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芦丁对流感病毒的体外抑制作用及其机制研究 
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摘  要：目的  研究芦丁对流感病毒的体外抑制作用并探讨其机制。方法  利用流感病毒感染 MDCK 细胞模型，观察芦丁

对流感病毒的体外抑制作用；结合流感病毒感染前、感染同时及感染后加药的不同方式探索芦丁作用于流感病毒生命周期的

具体阶段；采用荧光底物法考察芦丁对流感病毒神经氨酸酶的抑制作用。结果  芦丁对 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)、
A/FM1/1/47(H1N1)、A/Human/Hubei/3/2005(H3N2)、A/Beijing/32/92 (H3N2)4 株流感病毒均具有体外抑制作用，其中对

A/PuertoRico/8/1934(H1N1)株的半数有效浓度（EC50）最小，选择指数（SI）最大，体外药效最好。芦丁在流感病毒感染后

给药的效果最为明显，对流感病毒 A/FM1/1/47(H1N1)的 IC50最小，对神经氨酸酶活性抑制作用相对最好。结论  芦丁抑制

了流感病毒神经氨酸酶活性，具有较好的体外抗流感病毒作用。 
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Inhibition of rutin against influenza virus in vitro and its mechanism 
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Abstract: Objective  To study the inhibition of rutin against influenza virus in vitro and explore its mechanism. Methods  To 
establish the MDCK cell models infected by influenza virus, and inhibition of rutin against influenza virus in vitro was observed. The 
specific stages of influenza virus infection treated by rutin were evaluated before, during and after infection. Inhibition of rutin against 
neuraminidase activities of influenza virus were studied by fluorescent substrate method. Results  Rutin exhibited antiviral activity 
against A/PuertoRico/8/1934(H1N1), A/FM1/1/47(H1N1), A/Human/Hubei/3/2005(H3N2), and A/Beijing/32/92(H3N2), especially 
on A/PuertoRico/8/1934(H1N1) with minimum EC50, maximum SI, and best efficacy in vitro. The effect is the most obvious treated 
by rutin administration after infected with influenza virus. With IC50 value on A/FM1/1/47(H1N1) influenza virus minimum, rutin 
inhibited the relatively the best activity of neuraminidase. Conclusion  Rutin inhibits activity of neuraminidase of influenza virus, 
and has good anti-influenza effects in vitro. 
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流行性感冒是流感病毒引起的急性呼吸道传染

病，发病率高，流行广泛，传播迅速[1]。在世界范

围内，每次流行性感冒流行造成 300～500 万例严重

疾病患者和 25～50 万例患者死亡[2]。由于流感病毒

有多种亚型，各亚型抗原容易发生重组和/或变异，

特异性疫苗的研发相对滞后。目前获 FDA 许可的

抗流感药物主要有两类：一类为 M2 离子通道阻断

剂（金刚烷胺和金刚乙胺），另一类是神经氨酸酶抑

制剂（扎那米韦和奥司他韦）[3]。但是金刚烷胺类

药物存在神经系统毒性，仅对甲型流感病毒有效，  
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而奥司他韦的生产成本高，因此新的抗病毒药物的

研发迫在眉睫。神经氨酸酶抑制剂通过抑制流感病

毒神经氨酸酶的活性阻断病毒的进一步感染和扩

散，避免病毒颗粒分散而导致的免疫逃逸现象，因

此神经氨酸酶抑制剂是抗流感药物研究的热点之

一。芦丁（即芸香苷，结构式见图 1）是植物界分

布较广的一种黄酮类化合物[4-6]，临床上主要用于脆

性增加的毛细血管出血症。王艳芳[7]研究表明芦丁

对流感病毒感染导致的小鼠肺部病变具有保护作

用，因此本研究复制了体外模型，围绕芦丁抑制流

感病毒药效及其可能的作用机制进行了研究。 
 

 

图 1  芦丁的结构式 
Fig. 1  Structure of rutin 

1  材料 
芦丁购于中国食品药品检定研究院，质量分数

为 98%，规格 40 mg/支，批号 201409。奥司他韦羧

酸盐购自上海佰世凯化学科技有限公司，批号

20130207，质量分数≥95%，规格 500 mg。 
狗肾传代细胞（MDCK 细胞株）购于美国 ATCC

细胞库，由江苏康缘现代中药研究院保存。

RPMI-1640 培养基购自南京凯基生物科技发展有限

公司，批号 20141023，细胞生长液中含 10%胎牛血

清、1×105 U/L 青霉素、100 mg/L 链霉素。细胞维

持液中除 2%胎牛血清外，其他组成同细胞生长液。 
流 感 病 毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1) 、

