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葛根通过转录因子 EB 促进溶酶体生物发生抵抗病毒感染 
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摘  要：目的  研究葛根 Pueraria lobata 水提物的体内外抗病毒作用，基于溶酶体生物发生探究其抗病毒作用的细胞学机

制。方法  CCK-8 检测葛根水提物对非小细胞肺癌 A549 细胞活力的影响。利用表达绿色荧光蛋白的水疱性口炎病毒

（vesicular stomatitis virus expressing green fluorescent protein，VSV-GFP）感染 A549 细胞，荧光显微镜和流式细胞术检测葛根

水提物对 GFP 阳性细胞比例的影响；Western blotting 检测葛根水提物对 VSV 病毒 G 蛋白表达的影响；qRT-PCR 检测葛根

水提物对甲型流感病毒（influenza A virus，H1N1）、脑心肌炎病毒（encephalomyocarditis virus，EMCV）、单纯疱疹病毒 1 型

（herpes simplex virus type 1，HSV-1）病毒复制的影响。葛根水提物（0.8、1.6 g/kg）治疗 H1N1 病毒滴鼻感染小鼠，观察记

录其对小鼠的生存曲线、体质量变化和肺指数的影响，利用小动物 CT、肺组织苏木素-伊红（HE）染色观察药物治疗对肺组

织病理变化的影响；qRT-PCR 检测肺组织病毒载量、白细胞介素-6（interleukin-6，Il6）和肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis 

factor α，Tnfα）的基因表达。葛根水提物处理 MEF 胚胎成纤维细胞并进行转录组测序分析，qRT-PCR 检测溶酶体相关基因

表达。流式细胞术检测葛根水提物在转录因子 EB（transcription factor EB，TFEB）敲除的鼠永生化骨髓源性巨噬细胞（Tfeb−/− 

iBMDM）中对 GFP 阳性细胞比例的影响。结果  葛根水提物显著抑制细胞内 VSV-GFP 病毒复制和 VSV 病毒 G 蛋白表达

（P＜0.001），降低 H1N1、EMCV 和 HSV-1 病毒复制（P＜0.001）。葛根水提物能够提升 H1N1 感染小鼠的存活率，降低肺

部病毒载量，改善小鼠肺部病变情况。生物信息学分析表明葛根水提物上调溶酶体相关基因表达，并证明葛根水提物通过

TFEB 促进溶酶体生物发生抵抗 VSV 病毒感染（P＜0.001）。结论  葛根水提物通过 TFEB 促进溶酶体生物发生，从而在体

内外抑制病毒感染。 
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Abstract: Objective  To investigate the anti-viral effects of Pueraria lobata water extract in vitro and in vivo, and explore the cellular 

mechanisms of its anti-viral effects based on lysosomal biosynthesis. Methods   CCK-8 assay was performed to detect cell viability 

of A549 cells treated with P. lobata water extract. A549 cells were infected by vesicular stomatitis virus expressing green fluorescent 

protein (VSV-GFP), fluorescence microscopy and flow cytometry were used to evaluate the effect of P. lobata water extract on the 
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proportion of GFP positive cells; Western blotting was used to examine the effect of P. lobata water extract on the expression of VSV 

G protein; qRT-PCR was used to detect the effect of P. lobata water extract on the replication of influenza A virus (H1N1), 

encephalomyocarditis virus (EMCV), herpes simplex virus type 1 (HSV-1) respectively. P. lobata water extract was used to treat H1N1 

drop-nose infected mice at doses of 0.8 and 1.6 g/kg, the survival rate, body weight changes and lung inhibition index of mice were 

observed; CT images, hematoxylin-eosin (HE) staining of lung tissue were used to observe the effect of drug treatment on pathological 

changes in lung tissue; qRT-PCR was used to detect the viral load, interleukin-6 (Il6), and tumor necrosis factor α (Tnfα) gene 

expressions in lung tissue. MEF cells were treated with P. lobata water extract and subjected to transcriptome sequencing analysis, 

qRT-PCR was used to detect mRNA expressions of lysosomal related genes. Flow cytometry was used to detect effect of P. lobata 

water extract on the proportion of GFP positive cells in transcription factor EB (Tfeb)−/− of mouse immortalized bone marrow-derived 

macrophages (iBMDM). Results  P. lobata water extract significantly inhibited intracellular VSV-GFP virus replication and VSV 

virus G protein expression (P < 0.001), and reduced H1N1, EMCV and HSV-1 virus replication (P < 0.001). P. lobata water extract 

could improve the survival rate of H1N1 infected mice, reduce the viral load in lung, and improve lung lesions in mice. Bioinformatics 

analysis showed that P. lobata water extract up-regulated the expressions of lysosomal related genes, and demonstrated that P. lobata 

water extract promoted lysosomal biogenesis to resist VSV virus infection through TFEB (P < 0.001). Conclusion  P. lobata water 

extract promotes lysosomal biogenesis through TFEB, thereby inhibiting viral infection in vitro and in vivo. 

