抑制

剂 （如奥司他韦） 是主要防控手段， 但病毒变异

株的频繁出现及耐药性问题， 使得开发新型抗病毒

药物成为亟待解决的医学难题［５］。
中医药在病毒性疾病治疗中具有多成分、 多靶

点的独特优势。 血必净注射液是由红花、 赤芍、 川

芎、 当归、 丹参 ５ 味中药组成的复方制剂， 自

２００９ 年起用于重症甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感的临床救

治［６⁃７］。 前期临床研究显示， 其可改善患者症状，
降低炎症因子水平， 调节免疫功能及改善凝血状

态， 但相关研究多聚焦炎症调控、 微循环改善等，
对其直接抗病毒作用的科学阐释仍不足［８⁃１０］。 血必

净注射液所含的原儿茶醛、 羟基红花黄色素 Ａ、 芍

药苷等已被证实是具潜在抗病毒活性的成分， 为其

整体抗病毒效应提供了物质基础。 明确血必净注射

液对病毒复制、 宿主损伤的作用， 可为临床精准用

药提供理论依据， 拓展中药在感染性疾病治疗中的

应用［１１⁃１３］。
１　 材料

１􀆰 １　 病毒与细胞　 甲型流感病毒 Ａ ／ Ｐｕｅｒｔｏ Ｒｉｃｏ ／ ８ ／
３４ （Ｈ１Ｎ１） 和 ＭＤＣＫ 细胞购自广州呼吸健康研究

院， 在 ９ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚中培养， 采用噬斑法测定

病毒滴度。 ＭＤＣＫ 细胞在含 １０％ 胎牛血清、 １００
Ｕ ／ ｍＬ青霉素和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基

中， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 血必净注射液 （天津红日药业

股 份 有 限 公 司， 国 药 准 字 Ｚ２００３９８３３， 批 号

２００８２９１）； 阳性对照药物磷酸奥司他韦 （上海源

叶生物科技有限公司， 批号 Ｂ３０１７）。 ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒、 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂、 逆转录试剂盒、 实时定量 ＰＣＲ 试

剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号

５８９２７９１００１、 １８５９６０２６、 Ｍ１９０１、 ＣＷ０５８１Ｍ ）；
ＮＰ、 ＧＡＰＤＨ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （美国 ＧＥＮＥ Ｔｅｘ 公司，
批号 ４０７２３⁃Ｖ０８Ｂ、 ６０００４⁃Ｉｇ、 １９０５０６１）； 流式细胞

微球阵列 （ＣＢＡ） 小鼠细胞因子检测试剂盒 （美
国 ＢＤ 公司， 批号 ５５２３６４）； ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛

血清、 青霉素⁃链霉素双抗 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批

号 ３１６００、 １００９９⁃１４１、 １５８２９５７ ）； ＴＰＣＫ⁃胰 蛋 白

酶、 低熔点琼脂糖、 结晶紫染色液 （美国 Ｓｉｇｍａ 公

司， 批号 Ｔ１４２６、 ５０００２、 ２０１７０２１６）。
１􀆰 ３　 实验动物　 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ６ ～ ８ 周龄，
雌雄各半， 购自广州中医药大学实验动物中心

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０２０⁃００８５］，
饲养于恒温恒湿环境， 温度 （２２±２）℃， 相对湿度

（５５±５）％ ， 自由摄食饮水， 动物实验经广州中医

药大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号

２０２１０１１４００２）。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠感染模型的建立在

ＡＢＳＬ⁃２ 实验室 （动物生物安全二级实验室） 中完

成， 实验操作严格遵循 《实验室生物安全通用要

求》 （ＧＢ１９４８９⁃２００８） 及相关生物安全管理规定，
确保实验人员安全及防止病毒扩散。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞毒性实验 　 取对数生长期 ＭＤＣＫ 细胞，
以每孔 ２×１０４个的密度接种于 ９６ 孔板， 培养 ２４ ｈ
后弃去培养基， 加入含血必净注射液 （０、 ６􀆰 ２５、
１２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 ２００、 ４００ ｍｇ ／ ｍＬ） 的无血清

ＤＭＥＭ 培养基， 每组设 ６ 个复孔。 于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １０％ ＣＣＫ⁃８
试剂 １００ μＬ， 继续培养 ３０ ｍｉｎ， 酶标仪测定 ４５０
ｎｍ 波长处吸光度 （Ａ） 值， 计算细胞存活率， 公