A/FM1/1/47(H1N1)、A/Human/Hubei/3/2005(H3N2)、
A/Beijing/32/92 (H3N2)由中国科学院武汉病毒研究

所陈绪林研究员惠赠，由江苏康缘现代中药研究院

保存。9～11 d 龄鸡胚（SPF 级）尿囊腔中传代培养，

3 000 r/min 离心 5 min，经 0.22 μm 滤膜滤过除菌，

经血凝试验测定血凝滴度大于 1∶512 后分装，置

−80 ℃保存备用。 

MTS 细胞增殖定量检测试剂盒购于 Promega
公司，批号 0000105328。2-吗啉乙磺酸（MES）购

于上海沃凯化学试剂有限公司，批号 20140901。
MES 缓冲液含 32.5 mmol/L MES、4 mmol/L CaCl2，

NaOH 调节 pH 6.5。神经氨酸酶荧光底物(4-甲基伞

形酮)-N-乙酰基-α-D-神经氨酸（MUNANA）购于

Sigma 公司，批号 SLBH6262V。 
Flex Station 3 多功能微孔板读数仪购自Molecular 

Devices 公司；CKX41 倒置显微镜购自 Olympus 公
司；FormaSteri-Cycle371 二氧化碳培养箱购自

Thermo Scientific 公司；HFsafe-1200 生物安全柜购

自 Heal Force 公司。 
2  方法 
2.1  MDCK 细胞种板及培养 

MDCK 细胞用含 10%胎牛血清的 1640 培养基

按 5×104/mL 接种到 96 孔板中，每孔 100 μL，37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养过夜形成细胞单层，约铺满

96 孔板底 70%[2, 8-9]。 
2.2  芦丁对 MDCK 细胞的毒性作用 

MDCK 细胞种板培养 24 h 后，弃去上清，PBS
清洗 1 次后给药。芦丁用细胞维持液稀释至 100、
200、400、500、1 000、1 500 μmol/L，按 100 μL/
孔给药。同时设置正常细胞对照组（给予 100 μL 细

胞维持液），每组设置 3 个复孔。细胞置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养。培养 48 h 后，弃去孔内上

清液，避光加入含 10% MTS 的无血清 1640 培养基

（100 μL/孔），孵育 2 h 后测定 A490，取 3 个孔的均

值，确定芦丁的最大无毒浓度[10]。实验重复 3 次，

计算芦丁对 MDCK 细胞的半数毒性浓度（CC50）。 
2.3  芦丁对流感病毒的体外抑制作用 

MDCK 细胞种板培养 24 h 后，弃上清，PBS
清洗，加入无血清 1640 培养基稀释的流感病毒

A/PuertoRico/8/1934 （ H1N1 ） 感 染 细 胞 （ 100 
TCID50），每孔 100 μL，35 ℃孵育 2 h 后，弃去病

毒液[11-12]。分别按 100 μL/孔加入含芦丁 20、50、
100、200、300 μmol/L 细胞维持液，同时设对照组、

模型组及 2 μmol/L 奥司他韦羧酸盐组，每组设置 3
个复孔。细胞于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 48 h，
观察细胞病变现象，并于倒置显微镜下拍照记录。

48 h后弃上清，避光加入含 10% MTS的无血清 1640
培养基，每孔 100 μL，孵育 2 h 后测定 A490，取 3
个孔的平均值。实验共重复 3 次。计算芦丁对病毒

的抑制率、半数有效浓度（EC50）和选择指数（SI）。 
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抑制率＝（A490 给药－A490 模型）/( A490 正常－A490 模型） 

SI=CC50/EC50 

为考察芦丁抗流感病毒的广谱性，另外分别以

A/FM1/1/47(H1N1)株、A/Beijing/32/92(H3N2)株和

A/Human/Hubei/3/2005(H3N2)株建模，考察芦丁抗

流感病毒作用的体外药效，方法同上。 
2.4  芦丁对不同剂量流感病毒的体外抑制作用 

MDCK 细胞种板培养 24 h 后，弃上清，PBS
清洗，采用无血清 1640 培养基将病毒稀释至 0.1、
0.2、0.5 MOI，分别感染细胞（100 μL/孔），35 ℃
孵育 2 h 后，弃去病毒液。分别加入含 100、300 
μmol/L 芦丁的细胞维持液，同时设置对照组和不同

