
茯苓、白术补中、健脾、益气、祛湿; 白茅根、生地黄、

女贞子、旱莲草养阴补肾、凉血止血;川芎活血行气;

三七粉、仙鹤草活血止血。该方标本兼顾, 虚实并

重,确能切中病机。

研究发现, IgA 肾病病理性 pIgA1 (循环聚合

型 IgA1) 分子可在体外直接上调肾系膜细胞肾素、

Ang 及转化生长因子 ( T GF ) 等的表达, 而上

述现象在其他肾小球肾炎产生的 pIgA1 分子中并

未出现。从而提示, IgA 肾病病理性 pIgA1 可特异

性激活肾小球系膜局部 RAS
[ 9]
。Ang 为肾纤维

化的关键始动因子, 其生物效应主要通过与 AT 1R

的结合产生, Ang 与 A T 1R 结合后,经由磷脂酰肌

醇 3 激酶 ( PI3 kinase )、丝裂原激活蛋白激酶

( MA PK)、核因子 B ( N F B) 等多条途径,刺激系

膜细胞及肾小管上皮细胞分泌致纤维化因子, 后者

可通过诱导细胞增殖及肌成纤维细胞形成、促进细

胞外基质沉积等,而导致肾小球系膜增生及小管间

质纤维化[ 10, 11] 。ACE 是 RAS 代谢途径的关键酶。

在 IgA 肾病进程中, ACE 通过其水解产物 Ang ,

Ang 与 AT 1R结合,发挥触发肾局部慢性炎症、促

进肾纤维化过程等作用[ 6]。本研究中, 肾炎宁能显

著减少 IgA 肾病大鼠肾组织中 A ng 的量, 降低

ACE 的活性, 并能抑制肾组织 AT 1R 的表达, 表明

其可能是通过阻断肾脏局部 RA S 的途径, 发挥对

IgA 肾病的治疗作用,并且与贝那普利+ 氯沙坦组

相比差异无统计学意义。
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五积散及其含药血清体外抗病毒作用研究

饶 健1, 2 ,蔡光先2 *
 

,伍参荣2 ,王宇红3 ,莫韦皓3

( 1 湖南省食品药品监督管理局药品认证审评中心, 湖南 长沙 410013; 2 湖南中医药大学, 湖南 长沙 410280;

3 湖南中医药大学第一附属医院 中药药理!心血管∀实验室, 湖南 长沙 410007)

摘 要:目的 探讨五积散新制剂、五积散传统制剂、五积散处方中茯苓细胞破壁粉、当归等 9 味药材 SFE CO 2提

取物以及麻黄等 5 味药材水提取物的体外抗病毒活性以及细胞保护作用。方法 采用体外细胞病变 ( CPE) 法,

测定上述 5 种受试物对柯萨奇病毒 ( Cox . V) 与轮状病毒 ( H RV ) 的抗病毒活性,以及测定其含药血清对 Cox . V

与 HRV 感染细胞的保护作用, 计算细胞存活率、半数抑制浓度 ( IC50) 以及药物的治疗指数 ( T I)。结果 5 种受

试物对 Co r. V 与 HRV 均有抑制作用; 其中以五积散新制剂对病毒的抑制作用效果最佳, 其对 Co r. V 与 HRV 的

IC50分别为 0 038、0 029 mg/ mL , T I 分别为 29 20、38 32,其含药血清作用于 Cor. V 与 HRV 感染细胞后细胞存

活率分别为 ( 82 18# 0 061)%、( 93 69 # 0 041)% , 与病毒对照组比较差异显著 ( P< 0 05)。结论 5种受试物均

有抗 HRV 与 Cor. V 的活性以及细胞保护作用,其活性大小顺序为五积散新制剂> 五积散传统制剂> 当归等 9 味药

材 SFE CO2提取物> 麻黄等 5味药材水提取物> 茯苓细胞破壁粉,五积散新制剂抗病毒作用最强。

关键词:五积散; 细胞破壁粉; 柯萨奇病毒; 轮状病毒; 抗病毒
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五积散由麻黄、白芷、川芎、甘草、茯苓、当归等