Key words: Pueraria lobata (Willd.) Ohwi; anti-virus; lysosomes; transcription factor EB; puerarin; 3′-hydroxy puerarin; 3′-methoxy 

puerarin; daidzin 

葛根为豆科植物野葛 Pueraria lobata (Willd.) 

Ohwi 的干燥根，味甘、辛，入脾胃经，具有解表退

热、生津止渴和升阳透疹的功效[1]。在传统中医方

剂如葛根汤、葛根芩连汤、柴葛解肌汤等复方中均

重用葛根以发挥药效。现代药理学研究表明，葛根

汤颗粒可治疗小鼠病毒性肺炎[2]；葛根芩连汤发酵

液抑制 Toll 样受体 7（Toll-like receptor 7，TLR7）

表达减少肺组织病毒载量，在流感治疗中发挥抗炎

作用[3]。另外，葛根所含成分葛根素[4]可以作为神经

氨酸酶抑制剂发挥抗流感作用[5-6]，也可通过调节干

扰素信号传导抵御猪流行性腹泻病毒（porcine 

epidemic diarrhea virus，PEDV）感染[7]。上述研究

表明，葛根具有潜在的广谱抗病毒功能。然而，目

前对葛根单味药的抗病毒机制研究十分有限，关于

葛根抗病毒药理研究不能很好地揭示其广泛的抗病

毒谱。提示可能存在某种共性的宿主因素在葛根抗

病毒过程中发挥了关键作用。 

溶酶体作为细胞内负责降解和循环利用的细胞

器，通过内吞和自噬等过程在维持细胞内稳态和代

谢调节中发挥着至关重要的作用[8]，参与包括炎症、

抗原呈递和抗病原体防御等免疫功能。研究表明，

溶酶体在抗病毒过程中发挥重要作用，其中的酸性

水解酶可以降解吞噬入细胞的病毒颗粒，限制病毒

在细胞内的复制和传播，发挥抗病毒功能[9-10]。溶酶

体生物发生的功能异常促进病毒感染，并可诱发免

疫疾病的发生与进展，如新冠感染重症化和自身免

疫性疾病。最新的研究表明，促进溶酶体的生物发

生在调控细胞内环境平衡、清除异常蛋白质和有害

物质、维持细胞稳态等方面发挥重要作用[11-12]。 

目前，葛根单味药的抗病毒现象和机制报道较

为有限，探究其抗病毒药理作用与机制具有重要意

义。本研究利用病毒感染细胞和动物模型，评价葛

根水提物体内外对多种病毒的抑制作用；通过对比

转录因子 EB（transcription factor EB，TFEB）基因

敲除细胞与野生型细胞中葛根的抗病毒功能，初步

阐明其依赖 TFEB 通路促进溶酶体生物发生，发挥

对病毒的抵抗作用。本研究揭示了葛根抗病毒感染

的临床应用的细胞学机制，并提供了中医药抗病毒

感染的新靶点。 

1  材料 

1.1  细胞和病毒 

人非小细胞肺癌 A549 细胞系、人源单核细胞

白血病 THP1 细胞系，来源于美国 ATCC；MEF 小

鼠原代胚胎成纤维细胞从小鼠胚胎中分离；TFEB

敲除 iBMDM 细胞（Tfeb−/− iBMDM）和对照细胞由

中国科学院生物物理研究所李新建研究团队馈赠。

细胞使用含 1%双抗、10%胎牛血清（fetal bovine 

serum，FBS）的高糖 DMEM 培养基，于 37 ℃、5% 

CO2 细胞培养箱培养。 

表 达 绿 色 荧 光 蛋 白 的 水 疱 性 口 炎 病 毒

（vesicular stomatitis virus expressing green fluorescent 

protein，VSV-GFP）为中山大学秦晓峰教授馈赠，

脑心肌炎病毒（encephalomyocarditis virus，EMCV）

为中国农业大学杨汉春教授馈赠，甲型流感病毒



 中草药 2024 年 8 月 第 55 卷 第 16 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 August Vol. 55 No. 16 ·5505· 

   

（influenza A virus，H1N1）为中山大学崔隽教授馈

赠，单纯疱疹病毒 1 型（herpes simplex virus type 1，

HSV-1）来自本实验室，病毒扩增后于−80 ℃保存。 

1.2  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，体质量 18～20 g，

6～8 周龄，购自斯贝福（北京）实验动物科技有限

公司，许可证号 SCXK（京）2019-0010。小鼠饲养

于温度 18～22 ℃、相对湿度 50%～60%、12 h 光

暗交替的环境中，自由进食饮水。动物实验经北京

中医药大学实验动物伦理委员会批准（批准号

BUCM-2024-033101-1160），严格按照动物实验相关

章程执行。 

1.3  药材 

葛根饮片（批号 230506009）购自北京仟草中

药饮片有限公司，经北京北中大药业有限公司平玉

杰执业中药师鉴定为豆科植物野葛P. lobata (Willd.) 