式为细胞存活率 ＝ （ Ａ给药组 － Ａ空白孔 ） ／ （ Ａ正常组 －
Ａ空白孔） ×１００％ ， 以半数中毒浓度 （ＴＣ５０） 评估药

物细胞毒性。
２􀆰 ２　 体外抗病毒实验

２􀆰 ２􀆰 １　 细胞病变效应 （ＣＰＥ） 抑制实验 　 取对数

生长期 ＭＤＣＫ 细胞， 以每孔 ２×１０４个的密度接种于

９６ 孔板， 培养 ２４ ｈ 后感染 １００ 组织半数感染量

（ＴＣＩＤ５０） 的 Ｈ１Ｎ１ 病毒， 吸附 ２ ｈ 后弃去病毒液，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入含血必净注射液 （１􀆰 ５６２ ５、
３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ） 及 ２ μｇ ／ ｍＬ
ＴＰＣＫ⁃胰蛋白酶的维持培养基， 每组设 ５ 个复孔。
培养 ４８ ｈ 后 在 显 微 镜 下 观 察 细 胞 病 变 效 应

（ＣＰＥ）， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率， 计算病毒抑

制率。
２􀆰 ２􀆰 ２　 噬斑减少实验 　 取对数生长期 ＭＤＣＫ 细

胞， 以每孔 ６×１０５个的密度接种于 ６ 孔板， 培养

２４ ｈ后感染病毒液 （细胞上清或小鼠肺组织匀浆上

清）， 吸附２ ｈ后弃去病毒液， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入

含 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＴＰＣＫ⁃胰蛋白酶的 １％ 低熔点琼脂糖 ／
ＤＭＥＭ 覆盖液， ３７ ℃培养 ３ ～ ４ ｄ。 ４％ 多聚甲醛固

定后， ２％ 结晶紫染色， 计数噬斑数量， 公式为噬

斑抑制率＝ ［ （病毒组噬斑形成数量－药物组噬斑

形成数量） ／病毒组噬斑形成数量］ ×１００％ 。
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２􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测病毒核蛋白 （ＮＰ） ｍＲＮＡ
表达 　 收集各组细胞， 细胞用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解后， 样

品于室温孵育 １０ ｍｉｎ， 收集并标记。 用高纯 ＲＮＡ
提取试剂盒提取总 ＲＮＡ， 然后用逆转录试剂盒将

总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ，
包括 １７ μＬ ＲＮＡ 模板、 ５ μＬ Ｍ⁃ｍｌＶ ５×反应缓冲

液、 ５０ ｐｍｏｌ 引物、 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ、 ２５ Ｕ ＲＮａｓｅ
抑制剂和 ２００ Ｕ Ｍ⁃ｍｌＶ ＲＴ 聚合酶。 ＰＣＲ 扩增反应

条件为 ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃
退火 １０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 ２０ ｓ， 共 ３９ 个循环； 最后

９５ ℃延伸 １０ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因， 引物序列

见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列

ＮＰ 正向 ５′⁃ＧＣＡＣＣＡＡＡＣＧＧＴＣＴＴＡＣＧＡＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＴＴＧＧＡＴＣＡＡＣＣＧＴＣＣＣＴＣＡ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＴＧＣＴＴＣＣＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＣＣＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴ⁃３′

２􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测病毒 ＮＰ 蛋白表达　 收

集各组细胞， 细胞经裂解液冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清液并采

用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 根据蛋白浓度调整上样

量， 加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液， ９５ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ 使

蛋白变性。 经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳后， 采用湿转法

将蛋白转印至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂牛奶室温封闭

２ ｈ， 随后依次加入 ＮＰ 抗体 （１ ∶ １ ０００）、 ＧＡＰＤＨ
抗体 （１ ∶ ５ ０００）， ４ ℃孵育过夜； 次日， ＴＢＳＴ 缓

冲液洗涤 ３ 次， 再加入 ＨＲＰ 标记的二抗 （ １ ∶
２ ０００）， 室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 缓冲液再次洗涤 ３
次。 最后采用 ＥＣＬ 化学发光法显影， 用凝胶成像