病毒感染剂量的模型组，每组设置 3 个复孔。细胞

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 48 h 后，观察细胞

病变现象[13-14]。48 h 后检测细胞增殖情况，计算抑

制率。 
2.5  芦丁加药方式对流感病毒的体外抑制作用 
2.5.1  病毒感染前给药  MDCK 细胞种板后，培养

12 h 后，弃上清，按 100 μL/孔加入含芦丁 20、50、
100、200、300 μmol/L 细胞维持液，37 ℃继续培养

12 h 后弃上清，PBS 清洗后，加入无血清 1640 培

养基稀释的流感病毒感染细胞（100 TCID50），100 
μL/孔，35 ℃孵育 2 h，弃病毒液上清，换细胞维

持液[2]。 
2.5.2  病毒感染同时给药  MDCK 细胞种板后，培

养 24 h 后，弃上清及 PBS 清洗后，加入含芦丁和

流感病毒的无血清 1640 培养基各 50 μL，芦丁终浓

度为 20、50、100、200、300 μmol/L，流感病毒造

模剂量为 100 TCID50，35 ℃孵育 2 h 后弃病毒液上

清，换细胞维持液[15]。 
2.5.3  病毒感染后给药  MDCK 细胞种板后，培养

24 h 后，弃上清，PBS 清洗，加入无血清 1640 培

养基稀释的流感病毒（100 TCID50），100 μL/孔，35 
℃孵育 2 h 后，弃去病毒液[11-12]，分别按 100 μL/
孔加入含芦丁 20、50、100、200、300 μmol/L 细胞

维持液[16]。 
实验同时设对照组和模型组。以上各组细胞于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 48 h，观察细胞病变

现象。48 h 后检测细胞增殖情况，计算抑制率。 
2.6  芦丁对流感病毒神经氨酸酶的抑制作用 

病毒的神经氨酸酶可以特异性地分解荧光底物

MUNANA，产生的荧光强度与神经氨酸酶的活性呈

正相关[3, 17]。实验在 96 孔黑板中进行，除背景组外

各孔分别加入 30 μL MES 缓冲液 10 倍稀释的

A/PuertoRico/8/1934（H1N1）病毒尿囊液，再加入

10 μL 含芦丁 20、50、100、200、300 μmol/L MES
缓冲液，37 ℃孵育5 min后避光加入MUNANA（0.1 
mmol/L，溶于 MES 缓冲液）20 μL。实验同时设置

对照组（不加芦丁）和背景组（不加芦丁和尿囊液），

反应体系用 MES 缓冲液统一加至 100 μL。37 ℃孵

育20 min后，按100 μL/孔加入终止液（含14 mmol/L 
NaOH 和 83%乙醇），于 Ex=360 nm、Em=440 nm
处测定荧光强度（F）值[18-19]，计算芦丁对于神经

氨酸酶的抑制率，IC50 定义为神经氨酸酶酶活下降

50%时芦丁的浓度。 
抑制率＝（F 对照－F 加药）/（F 对照－F 背景） 

为考察芦丁对不同流感病毒毒株神经氨酸酶活

性的抑制作用，分别以 A/FM1/1/47(H1N1) 、
A/Beijing/32/92(H3N2)、A/Human/Hubei/3/2005(H3N2)
株的尿囊液建模，方法同上。 
2.7  统计方法 

采用SPSS 18.0 for Windows统计分析软件进行

统计学分析，各组间差异比较用方差分析。 
3  结果 
3.1  芦丁对 MDCK 细胞的毒性作用 

0～300 μmol/L 芦丁对 MDCK 细胞的正常生长

没有影响，细胞形态在镜下未见明显改变。MTS 法

测定表明当芦丁浓度小于 300 μmol/L 时，A490 nm也

未出现明显的下降，MDCK 细胞存活率大于 95%；

当芦丁浓度大于300 μmol/L时，细胞活力逐步下降，

呈明显的浓度相关性。见图 2。因此芦丁在 0～300 
μmol/L 对 MDCK 细胞没有细胞毒性，可用于考察

其体外抗病毒药效。根据上述结果可得芦丁对

MDCK 细胞的 CC50 为 1 075.0 μmol/L。 

 
图 2  芦丁对 MDCK 细胞的细胞毒性 

Fig. 2  Cellular toxicity of rutin on MDCK cells 
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3.2  芦丁对流感病毒的体外抑制作用 