15味药组成,功能发表温中、燥湿化痰、理气活血,

为消除寒、食、气、血、痰五积之剂。多用于外感寒

湿,内伤生冷而致的头痛身疼、项背拘急、发热无汗、

恶心呕吐、脘腹胀满以及风寒湿痹, 妇人气血不和,

痛经等证
[ 1~ 3]
。研究表明五积散处方药物具有抗病

毒作用,临床应用于胃肠型病毒性感冒疗效确切。

胃肠型病毒性感冒主要致病病毒为轮状病毒

( HRV)、柯萨奇病毒 ( Cox. V )。本研究选择经典

名方五积散为研究对象, 将处方中各药味分别采用

超细粉体技术、超临界 CO 2萃取与低温动态提取等

现代制药工艺, 制备五积散新制剂,观察了五积散新

制剂、传统制剂及其含药血清对病毒感染后的喉癌

细胞株 ( Hep 2) 与罗猴肾细胞 ( MA104) 的抑制作

用,以探讨五积散的抗病毒作用。

1 材料法

1 1 药物:麻黄、白芷、川芎、甘草、茯苓、当归等 15

味药材分别购自九芝堂药业有限公司与海川医药有

限公司,经中药超微技术教育部工程研究中心鉴定,

均符合&中国药典∋2005年版一部各药项下规定, 并

分别制备成当归等 9味药材 SPF CO 2提取物、麻黄

等 5味药材水提取物、茯苓细胞破壁粉、五积散传统

制剂与新制剂。利巴韦林: 100 mg/片,华北制药集

团制剂有限公司,批号 080646。

1 2 仪器与试剂: M K3 全自动酶标仪 (芬兰 ) ,

SW % CJ % IF 超净工作台 (苏州净化设备厂) , CJ %

1088 CO 2培养箱 (长沙长锦应用技术研究所) , T D5

台式多管架低速离心机 (长沙美泰仪器有限公司) ,

XS % 200光学显微镜 (江南光学仪器厂) , XSB % 1A

生物倒置显微镜 (广西梧州光学仪器厂)。RPMI

1640 细胞培养液和维持液、胎牛血清、0 25% 胰

酶、MT T 均由长沙丽欣生物公司提供。

1 3 实验动物与细胞株: ICR 小鼠 70 只, SPF 级,

雌雄各半, 体质量 18~ 22 g, 由上海西普尔 必凯实

验动物有限公司提供, 许可证号: SCXK (沪) 2008

0016,合格证号: 0047461。喉癌细胞株 ( Hep 2) 与

罗猴肾细胞 ( MA104) 分别由中南大学湘雅医学院

细胞中心与中国疾病控制研究所提供; HRV 由中

国疾病控制研究所提供, Cox. V A 16 由湖南中医

药大学病原免疫学教研室提供。

2 方法

2 1 五积散新制剂与传统制剂体外抗病毒实验

2 1 1 五积散新制剂与传统制剂的制备:按中药部

颁标准 21册 WS3 B 2475 97 五积散项下制备方法

制得五积散传统制剂。按处方比例将五积散处方中

麻黄、半夏、白芍、甘草、桂枝等 5味药材采用低温动

态水提取,制备成麻黄等 5味药材水提取物;茯苓细

胞破壁粉碎制备成细胞破壁粉;其余当归、桔梗、苍

术、白芷、陈皮、枳壳、厚朴、川芎、干姜等 9味药材制

备成当归等 9味药材 SPE CO 2提取物, 并采用

CD 包合,将以上各提取物混合均匀制备成五积散

新制剂[ 4] ,供试验用。

2 1 2 五积散处方药味提取物、新制剂与传统制剂

对体外培养细胞毒性测定:将五积散处方药味提取

物、新制剂与传统制剂用无菌双蒸水溶解成 12 5

mg/ mL, 再用细胞维持液递倍稀释 ( 1 ( 2、1 ( 4、