Ohwi 的干燥根。 

1.4  药品与试剂 

PBS 溶液（批号 C3580-0500）购自上海达特希

尔生物科技有限公司；磷酸奥司他韦胶囊（以奥司

他韦计 75 mg/粒，批号 0222311006）购自宜昌长江

药业有限公司；Trizol Reagent（批号 15596018）购

自 Invitrogen 公司；Evo M-MLV RT Kit（批号

AG11711）、SYBR® Green Premix Pro Taq HS qPCR 

Kit（批号 AG11701）购自湖南艾科瑞生物工程有限

公司；DMEM 高糖培养基（批号 C11995500CP）、

青霉素-链霉素（10 000 U/mL，批号 15140-122）、

FBS（批号 2358184P）购自美国 Gibco 公司；0.25%

胰蛋白酶/EDTA 细胞消化液（批号 T1300）购自北

京索莱宝科技有限公司；CCK-8 细胞增殖-毒性检测

试剂盒（批号 CK04）购自东仁化学科技（上海）有

限公司；VSV-G tag 重组抗体（批号 ab183497）购

自英国 Abcam 公司；超敏 ELC 发光液（批号

WBKLS0500）购自美国 Millipore 公司；HRP 标记

的羊抗兔 IgG 二抗（批号 M21002）购自艾比玛特

医药科技（上海）有限公司；甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）多克隆抗体（批号 10494-1-AP）购自武汉

三鹰生物技术有限公司；异氟烷（批号 902-03087-

00）购自山东安特牧业科技有限公司；甲酸（色谱

纯，批号 2023041701）、甲醇（分析纯，批号

2022092002）购自成都市科隆化学品有限公司；乙

腈（色谱级，批号 F22M8G206）购自美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司。 

1.5  仪器 

CytoFLEX 流式细胞仪（美国 Beckman 公司）；

CFX96 型荧光定量 PCR 仪、T100 型 PCR 仪、

PowerPac 型基础电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；

SpectraMax i3x 型多功能酶标仪（美谷分子仪器有

限公司）；SK-L180-Pro 型数控线性摇床（大龙兴创

实验仪器股份公司）；Sorvall™ Legend Micro 21R 型

微量离心机、1300 Series A2 型生物安全柜、Heracell 

150i 型 CO2 培养箱（美国 Thermo 公司）；DK-8D 型

电热恒温水槽（上海一恒科技有限公司）；EPS-300

型数显式稳压稳流电泳仪（天能公司）；SCl-VS 型

可调式混匀仪（美国 Scilogex 公司）；SkyScan 1276

型 CMOS Micro-CT（比利时 Bruker 公司）；CKX53

型倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；Agilent 1290

型 UHPLC 超高效液相色谱仪、Agilent 6530 LC/Q-

TOF 高分辨质谱仪（美国安捷伦公司）；WP-Z-UV

型微量元素型超纯水机（四川沃特尔水处理设备有

限公司）；BK-360B 型超声机（济南巴克超声波科技

有限公司）。 

2  方法 

2.1  葛根水提物的制备 

将葛根饮片粉碎，过 100 目筛，加入 8 倍量超

纯水回流提取 3 次，每次 2 h[13]，合并滤液，浓缩，

得葛根水提物浸膏，将所得水提物干燥成粉末，4 ℃

保存备用。使用时称取适量葛根水提物粉末，加入

PBS 溶解并用 0.22 μm 细胞筛滤过，母液质量浓度

为 100 mg/mL。 

2.2  UPLC-QTOF 高分辨质谱分析 

2.2.1  供试品溶液的制备  称取葛根水提物粉末

0.5 g，加入 50%甲醇 10 mL，超声 30 min，放冷，

取提取液适量离心；离心后取上清液过 0.22 μm 滤

膜，取滤液作为供试品溶液。 

2.2.2  色谱条件   Waters HSS T3 色谱柱（100 

mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相为乙腈（A）-0.1%

甲酸水溶液（B），梯度洗脱：0～20 min，5%～50% 

A；20～25 min，50%～90% A；25～30 min，90% 

A；30～30.5 min，90%～5% A；柱温 35 ℃；体积

流量 0.3 mL/min；进样量 0.2 μL。 

2.2.3  质谱条件  离子源为电喷雾电离源（ESI）；

正、负离子同时扫描；扫描模式为 254 nm 全波长扫

描；扫描范围 m/z 100～1 700；毛细管温度 300 ℃；

锥孔电压 100 ℃；鞘气温度 350 ℃；鞘气体积流量



·5506· 中草药 2024 年 8 月 第 55 卷 第 16 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 August Vol. 55 No. 16 

    