流感病毒感染 MDCK 细胞后，导致细胞发生

明显的病变，致使细胞活力显著下降。芦丁对流感

病毒 A/PuertoRico/8/1934（H1N1）具有明显的体外

抑制作用，镜下可见芦丁逐步减轻病毒导致的

MDCK 细胞病变（图 3）；随着芦丁剂量的增加，

对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934（H1N1）的抑制作

用逐渐增强，其中 300 μmol/L 芦丁对流感病毒

A/PuertoRico/8/1934（H1N1）的抑制作用显著优于

奥司他韦（P＜0.05），见表 1。 
随着流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)感染

细胞的剂量增加，MDCK 细胞活力逐步下降，细胞

病变程度加剧，芦丁对流感病毒的抑制作用随着病

毒感染剂量的增加而逐渐减弱，见表 2。 
 

 

图 3  芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934（H1N1）感染引起细胞病变的影响 
Fig. 3  Effect of rutin against virus infection caused by influenza virus A/PuertoRico/8/1934(H1N1) 

表 1  芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)的体外

抑制作用 
Table 1  Inhibitory effects in vitro of rutin against influenza 

virus A/PuertoRico/8/1934(H1N1) 

化合物 浓度/(μmol·L−1) 抑制率/% 

奥司他韦羧酸盐 2 52.15±7.10 

芦丁 20 8.61±2.14 

 50 26.53±1.48 

 100 33.36±1.30 

 200 57.54±5.35 

 300 67.18±5.21* 

与奥司他韦羧酸盐组比较：*P＜0.05 
*P <0.05 vs oseltamivir carboxylate group 

芦丁对 4 株病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)、
A/FM1/1/47(H1N1)、A/Human/Hubei/3/2005(H3N2)、
A/Beijing/32/92 (H3N2)的 EC50 和 SI 见表 3。结果表

明芦丁对 4 株流感病毒均具有体外抑制作用，其中

对 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)株的 EC50 最小，SI
最大，提示芦丁对该毒株体外药效最好。 

表 2  芦丁对不同剂量流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1) 
感染的体外抑制作用 

Table 2  Inhibitory effects of rutin against influenza virus 
A/PuertoRico/8/1934(H1N1) with different MOI  

抑制率/% 浓  度/ 

(μmol·L−1) 0.1 MOI 0.2 MOI 0.5 MOI 

100 33.35±5.86 23.43±6.49 9.69±5.18

300 61.91±9.98 41.17±2.43 25.72±3.11

 

表 3  芦丁对不同流感病毒体外药效 
Table 3  Antiviral activity of rutin against different strains 

of influenza virus in vitro 

流感病毒毒株 EC50/(μmol·L−1) SI 

A/PuertoRico/8/1934(H1N1) 158.2 6.8 

A/FM1/1/47(H1N1) 160.1 6.7 

A/Beijing/32/92(H3N2) 187.2 5.7 

A/Human/Hubei/3/2005(H3N2) 161.8 6.6 

 

  

       
 

       

对照 模型 奥司他韦羧酸盐 2 μmol·L−1 芦丁 20 μmol·L−1 

芦丁 50 μmol·L−1 芦丁 100 μmol·L−1 芦丁 200 μmol·L−1 芦丁 300 μmol·L−1



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 30 卷  第 12 期    2015 年 12 月 ·1435·

3.3  芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)
不同阶段的抑制作用 

进一步通过病毒感染前、感染同时和感染后给

药研究芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)
生命周期不同阶段的抑制效应，见表 4。50～300 
μmol/L 芦丁于感染前给药对宿主细胞表面结构没