系统拍摄并分析蛋白条带灰度值。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ３ 种给药方式　 将 ＭＤＣＫ 细胞接种于 ６ 孔

板， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ， 分为正常

组、 病毒组和血必净注射液组， 分别采用预防性给

　 　 　

药 （在药物孵育 ２ ｈ 后， 加入病毒）、 同时给药

（将药物与病毒混合孵育 ２ ｈ， 然后加入细胞培养

基中孵育 ２ ｈ）、 治疗给药 （在病毒感染后向细胞

中添加药物）， 给药方式示意图见图 １。 ４８ ｈ 后，
收集细胞样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。

图 １　 ３ 种给药方式示意图

２􀆰 ３　 体内抗病毒实验

２􀆰 ３􀆰 １　 动物分组与给药　 将 ６０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随

机分为正常组 （生理盐水滴鼻）、 模型组 ［滴鼻感

染 ２×半数致死量 （ＬＤ５０） Ｈ１Ｎ１ 病毒］、 奥司他韦

组 （每天 ５×１０－３ ｍｇ ／ ｇ 灌胃） 和血必净注射液低、
高剂量组 （每天 ５、 １０ ｍｇ ／ ｇ 尾静脉注射）， 每组

１２ 只， 感染后 ２ ｈ 开始给药， 每天 １ 次， 连续 ６ ｄ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 生存实验　 实验期间， 每天观察并记录小

鼠体质量、 饮食情况和症状， 记录 １４ ｄ 内每天的

死亡数， 计算存活率和存活天数。
２􀆰 ３􀆰 ３　 肺损伤评价　 给药第 ７ 天， 处死小鼠， 收

集相关样品进行分析， 包括体质量、 肺湿重、 肺干

重和肺病理变化程度。 计算小鼠的肺指数和湿 ／干
重比， 公式为肺指数＝肺质量 ／体质量×１００％ ； 湿 ／
干重比＝肺湿重 ／肺干重。

将小鼠肺组织用 ４％ 多聚甲醛固定 ４８ ｈ， 然后

进行固定、 脱水、 透明、 浸蜡、 包埋、 切片、 苏木

精⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 最后用中性树胶封片。 于显

微镜下观察， 以双盲方式进行肺损伤评分。 评分标

准基于美国胸科学会 （２０１１） 建立的肺损伤评估

标准， 详见表 ２。

表 ２　 肺损伤评分标准
评分 ／ 分 肺泡结构 间质炎症浸润 肺泡内渗出物

０（无损伤） 肺泡结构完整，腔隙大小均匀 无炎症细胞浸润 肺泡腔清晰，无渗出物

１（轻度损伤） 局部肺泡腔轻度扩张 ／ 塌陷，累及范
围＜２５％

少量炎症细胞散在分布于间质 少量浆液 ／ 炎性渗出物，累及＜２５％
肺泡

２（中度损伤） 肺泡腔中度变形、融合，累及范围
２５％ ～５０％

中等量炎症细胞聚集，间质轻度水肿 中等量渗出物填充肺泡，累及
２５％ ～５０％ 肺泡

３（重度损伤） 肺泡广泛融合成肺大疱，结构严重
破坏，累及范围＞５０％

大量炎症细胞弥漫浸润，间质显著水肿、
增厚

大量渗出物（浆液、细胞碎片）填充
肺泡，累及＞５０％ 肺泡

２􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞术检测血清炎症因子水平　 末次

给药后 ３０ ｍｉｎ， 小鼠称定体质量后麻醉， 酒精消毒

后腹主动脉取血， 血液室温静置 ２ ｈ， ４ ℃、 ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 分离得到血清。 采用流式细胞
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术， 按照试剂盒说明书进行测定， 并通过 ＣＢＡ 软

件分析血清样本中肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白

细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） 水平。
２􀆰 ３􀆰 ５　 肺组织病毒滴度检测 　 取左肺组织 ３０ ｍｇ
进行匀浆， 离心后取上清液， 采用噬斑法测定病毒

滴度。
２􀆰 ３􀆰 ６　 ＮＰ 蛋白表达检测　 组织经裂解液裂解， 提

取总蛋白， 按照 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法检测 ＮＰ 蛋白

表达。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
实验数据以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较