11 L/min。 

2.2.4  数据处理   将采集得到的原始数据导入

Qualitative Analysis 10.0 软件，通过其向导设置及方

法模板，建立未知化合物鉴定流程，对原始数据进

行峰提取。将样品紫外色谱图中选取特征峰进行分

析，通过提取得到的分子离子色谱峰、同位素峰拟

合出可能的分子式，并将二级碎片与 PCDL 二级数

据库进行匹配，过滤质量偏差大于 7.5×10−6、匹配

得分低于 80 分的结果，获得分析结果。 

2.3  细胞活力测定 

A549 细胞以 2.5×104个/孔接种于 96 孔板，培

养过夜使细胞完全贴壁；用 DMEM 完全培养基配

制 1.25、2.50、5.00、10.00、20.00 mg/mL 的葛根水

提物加入细胞中，另设置不含药物的对照组以及不

接种细胞不含药物的空白孔，于 5% CO2、37 ℃细

胞培养箱中培养；分别在培养 12、24 h 后，每孔加

入 10 μL CCK-8 试剂孵育 30 min，使用酶标仪测定

450 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞相对存活率。 

细胞相对存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.4  流式细胞术检测葛根水提物对 A549 细胞中

VSV-GFP 病毒复制的影响 

A549 细胞以 1.2×105个/孔接种于 24 孔板，培

养过夜至细胞贴壁后，设置对照组、模型组和葛根

水提物（1.25、2.50、5.00 mg/mL）组，除对照组外，

VSV-GFP 以 0.02 的感染复数（ multiplicity of 

infection，MOI）感染各组细胞，加药共同孵育。12 h

后用预冷 PBS 清洗细胞 2 次，取 100 μL 胰酶消化，

200 μL 完全培养基终止消化，收集细胞至流式管，

采用流式细胞仪上机检测 GFP 阳性细胞比例。 

2.5  荧光显微镜检测葛根水提物对 A549 细胞中

VSV-GFP 表达的影响 

细胞接种、分组、造模、给药方式同“2.4”项，

共同孵育 16 h 后，在荧光显微镜下拍摄并计算 GFP

平均荧光强度。 

2.6  Western blotting 检测葛根水提物对 A549 细

胞中 VSV 病毒 G 蛋白表达的影响 

细胞接种、分组、造模、给药方式同“2.4”项，

共同孵育 16 h 后，收集细胞，加入 IP 裂解液充分

裂解，离心后取上清，加入 Loading Buffer，100 ℃

使蛋白变性，BCA法测定蛋白浓度，进行SDS-PAGE

电泳、湿法转膜、封闭，于 4 ℃孵育 VSV-G 抗体

（1∶3 000）过夜，然后室温孵育羊抗兔二抗（1∶

5 000）1 h，加入 ECL 化学发光试剂，于凝胶成像

仪中曝光显影。 

2.7  qRT-PCR 检测葛根水提物对 H1N1、EMCV

和 HSV-1 病毒 mRNA 表达的影响 

细胞接种、分组同“2.4”项，分别使用 H1N1

（MOI＝0.1），EMCV（MOI＝0.1）和 HSV-1（MOI＝

1）感染细胞，加药共孵育 12 h 后，收集细胞，加

入 Trizol Reagent 提取 RNA，然后反转录为 cDNA

进行 qRT-PCR 实验，检测病毒基因的表达水平。引

物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 种属 上游引物序列 (5’-3’) 下游引物序列 (5’-3’) 

ACTB 人 CATGTACGTTGCTATCCAGGC CTCCTTAATGTCACGCACGAT 

H1N1-HA 病毒 CCCGGAAATAGCAGAAAGACCCAAAGTA GCCGGACCCAAAGCCTCTACTCAGT 

EMCV-1C 病毒 CCGCGATGATGAAGGGCAAG  CGGGCATCCTGGTGGGTAAGT 

HSV-1-ICP27 病毒 TTTCTCCAGTGCTACCTGAAGG TCAACTCGCAGACACGACTCG 

Actb 鼠 GTGACGTTGACATCCGTAAAGA GCCGGACTCATCGTACTCC 

Il6 鼠 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG 

Tnfα 鼠 CAGGCGGTGCCTATGTCTC CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG 