有影响，感染同时给药对流感病毒入侵宿主细胞无

明显阻断作用，然而于感染后给药对病毒的药效显

著优于其他两种给药方式（P＜0.01），并呈剂量相

关性。提示芦丁在流感病毒感染后给药的效果最为

明显，主要抑制流感病毒感染后的阶段，包括子代

病毒颗粒的释放和扩散等，从而阻断流感病毒的进

一步感染。 

表 4  芦丁对流感病毒生命周期不同阶段的抑制作用 
Table 4  Inhibitory effects of rutin on different stage of 

influenza virus infection 

 抑制率/%  浓  度/ 

(μmol·L−1) 感染前给药 感染同时给药 感染后给药 

20 0.86±2.47 0.37±0.61 1.19±2.82 

50 0.15±0.76 0.00±1.25 19.81±2.13**▲▲ 

100 0.86±3.51 0.43±1.79 31.22±2.99**▲▲ 

200 2.07±2.09 0.74±1.07 42.49±10.19**▲▲

300 2.74±2.06 1.05±1.31 60.85±5.02**▲▲ 

与感染前给药比较：**P＜0.01；与感染同时给药比较：▲▲P＜0.01 
**P <0.01 vs treatment before infection; **P <0.01 vs infection 

3.4  芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)
神经氨酸酶的抑制作用 

芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)的
神经氨酸酶活性的抑制作用具有剂量相关性，见表

5。随着芦丁浓度升高，荧光强度减弱，表明神经氨

酸酶活性逐步被抑制。 

表 5  芦丁对流感病毒 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)神经氨

酸酶的抑制作用 
Table 5  Inhibition of rutin on neuraminidase of influenza 

A/PuertoRico/8/1934(H1N1) virus 

浓度/(μmol·L−1) 抑制率/% 

20 15.81±5.10 

50 28.43±5.41 

100 45.07±6.32 

200 67.17±7.84 

300 80.93±6.36 

 

芦丁对 4株流感病毒神经氨酸酶的 IC50见表 6。
结果表明芦丁对 4 株流感病毒活性均具有体外抑制

作用，其中对流感病毒 A/FM1/1/47(H1N1)的 IC50

最小，提示芦丁对该毒株神经氨酸酶活性抑制作用

相对最好。 

表 6  芦丁抑制流感病毒神经氨酸酶的 IC50 
Table 6  IC50 values of rutin against neuraminidase of 

different strains 

流感病毒毒株 IC50/μmol/L 

A/PuertoRico/8/1934(H1N1) 119.4 

A/FM1/1/47(H1N1) 110.9 

A/Beijing/32/92(H3N2) 129.3 

A/Human/Hubei/3/2005(H3N2) 120.2 

 
4  讨论 

与化学药相比，中药和天然药物具有更广泛的

适应性和优越性。当病毒发生变异、对化学药产生

耐药性的情况下，中药和天然药物仍具有潜在治疗

作用。中草药在我国资源丰富，价格低廉，为新药

研制提供了物质和结构基础，具备广阔的研究与开

发前景。 
本研究探讨了芦丁对流感病毒的体外抑制活

性，结果表明，芦丁对 A/PuertoRico/8/1934(H1N1)
具有显著的体外抑制作用，且呈现良好的剂量相关

性，同时，芦丁对流感病毒 A/FM1/1/47(H1N1)、
A/Beijing/32/92(H3N2)、A/Human/Hubei/3/2005(H3N2)
毒株也表现出较好的体外抑制作用，表明其抗流感

病毒活性具有一定的广谱性。研究结果表明，芦丁

仅在流感病毒感染后给药后表现出抗流感病毒活

性，说明芦丁可能作用于流感病毒的释放和扩散阶

段。在此阶段，神经氨酸酶主要通过水解唾液酸残

基，切断病毒颗粒与宿主细胞间的联系，使新生流

感病毒颗粒从宿主细胞释放，造成进一步感染。进

一步的研究发现，芦丁对流感病毒神经氨酸酶具有

显著的抑制作用，解释了芦丁仅在流感病毒感染后

加药有效的现象，提示其抗流感病毒的作用机制可

能与对神经氨酶的抑制作用有关。有趣的是，芦丁

在酶水平上的抑制浓度及作用趋势与其在细胞水平

上对流感病毒的抑制浓度及作用趋势接近，进一步

表明神经氨酸酶可能是芦丁抑制流感病毒的作用靶

点之一。 
综上所述，本研究证实了芦丁体外具有直接抑

制流感病毒的作用，阐述了抑制流感病毒神经氨酸
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酶是芦丁抗流感病毒活性的主要机制之一，为进一

步探索芦丁应用于抗流感药物开发和治疗奠定了基

础。本研究仍存在一些需要深入研究的部分，如本

实验明确了芦丁对流感病毒神经氨酸酶的抑制作

用，但是对于芦丁与神经氨酸酶的结合方式尚需进

一步的探索，这将有助于研究芦丁的广谱性以及预

测其对耐药病毒株的敏感性。 
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