1( 8、1 (16、1(32、1( 64、1(128、1 (256) ,分别加
入长满单层的培养细胞中, 每一药物质量浓度设 3

个复孔, 每孔 100  L, 同时设正常细胞对照, 37 ) 、

5% CO 2培养箱培养, 倒置显微镜下观察细胞融合、

坏死、脱落、漂浮、死亡等细胞病变 ( CPE) , 表示方

法: 0~ 25% ( + ) , 25% ~ 50% ( + + ) , 50% ~ 75%

( + + + ) , 75% ~ 100% ( + + + + ) , 当 CPE 不再

进展时,用台盼蓝染色, 进行活细胞计数, 取细胞存

活率> 80% 的药物质量浓度作为药物对细胞的最

大无毒浓度,用于抗病毒实验。

2 1 3 HRV、Cox. V 对培养细胞的半数感染剂量

( T CID 50 ) 测定: HRV 与 Cox. V 分别用 Hank∗s 液

稀释成 1 + 10- 1~ 1 + 10- 9 , 将各稀释度的病毒液按

100  L/孔分别接种于培养长满单层细胞中 ( Cox.

V 接种到 Hep 2 细胞, HRV 接种到 MA104 细

胞) , 37 ) 吸附 1 h (轻轻晃动培养板, 每 20 min 1

次) 取出,弃去未吸附的病毒液,加细胞生长维持液

(每一病毒稀释度设 3孔) 37 ) 、5% CO 2培养, 每

48 h 换细胞生长维持液,逐日在倒置显微镜下观察

CPE 情况, 7 d 后取出培养细胞, 每孔加 MTT 20

 L ( 5 mg/ mL) , 37 ) 、5% CO2培养箱培养 4 h,弃

去孔内上清液, 每孔加入 150  L 二甲基亚砜, 100

次/ min 低速振荡 10 min 后,在酶联仪 490 nm 波长

下测定吸光度 ( A ) 值,并设 630 nm 为参比波长,计

算平均 A 值, 采用 Reed Muenc 公式, 计算病毒

T CID50 ,结果 Cox. V 的 T CID50为 1 + 10- 5. 2 , HRV

的 T CID50为 1 + 10- 4. 7。

2 1 4 五积散处方药味提取物、新制剂与传统制剂

抗病毒试验:采用 CPE 法行体外抗病毒实验,待培

养细胞基本长满单层后 (细胞形态要求良好) , 加入

100 TCID50的病毒 50  L/孔感染细胞, 37 ) 、5%

CO 2孵箱中吸附 1 h, 每隔 20 m in 轻轻晃动培养板
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1次,以使病毒吸附均匀,吸弃上清液, D Hank∗s 液

洗 2次。将最大无毒质量浓度的各实验药物用细胞

生长维持液连续对倍稀释后, 加入到病毒感染细胞

中 100  L/孔,同时设正常细胞对照组、病毒感染对

照组、病毒唑对照组。每组 4个复孔, 置于 37 ) 、

5% CO2孵箱中培养, 逐日在倒置显微镜下观察

CPE 情况,待病毒感染对照组 CPE 达到 + + + ~

+ + + + 时终止实验, Log it 回归计算各药物对病

毒致 CPE 产生 50% 抑制的浓度,即药物的半数抑

制浓度 ( IC50 )。根据 CPE 情况进行 MT T 试验, 出

现 CPE 的各孔按 2 1 3项方法测定药物作用后病

毒的 TCID50值, 并按药物的治疗指数 ( T I) 公式:

T I= TCID50 / IC50计算各药物的 T I 值。

2 2 五积散处方药味提取物、新制剂与传统制剂含

药血清体外抗病毒实验

2 2 1 含药血清及空白血清的制备: 将正常 ICR

雄性小鼠 60 只随机分成 6组, 分别为对照组、SFE

CO 2提取物组、水提取物组、茯苓细胞破壁粉组、五

积散新制剂组、五积散传统制剂组, 每组 10 只。

SPE CO 2提取物组给药剂量为 5 6 g / ( kg ∃ d) , 水

提物组剂量为 2 4 g/ ( kg ∃ d) , 茯苓细胞破壁粉组

剂量为 0 4 g/ ( kg ∃ d) , 五积散新制剂组剂量为 8 4

g/ ( kg ∃ d) g/ , 五积散传统制剂组剂量为 8 4 g/

( kg ∃ d) ,给药剂量均相当于成人临床剂量的 3 6

倍,每天 ig 给药 2 次, 连续 3 d, 给药体积均为 20

mL/ kg。末次给药后,心脏无菌采血, 56 ) 灭活 30

min, 处理血清, 4 ) 保存, 备用。

2 2 2 五积散处方药味提取物、新制剂及其传统制

剂含药血清抗病毒实验: 含药血清抗病毒实验基本

同 2 1 4项方法。预先将含药血清于 56 ) 灭活 1

h, 加入 RPMI 1640 细胞培养液配制成 2% 含药血

清细胞维持液 (细胞生长维持液中常用血清体积分

数为 2% ) ,每组设 4个平行管, 37 ) 、5% CO2孵箱

中培养,逐日在倒置显微镜下观察 CPE 情况, 每 48

h 换相同含药血清维持液,连续观察 7 d。如果含药

血清培养基中出现 CPE 则进行病毒滴度测定 (重

复 2次,每稀释度设 4孔) ,用 Reed Muench 法计算

病毒 T CID50 ,并与病毒对照组比较含药血清对病毒

的抑制作用,计算抑毒指数。无 CPE 的实验管盲传

2次,在倒置显微镜下连续观察 7 d,仍无 CPE 出现

则判断含药血清有杀毒作用。

抑毒指数= 病毒对照组病毒 TCID50对数值- 试验组病

毒 TCID50对数值

2 3 统计学处理: 结果以 x # s 表示, 采用 SPSS

13 0 软件进行方差分析和 LSD t 检验。

3 结果

3 1 五积散处方药味提取物、新制剂及传统制剂对

实验细胞的最大无毒浓度:细胞毒性实验结果得到

茯苓细胞破壁粉的最大无毒浓度为 7 81 mg/ mL;

SPE CO2提取物 3 91 mg / mL;水提取物 7 81 mg/

mL;五积散新制剂 3 91 mg/ mL; 传统五积散 3 91

mg/ mL; 病毒唑 0 78 mg / mL。

3 2 五积散处方药味提取物、新制剂及传统制剂对

Cox . V A 16 的抑制作用: 从表 1可以看出, 各受试

物的抗病毒作用均显示出量效关系, 即随药物质量

浓度增加,抗病毒作用也随之增强 ( P< 0 05) ; 两两

比较各受试物与病毒唑的 TI 值差异显著 ( P <

0 05) ; 传统五积散与五积散新制剂比较, 差异显著

( P< 0 05)。抗病毒作用强弱排序是: 五积散新制

剂> 传统五积散> SFE CO 2提取物> 水提取物> 茯

苓细胞破壁粉。

表 1 五积散及其提取物对 Cox. V A 16 的抑制作用 ( n= 4)

Table 1 Inhibition of Wuji San and its extracts

on Cox. V A 16 ( n= 4)

组 别 !/ ( mg ∃ mL- 1) 治疗后病毒 TCID50 IC50/ ( mg ∃ mL- 1 ) T I

五积散传统制剂 7 81 0 000 0 041 23 12

3 91 0 000

1 96 10- 1.41

0 98 10- 3.79

水提取物 3 91 0 000 0 051 16 67

1 96 10
- 1.42

0 98 10- 3. 6

SFE CO2提取物 7 81 0 000 0 047 19 12

3 91 0 000

1 96 10
- 1.21

0 98 10- 3.06

五积散新制剂 3 91 0 000 0 038 29 20

1 96 0 000

0 98 10- 2.58

茯苓细胞破壁粉 3 91 0 000 0 0055 14 04

1 96 10- 3.64

0 98 10- 6. 4

病毒唑 0 78 10- 1.20 0 018 49 45

正常细胞对照

病毒对照 10- 6. 4

3 3 五积散处方药味提取物、新制剂及传统制剂对

HRV 的抑制作用: 五积散处方药味提取物、新制剂

及传统制剂的抗 HRV 作用同样体现出较好的量效

关系,即随药物质量浓度增加,抗病毒作用随之增强

( P< 0 05) ; 两两比较各受试物与病毒唑的 TI 差异

显著 ( P< 0 05) ; 传统五积散与五积散新制剂比较,

差异显著 ( P< 0 05)。抗病毒作用强弱顺序是: 五

积散新制剂> 传统五积散> SFE CO 2提取物> 水提

取物> 茯苓细胞破壁粉。结果见表 2。
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3 4 五积散处方药味提取物、新制剂及传统制剂含

药血清对病毒感染细胞的保护作用: 从表 3、4 可以

看出,各受试物含药血清具有较好的抗 Cox. V 与

HRV 作用,各组间抗病毒作用差异显著 ( P< 0 05) ;

表 2 五积散及其提取物对 HRV 的抑制作用 (n= 4)

Table 2 Inhibition of Wuji San and its extracts

on HRV ( n= 4)