NPC1 人 TGGAGGGATTGTGGTGTTGG ATCGCTCTTCAGTGGCACAA 

NPC2 人 CAAAGGACAGTCTTACAGCGT GGATAGGGCAGTTAATTCCACTC 

CTSO 人 GCCTTCCGGGAAAGTCTTAATAG TCCAGTCAAATCTTAACGGCAAA 

CTSL 人 GGAGGAGAGCAGTGTGGGAGAA TGGGGGCCTCATAAAACAGA 

CTSD 人 TGCTCAAGAACTACATGGACGC CGAAGACGACTGTGAAGCACT 

LIPA 人 CCCACGTTTGCACTCATGTC CCCAGTCAAAGGCTTGAAACTT 

Ctsd 鼠 CGATTATCAGAATCCCTCTGCG GGTCTTAGGCGATGACTGCAT 

Sqstm1 鼠 GAACTCGCTATAAGTGCAGTGT AGAGAAGCTATCAGAGAGGTGG 

Mcoln1 鼠 GTCGGTGTCATTCGCTACCTGA GAACGATCCAGCCACAGAAGCA 

Lipa 鼠 TGCCTGAGTTGGCAAAGAAGA GTGGGTGCAAACGTGAATGC 

Hps1 鼠 AGCAGCCAAAACATCCCAGT CAGACGAGGCTACCTGAACTC 

Naglu 鼠 GGCTGACACCTTCAATGAGATGC AGCAGCCAAACAGCATCAGGGT 
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2.8  葛根水提物对流感病毒感染小鼠的保护作用 

小鼠适应性饲养 1 周，随机分为对照组、H1N1

感染模型组、奥司他韦（40 mg/kg）组和葛根水提

物低、高剂量（0.8、1.6 g/kg）组，每组 10 只。病

毒感染前，葛根水提物和奥司他韦组小鼠 ig 相应药

物预处理 3 d；感染时用异氟烷麻醉小鼠，除对照组

外，第 0 天将流感病毒液以滴鼻的方式感染小鼠（每

只 40 μL）建立模型。各给药组 ig 相应药物，对照

组和模型组 ig 生理盐水，每天 1 次，连续 9 d，记

录小鼠生存情况和体质量变化。给药组小鼠第 7 天

每组随机选取 5 只小鼠，处死前拍摄 CT；采集肺组

织，称定肺质量计算肺指数抑制率，肺组织用于检

测病毒载量、白细胞介素-6（interleukin-6，Il6）与

肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，Tnfα）和

苏木素-伊红（HE）染色切片。统计各组剩余小鼠存

活天数及死亡数，计算生存率与体质量变化情况。 

2.9  RNA 测序及转录组分析 

MEF 细胞以 2.4×105 个/孔接种到 12 孔板中，

培养过夜以贴壁，单独加入 4 mg/mL 葛根水提物处

理 24 h，收集细胞，加入 Trizol Reagent 提取 RNA，

由华大基因股份有限公司进行测序分析。 

2.10  qRT-PCR 检测葛根水提物对溶酶体相关

mRNA 表达的影响 

MEF 细胞以 2.4×105 个/孔接种到 12 孔板中，

培养过夜，加入 4 mg/mL 葛根水提物处理；THP1

细胞以 1×106个/孔接种到 12 孔板，加入 4 mg/mL

葛根水提物处理。培养 24 h 后分别收集细胞，加入

Trizol Reagent 提取 RNA，然后反转录为 cDNA 进

行 qRT-PCR 实验，检测 TFEB、组织蛋白酶 O

（cathepsin O，CTSO）、组织蛋白酶 D（cathepsin D，

CTSD）、组织蛋白酶 L（cathepsin L，CTSL）、溶酶

体酸性脂肪酶（lysosomal acid lipase，LIPA）、神经

鞘脂蛋白 1 溶酶体膜蛋白（Niemann-Pick C1，

NPC1）、神经鞘脂蛋白 2 溶酶体膜蛋白（Niemann-

Pick C2，NPC2）、选择性自噬受体（sequestosome 1，

Sqstm1）、氯离子通道蛋白 1（mucolipin 1，Mcoln1）、

黏附蛋白综合体亚基1（Hermansky-Pudlak syndrome 

1，Hps1）、N-乙酰-α-葡萄糖氨基葡萄糖苷酶（N-

acetyl-alpha-glucosaminidase，Naglu）基因 [14-19]的

mRNA 表达。引物序列见表 1。 

2.11  流式细胞术检测葛根水提物在 Tfeb−/− 

iBMDM 细胞中对 VSV-GFP 病毒复制的影响 

将 Tfeb−/− iBMDM 和对照细胞以 5×105 个/孔

接种到 24 孔板中，培养过夜至贴壁，设置对照组、

模型组和葛根水提物（0.6、1.2、2.5 mg/mL）组，

除对照组外，VSV-GFP（MOI＝0.02）感染各组细胞，

同时加药共同孵育。12 h 后，收集细胞至流式管，

采用流式细胞仪上机检测 GFP 阳性细胞比例，计算

GFP 阳性抑制率。 

2.12  统计学分析 

数据用 GraphPad Prism 软件进行可视化处理和

统计学分析，以 x s 表示，两组样本间通过双尾非

配对 t 检验进行比较，多组样本间通过单因素方差

分析进行比较。 

3  结果 

3.1  葛根水提物的成分测定 

 利用高分辨质谱分析技术鉴定分析葛根水提物

中所含成分，LC-MS/MS 基峰图见图 1。《中国药典》

2020 年版规定葛根素为葛根的主要有效成分[1]，另

外 3′-羟基葛根素、3′-甲氧基葛根素、大豆苷的含量

是葛根优质药材产地与质量控制的参考指标[20]。通

过分析测得本研究所使用的葛根水提物有上述几种

葛根的有效成分（表 2）。 

 