采用单因素方差分析或 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验， 生存曲

线比较采用对数秩检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 血必净注射液的体外抗病毒活性

３􀆰 １􀆰 １　 细胞毒性　 血必净注射液对 ＭＤＣＫ 细胞的

ＴＣ５０为 ８２􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ。 在质量浓度≤５０ ｍｇ ／ ｍＬ 时，
　 　 　

细胞存活率均＞８０％ ， 表明该浓度范围内药物无显

著细胞毒性， 见图 ２。

图 ２　 血必净注射液对 ＭＤＣＫ 细胞毒性的影响

３􀆰 １􀆰 ２　 ＣＰＥ 抑制作用 　 显微镜下观察， 病毒组

ＭＤＣＫ 细胞出现皱缩、 融合及脱落等 ＣＰＥ， 而血必

净注射液 （１􀆰 ５６２ ５ ～ ５０ ｍｇ ／ ｍＬ） 可剂量依赖性减

轻 ＣＰＥ。 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 组细胞形态接近正常， 病毒抑

制率达 （７８􀆰 ５±３􀆰 ２）％ ， 见图 ３。

图 ３　 血必净注射液对流感病毒的抑制作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 １􀆰 ３　 噬斑减少实验　 血必净注射液可剂量依赖

性地抑制病毒噬斑形成 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 时，
噬斑抑制率为 （８１􀆰 ２±４􀆰 １）％ ， 见图 ４。
３􀆰 １􀆰 ４　 ＮＰ 表达抑制　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示， 与正常组比较， 病毒组细胞 ＮＰ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与病毒组比较， 血必

净注射液 （１􀆰 ５６２ ５ ～ ５０ ｍｇ ／ ｍＬ） 可剂量依赖性地

降低 ＮＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ５。

３􀆰 １􀆰 ５　 不同给药方式比较　 与病毒组比较， 预防、
同时、 治疗 ３ 种给药方式均可抑制 ＮＰ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中治疗给药对 ＮＰ 蛋白的抑制作用

最强， 见图 ６。
３􀆰 ２　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠的保护

作用

３􀆰 ２􀆰 １　 存活率与生存时间　 模型组小鼠在感染后

第 ８ 天开始死亡， １４ ｄ 存活率为 ０％ ； 血必净注射

液高剂量组存活率为 ４０􀆰 ０％ ， 低剂量组为 ２０􀆰 ０％ ，
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与病毒组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 血必净注射液对病毒斑块形成的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与病毒组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 血必净注射液对 ＭＤＣＫ 细胞 ＮＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与病毒组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 不同给药方式对 ＮＰ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

均高于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 高剂量组平均存活天数

为 （１１􀆰 ２±１􀆰 ５） ｄ， 较模型组 （７􀆰 ５±０􀆰 ８） ｄ 延长

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
３􀆰 ２􀆰 ２　 肺组织损伤指标　 与正常组比较， 模型组

小鼠肺指数和湿 ／干重比均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 奥司他韦组和血必净注射液各剂量组小

鼠肺指 数 和 湿 ／干 重 比 均 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 图 ８。

３􀆰 ２􀆰 ３　 肺组织病理变化 　 ＨＥ 染色显示， 模型组

肺组织可见肺泡壁增厚、 中性粒细胞浸润、 出血及

透明膜形成， 肺损伤评分高于正常组； 与模型组比

较， 血必净注射液各剂量组肺泡结构改善， 炎症细

胞浸润和水肿减轻， 肺损伤评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ９。
３􀆰 ２􀆰 ４　 炎症因子水平 　 与正常组比较， 模型组

小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠体质量及存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠肺指数和湿 ／干重比的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠肺组织病理学的影响 （ＨＥ， ×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

模型组比较， 奥司他韦组和血必净注射液各剂量

组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
　 　 　

见图 １０。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２􀆰 ５　 病毒滴度　 模型组小鼠肺组织病毒滴度为

（３􀆰 ７６±０􀆰 ３２） ｌｏｇ１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ； 与模型组比较， 血必

净注射液高、 低剂量组小鼠肺组织病毒滴度降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 分别降至 （ ２􀆰 １５ ± ０􀆰 ２１）、 （ ２􀆰 ８９ ±

５５３１
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０􀆰 ２５） ｌｏｇ１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 见图 １１。
３􀆰 ２􀆰 ６　 ＮＰ 蛋白表达　 与正常组比较， 模型组小鼠