组 别 !/ ( mg ∃ mL- 1) 治疗后病毒 TCID50 IC50 / ( mg ∃ mL- 1) T I

五积散传统制剂 7 81 0 000 0 032 31 44

3 91 0 000

1 96 10- 1. 41

0 98 10- 1. 70

SFE CO 2提取物 3 91 0 000 0 044 22 75

1 96 10
- 1. 63

0 98 10- 3. 3

水提取物 7 81 0 000 0 035 28 69

3 91 0 000

1 96 10- 1. 32

0 98 10- 3. 16

五积散新制剂 3 91 0 000 0 029 38 32

1 96 0 000

0 98 10- 1. 6

茯苓细胞破壁粉 3 91 0 000 0 050 14 61

1 96 10- 2. 54

0 98 10- 5. 9

病毒唑 0 78 10
- 1. 28 0 018 51 22

正常细胞对照

病毒对照 10- 6. 4

表 3 五积散及其提取物含药血清对 Cox. V A 16 的

抑制作用 ( x # s, n= 4)

Table 3 Inhibition of drug containing serum of Wuji San

and its extracts on Cox. V A 16 (x # s, n= 4)

组别 A值 细胞存活率/ % 抑毒指数

传统五积散 1 183 # 0 067 80 75 # 0 064 2 95 # 0 06

水提取物 1 139 # 0 094 77 75 # 0 082 1 27 # 0 04

SFE CO2提取物 1 152 # 0 088 78 64 # 0 076 2 61 # 0 04

五积散新制剂 1 204 # 0 059 82 18 # 0 061 3 49 # 0 06

茯苓细胞破壁粉 1 141 # 0 084 77 88 # 0 073 1 42 # 0 03

正常细胞对照 1 465 # 0 073 100 00 # 0 073 -

病毒对照 0 097 # 0 064 6 62 # 0 062 -

表 4 五积散及其提取物含药血清对 HRV

抑制作用 (x # s, n= 4)

Table 4 Inhibition of drug containing serum of Wuji San

and its extracts on HRV ( x# s, n= 4)

组别 TCID50 A 值 细胞存活率/ % 抑毒指数

传统五积散 10- 1. 89 1 220 # 0 039 93 98 # 0 024 4 23 # 0 04

水提取物 10- 2. 16 1 158 # 0 051 88 26 # 0 035 3 96 # 0 02

SFE CO2提取物 10
- 2. 10

1 215 # 0 028 92 60 # 0 006 4 02 # 0 05

五积散新制剂 10- 1. 21 1 229 # 0 018 93 69 # 0 041 4 79 # 0 03

茯苓细胞破壁粉 10- 3. 22 1 116 # 0 007 85 08 # 0 055 2 92 # 0 03

正常细胞对照 0. 000 1 312 # 0 009 100 -

病毒对照 10- 6. 12 0 077 # 0 002 9 98 # 0 062 -

各受试物组分别与病毒对照组、与正常对照组的抑

毒指数, 细胞存活率比较差异有统计学意义 ( P<

0 05) , 说明各含药血清均有较好的抗病毒以及保护

细胞作用,作用大小依次为:五积散新制剂> 传统五

积散> SFE CO2提取物> 水提取物> 茯苓细胞破

壁粉。

4 讨论

五积散由麻黄、白芷、桂枝、干姜、茯苓、当归、白

芍、桔梗、苍术、厚朴、陈皮、枳壳、法半夏、甘草、川芎

15味中药组成, 药理研究表明茯苓、麻黄、当归、白

芍、桔梗、苍术、甘草等药材中有效成分具有抗病毒

作用[ 5~ 11]。本研究将茯苓进行细胞破壁粉碎, 麻

黄、甘草、半夏、白芍、桂枝等 5味药材采用低温动态

水提取,其余白芷、当归、陈皮、枳壳、厚朴、桔梗、苍

术、川芎、干姜等 9味药材采用 SFE CO 2提取并

CD 包合,将上述提取物混匀制成五积散新制剂,以

不同提取物、五积散新制剂、五积散传统制剂及其含

药血清为研究对象,通过对 Cox . V、HRV 的抑制作

用,比较其抗病毒作用的强弱,结果表明五积散新制

剂优于五积散传统制剂; 五积散新制剂各提取物抗

病毒作用比较, SFE CO 2提取物> 水提取物> 茯苓

细胞破壁粉。结果表明, 五积散抗病毒作用,白芷、

当归、陈皮、枳壳、厚朴等 9味药贡献最大。
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