图 1  葛根水提物的 LC-MS/MS 基峰图 

Fig. 1  LC-MS/MS base peak map of P. lobata water 

extract 

3.2  葛根水提物对 A549 细胞存活率的影响 

如图 2 所示，根据 A549 细胞存活率计算得到

葛根水提物对 A549 细胞的 12 h 半数抑制浓度（half 

inhibitory concentration，IC50）为 20.14 mg/mL，5 

mg/mL 葛根水提物对 A549 细胞未显示明显细胞毒

性，因此在后续的实验中，葛根水提物的质量浓度

设定为 5 mg/mL 及以下。 

3.3  葛根水提物对 VSV 复制的影响 

为了评估葛根是否具有抗病毒活性，首先用

VSV 病毒感染 A549 细胞，检测药物处理后 VSV 病

毒复制情况。如图 3-A、D 所示，VSV-GFP 感染 A549 
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表 2  葛根水提物的主要成分 

Table 2  Main components of P. lobata water extract 

峰号 tR/min 分子式 理论值 (m/z) 实测值 (m/z) 离子模式 二级碎片 鉴定结果 

1 5.526 C21H20O10 432.105 6 433.118 6 正离子 379.080 8, 367.080 2, 313.070 2, 283.060 3, 179.034 5 3′-羟基葛根素 

    431.098 8 负离子 341.065 6, 311.055 1, 283.060 2, 255.062 7  

2 6.573 C21H20O9 416.110 7 417.124 6 正离子 399.107 2, 381.096 6, 351.086 0, 321.075 1, 297.075 6, 

267.064 6, 239.070 9 

葛根素 

    415.124 6 负离子 325.071 0, 295.061 2, 267.064 7, 253.048 3, 223.068 7  

3 6.902 C22H22O10 446.121 3 447.132 3 正离子 429.117 9, 411.107 7, 381.096 8, 351.086 0, 327.086 1, 

297.074 5 

3′-甲氧基葛根素 

    445.114 2 负离子 325.070 8, 310.049 0, 297.074 0, 282.050 4, 225.052 6  

4 7.759 C21H20O9 416.113 1 417.122 8 正离子 255.064 8, 199.073 5, 137.023 0 大豆苷 

    451.079 6 负离子 415.103 9, 253.049 3, 224.043 2  

 

图 2  葛根水提物对 A549 细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of P. lobata water extract on survival rate of 

A549 cells ( x s , n = 3) 

细胞后，通过荧光显微镜观察绿色荧光强度可判断

病毒在细胞内的复制情况。加药加病毒后绿色荧光

显著减弱，表明加入葛根水提物后 VSV 病毒感染

受到抑制（P＜0.001）。如图 3-B、E 所示，与对照

组比较，VSV-GFP 感染引起了 A549 细胞 GFP 阳性

细胞比例的增加（P＜0.001）；与模型组比较，葛根

水提物呈剂量相关性地减少了 GFP 阳性细胞的比

例（P＜0.001），尤其在质量浓度为 5 mg/mL 时抑制

病毒复制的效果显著。此外，通过 Western blotting

检测细胞内 VSV 病毒 G 蛋白表达，评估葛根水提

物对野生型 VSV 的抑制作用。如图 3-C、F 所示，

 

A、D-荧光显微镜检测葛根水提物对 VSV-GFP 病毒复制的影响（×10）；B、E-流式细胞仪检测葛根水提物对 VSV-GFP 病毒复制的影响；C、

F-Western blotting 检测葛根水提物对 VSV-G 蛋白表达的影响；与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001，图 4～

6 同。 

A, D-effect of P. lobata water extract on VSV-GFP virus replication by fluorescence microscopy (× 10); B, E-effect of P. lobata water extract on VSV-

GFP virus replication by flow cytometry; C, F-effect of P. lobata water extract on VSV-G protein expression by Western blotting; ###P < 0.001 vs control 

group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as Figs. 4—6. 

图 3  葛根水提物对 A549 细胞中 VSV 病毒复制的抑制作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Inhibition of P. lobata water extract on VSV replication in A549 cells ( x s , n = 3)
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与模型组比较，2.5、5.0 mg/mL 葛根水提物明显抑

制了 G 蛋白表达（P＜0.001）。以上结果表明葛根水

提物能够在细胞水平显著抑制 VSV 的复制。 

3.4  葛根水提物对 H1N1、EMCV、HSV-1 病毒复

制的影响 

为了探究葛根水提物对不同病毒的抑制作用，

利用 H1N1、EMCV、HSV-1 感染 A549 细胞，同时

加入葛根水提物处理 12 h。如图 4 所示，与模型组

比较，葛根水提物呈剂量相关性地抑制了 H1N1、

EMCV 和 HSV-1 的病毒基因表达（P＜0.001）。结

果表明，葛根水提物能够在细胞水平显著抑制

H1N1、EMCV 和 HSV-1 的复制。

 