肺组织 ＮＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 奥司他韦组和血必净注射液各剂量组小鼠肺组

织 ＮＰ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １２。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠肺组织病毒滴度的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １２　 血必净注射液对流感病毒感染小鼠肺组织 ＮＰ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

本研究通过体内外实验系统证实血必净注射液

对甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒具有抗病毒活性， 并呈现

“抑制病毒复制＋减轻宿主肺损伤” 的综合效应。
体外实验中， 血必净注射液 （１􀆰 ５６２ ５～５０ ｍｇ ／ ｍＬ）
可减轻 ＭＤＣＫ 细胞 ＣＰＥ， 减少噬斑形成， 并剂量

依赖性下调 ＮＰ ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 ＮＰ 是病毒核糖

核蛋白复合物核心成分， 参与基因组包装、 复制 ／转
录及病毒装配释放， 并具有型 ／种特异性， 是分型

诊断及疫苗、 药物研发的重要靶点［１３⁃１４］。 此外，
治疗性给药优于预防性与同时性给药， 提示其作用

可能更偏向周期的复制 ／转录或蛋白合成等环节，
但仍需通过吸附、 侵入及时间加药等实验进一步验

证。 该结果亦与部分中药以免疫调控为主的间接抗

病毒模式不同［１５］。
体内实验， 在致死剂量感染 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠模型

中， 血必净注射液高剂量 （１０ ｍｇ ／ ｇ） 可提高存活

率并延长生存时间， 同时降低肺组织病毒滴度与

ＮＰ 蛋白表达， 并可改善肺指数、 湿 ／干重比及肺

损伤评分， 提示其对病毒相关急性肺损伤具有保护

作用。 本研究亦发现， 血必净注射液可降低 ＩＬ⁃６、

ＴＮＦ⁃α 水平， 且与肺损伤指标呈正相关， 支持血必

净注射液在抑制病毒复制之外， 还可通过抑制过度

炎症反应实现 “抗病毒＋抗炎保护” 的双重机制；
该机制特征与奥司他韦主要靶向神经氨酸酶的单一

抗病毒作用存在差异， 为其作为重症流感综合治疗

的潜在辅助药物提供依据［１６］。
就疗效强度而言， 血必净注射液的直接抗病毒

指标整体弱于奥司他韦， 但复方多成分协同可能带

来更广谱的宿主保护效应。 血必净注射液含羟基红

花黄色素 Ａ、 丹酚酸 Ｂ、 阿魏酸等活性成分， 既往

研究提示其具有抗病毒或抗炎相关活性［３⁃４］， 其中

羟基红花黄色素 Ａ 可抑制神经氨酸酶影响病毒释

放； 丹酚酸 Ｂ 可抑制某些病毒的膜融合过程， 但

其对 Ｈ１Ｎ１ 膜融合蛋白的影响仍待研究［１７］； 阿魏

酸可通过抗氧化减轻病毒诱导的细胞损伤。 复方体

系中上述成分可能共同构成抗病毒⁃抗炎网络， 但

关键靶点及协同机制 （如是否影响 ＲＩＧ⁃Ｉ ／ ＭＤＡ５ 通

路或病毒蛋白翻译） 仍需进一步阐明［１８⁃１９］。
与马月霞等［２０］报道 “无明显死亡保护 ／直接抗

病毒证据” 不同， 本研究观察到一定死亡保护及

滴度下降。 差异可能跟小鼠品系与感染剂量、 给药

６５３１
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途径与时机 ／疗程以及病毒学检测方法不同有关。 ２
项研究均提示， 血必净注射液可减轻肺组织病理损

伤， 说明其宿主保护效应较为稳定。
综上所述， 本研究在体内外证据链上证明血必

净注射液对甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感具有一定抗病毒活性，
并能通过降低病毒负荷和炎症因子水平改善肺水肿

与病理损伤， 体现 “抑制病毒复制＋缓解过度炎症

反应” 的双重获益； 其直接抗病毒强度虽总体弱

于奥司他韦， 但复方多成分可能带来更突出的宿主

保护与综合治疗潜力。 后续仍需在不同细胞或病毒

亚型模型中验证， 并通过作用阶段实验、 关键成分

与协同机制解析及临床研究进一步明确其最佳用药

策略与适用人群。
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