图 4  葛根水提物对 H1N1、EMCV 和 HSV-1 感染细胞中病毒 RNA 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of P. lobata water extract on viral RNA expression in H1N1, EMCV and HSV-1 infected cells ( x s , n = 3)

3.5  葛根水提物在小鼠体内抗 H1N1 的影响 

进一步采用 H1N1 感染小鼠模型评估葛根水提

物的体内抗病毒效果。如图 5-A 所示，模型组小鼠

在感染后第 4 天死亡超过半数，经葛根水提物治疗

的小鼠生存率、体质量变化情况均优于 H1N1 模型

组（图 5-B），表明葛根水提物提高流感病毒感染小

鼠的生存情况。CT 结果显示，与对照组比较，模型

组小鼠明显肺部发白；葛根水提物高、低剂量组治

疗后，均有明显改善（图 5-C）。HE 染色结果显示，

对照组小鼠肺泡无明显增大，组织结构正常；模型

组小鼠肺间质有大面积炎症反应和炎症细胞的浸

润；葛根水提物高、低剂量组均能明显改善小鼠肺

内病变程度（图 5-D）。同时，葛根水提物呈剂量相

关性地降低肺指数抑制率（P＜0.01，图 5-E）。qRT-

PCR 结果显示，与模型组比较，葛根水提物处理组

H1N1 病毒基因表达下降（P＜0.001，图 5-F），炎症

因子 Il6、Tnfα 表达均显著降低（P＜0.01、0.001，

图 5-G、H）。上述结果表明葛根水提物在体内显著

抑制流感病毒感染。 

3.6  转录组分析显示葛根水提物诱导溶酶体生物

发生和功能的激活 

为了探究葛根水提物的抗病毒机制，对葛根水

提物处理的 MEF细胞进行 RNA 测序以及转录组分

析。通过基因本体（gene ontology，GO）富集分析，

发现溶酶体相关基因被显著富集（图 6-A），如

Slc38a9、Slc48a1 和 Vps18 等与溶酶体发生和功能

有关的基因[21-22]上调表达（表 3）。进一步在 MEF

（图 6-B）和 THP1 细胞（图 6-C）中检测 4 mg/mL

葛根水提物处理 24 h溶酶体生物发生和功能相关基

因表达情况，结果显示，与对照组比较，这些基因

被显著上调（P＜0.001）。 

在溶酶体生物发生和功能的研究中，TFEB 主

要调控溶酶体生物发生和自噬等基本细胞过程[23]。

在 Tfeb−/− iBMDM 细胞中，与对照细胞相比，葛根

水提物在敲除细胞中的抗病毒能力明显减弱（图 6-

D）。结果表明，葛根水提物可能在细胞中通过部分

影响溶酶体生物发生和功能而发挥抗病毒作用。 

4  讨论 

葛根性凉味甘，善于解表退热，可帮助清除外

邪，提升机体抵抗力；升阳止泻有助于调节肠道功

能，维护肠道免疫屏障；脱毒外出能清除体内毒素，

减轻炎症，维持免疫系统正常功能。这些作用使葛

根被认为在中医理论中具有调节免疫功能的作用，

有助于增强免疫力以增强机体抗病功能。同时，葛

根作为药食同源中药，具有应用广泛、安全性高的

特点[24]。现有临床治疗多以含葛根的复方形式出

现，用于扩张血管、改善微循环、抗炎镇痛、免疫

调节[25-29]。此外，葛根中的活性成分葛根素影响的

免疫调节功能也被广泛报道，葛根素通过促进巨噬

细胞发生 M2 极化抑制脂多糖诱导的炎症反应；葛 
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A-各组小鼠生存率；B-各组小鼠体质量百分比；C-各组小鼠肺部 CT 结果；D-各组小鼠肺组织 HE 切片（×2.25）；E-各组小鼠肺指数抑制率；

F-各组小鼠肺组织病毒载量；G、H-各组小鼠肺组织炎症因子表达。 

A-survival rate of mice in each group; B-body weight percentage of mice in each group; C-CT scans of lungs of mice in each group; D-HE sections of 

lung in each group of mice (× 2.25); E-inhibition rate of lung index of mice in each group; F-lung viral load of mice in each group; G, H-expressions of 

inflammatory factors in lung tissue of mice in each group. 

图 5  葛根水提物对 H1N1 感染小鼠的保护作用 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  Effect of P. lobata water extract on influenza virus-infected mice ( x s , n = 5)
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A-葛根水提物处理细胞的 GO 功能富集分析；B、C-qRT-PCR 检测葛根水提物对溶酶体相关基因表达的影响；D-流式细胞检测葛根水提物在

Tfeb−/− iBMDM 细胞中对 VSV-GFP 病毒的影响。 

A-GO function enrichment analysis of cells treated with P. lobata water extract; B, C-effect of P. lobata water extract on expressions of lysosomal related 

genes by qRT-PCR; D-effect of P. lobata water extract on VSV-GFP virus replication by flow cytometry in Tfeb−/− iBMDM. 

图 6  葛根水提物对溶酶体生物发生和功能的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of P. lobata water extract on lysosomal biogenesis and function ( x s , n = 3)

表 3  葛根水提物对溶酶体相关基因上调情况 

Table 3  Up-regulation of lysosomal related genes by P. 

lobata water extract 

基因 log2(葛根提取物/对照) 基因 log2(葛根提取物/对照) 

Mfsd4b5 2.700 439 718 Ramp3 1.216 575 095 

Arrdc3 2.570 782 172 Abca5 1.199 648 466 

Mt1 2.428 295 877 Vps18 1.168 621 165 

Ftl1 2.235 820 564 Prdx6 1.163 398 628 

Slc48a1 2.144 684 475 Slc30a4 1.140 862 536 

Hyal1 1.784 595 676 Bloc1s2 1.126 292 974 

Cd68 1.558 967 292 Cln3 1.113 843 089 

Cat 1.494 738 324 H2-DMa 1.088 268 189 

Syt11 1.490 688 469 Gm2a 1.071 232 024 

Sqstm1 1.465 042 956 Gpr137b 1.056 307 441 

Mfsd13b 1.416 839 742 Rptor 1.046 596 278 

Atp13a2 1.375 581 210 Bbc3 1.041 222 663 

Kif2a 1.324 375 121 Abca2 1.036 220 188 

Cd34 1.294 183 104 Abhd6 1.017 890 159 

Slc38a9 1.264 742 748 Nbr1 1.014 051 850 

Sod1 1.229 458 746 Vps11 1.000 885 904 

Meak7 1.218 740 027   

根素促进核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2，Nrf2）表达和核转位，

减少活性氧积累和脂质过氧化，提高细胞抗氧化能

力[30-31]。然而，鲜有葛根单味药的抗病毒研究。因

此，阐明葛根的抗病毒功能与机制，有利于其药用

价值的进一步提升。 

溶酶体抵抗病毒感染引发的细胞应激的过程

中，细胞自噬发挥了重要的调节作用。细胞自噬作

为一种细胞保守的防御机制，可将病毒或病毒蛋白

运送到溶酶体进行降解，激活先天性和适应性免疫

反应，并减少病毒感染诱导的细胞死亡[32-33]。于此，

SARS-CoV-2 通过抑制自噬溶酶体的形成和功能导

致溶酶体损伤，发挥了病毒的逃逸功能[34]；流感病

毒通过复制干扰细胞自噬并阻断溶酶体融合，增加

自噬体的积累，促进病毒复制[35]；细胞自噬保护中

枢神经系统免受 Sindbis 病毒感染等[36]。TFEB 是维

持溶酶体功能稳态的核心转录因子之一，在细胞受
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到应激信号刺激后转录入核，激活一系列与自噬和

溶酶体功能相关的基因，提升细胞内病原体清除与

细胞应激状修复能力[37]。在本研究中，利用 RNA 转

录组测序和生物信息学分析了葛根水提物处理后的

细胞样品，发现其处理促进溶酶体功能、自噬溶酶

体相关功能的基因上调表达并被显著富集；并用实

验验证溶酶体生物合成相关基因，如 Lipa、Ctsd、

Ctso 等表达显著上调。在此基础上，本研究进一步

探究了葛根的抗病毒功能与溶酶体生物发生相关的

关键 TFEB 信号通路的关系。利用野生型与 Tfeb 敲

除细胞结合病毒感染模型，研究初步证明了葛根的

抗病毒功能部分依赖于 TFEB 信号通路。 

本研究采用了多种病毒（包括 VSV、H1N1、

EMCV 和 HSV-1）感染的细胞模型，结合流式细胞

术和 qRT-PCR 等技术，揭示葛根水提物在细胞水平

对上述病毒都展现出抗病毒复制作用，并呈现剂量

相关性。利用 H1N1 病毒滴鼻感染模型，发现葛根

水提物治疗延长感染小鼠的生存时间，缓解小鼠的

体质量下降情况；小动物 CT 结果显示葛根水提物

能够有效减少病毒感染引发的“白肺”状况；并证

明葛根水提物处理降低病毒感染小鼠肺组织的病毒

载量。 

本研究揭示了葛根在细胞内抵抗 VSV、H1N1、

EMCV 和 HSV-1 病毒复制的作用，并在小鼠体内抑

制 H1N1 病毒的感染，其通过 TFEB 信号通路促进

细胞溶酶体的生物发生从而发挥抗病毒的功能。本

研究不仅明确了葛根体内外的抗病毒复制作用，还

为以 TFEB 为靶标的中医药抗病毒研究提供了新的

研究思路。 
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