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板蓝根为十字花植物菘蓝 Isatis indigotica Fort.的干燥根，

具有清热解毒、凉血消肿之功效，临床上广泛用于治疗流感、

腮腺炎、温病发热、流行性乙型脑炎、肝炎等疾病[1]，是公认的
有效的抗病毒中药之一。然而，其抗病毒的物质基础不明，临
床主要应用剂型为颗粒剂，这种制剂服用剂量大，质量控制指
标不明确，限制了产品的二次开发。有关板蓝根有效部位的
研究已有大量报道，如有机酸[2]、氨基酸[3]、总生物碱、表告依
春[4]、核苷[5]、多糖[6]等均具有良好的抗病毒作用，均被认为是板
蓝根的活性成分。板蓝根成分复杂多样，对其清热解毒物质
基础的认识还不统一。本课题组在研究中发现，板蓝根中有

较高含量的多肽，在体外具有一定的抗流感病毒作用，现拟对

其进行初步的体内抗流感病毒实验，以为板蓝根的进一步开
发和质量控制提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

可调式移液器（日本Nichiryo公司）；1-14型离心机（德国
Sigma公司）；AL-204型电子天平[梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司]；F200/M200 型酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；Avanti

J30I型大容量冷冻离心机（美国Beckman公司）；ALPLTA 1-2

型冷冻干燥机（德国Christ公司）；SG403TXCEⅡ级生物安全
柜（美国Baker公司）。

1.2 药材

板蓝根，2011年10月购自甘肃，经湖南中医研究院刘春海
副研究员鉴定为真品。

1.3 药品与试剂

利巴韦林注射液（山东鲁抗辰欣药业有限公司，批号：

11033015，规格：50 mg/ml）；732型强酸性阳离子树脂（南开大
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摘 要 目的：研究板蓝根多肽对流感病毒感染小鼠的抗病毒作用。方法：以4倍半数致死量的流感病毒H1N1（A/PR8/34）液滴

鼻感染以复制小鼠流感病毒感染模型。小鼠均分为正常对照（等容生理盐水）组、模型（等容生理盐水）组、利巴韦林（腹腔注射，

40 mg/kg）组与板蓝根多肽高、中、低剂量（灌胃给药，200、100、50 mg/kg）组，连续给药7 d。测定小鼠死亡率、生存时间、肺指数、病

毒滴度与T、B淋巴细胞增殖情况。结果：与正常对照组比较，模型组小鼠死亡率升高，生存时间缩短，肺指数升高，T、B淋巴细胞

减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，板蓝根多肽高、中剂量组小鼠死亡率降低，生存时间延长，感染第5天肺指数

降低，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）；板蓝根多肽高剂量组小鼠感染第3天病毒滴度降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；

板蓝根多肽高、中、低剂量组小鼠T、B淋巴细胞增加，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。结论：板蓝根多肽具有明显的抗病

毒和促进免疫的作用。
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Study on Anti-virus Effect of Peptides from Isatis indigotica on the Mice Infected by Influenza Virus
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the anti-virus effect of peptides from Isatis indigotica on the mice infected with influenza vi-

rus. METHODS：Mice models of influenza virus infection were induced by nasal drops of 4LD50 influenza virus H1N1（A/PR8/34）.

Mice were divided into normal control group（constant volume of normal saline），model group（constant volume of normal sa-

line），ribavirin group （i.p.，40 mg/kg，consecutive 7 days） and I. indigotica peptides high-dose，medium-dose and low-dose

groups（i.g.，200，100，50 mg/kg，consecutive 14 days）. The mortality，survival time，lung index，virus titer，the proliferation of

T and B lymphocyte in mice were determined. RESULTS：Compared with normal control group，the mortality，lung index of mice

in model group were increased significantly，while survival time，the proliferation of T and B lymphocyte was decreased significant-

ly；there was statistical significance（P＜0.01）. Compared with model group，the mortality，survival time and lung index on 5th

day were decreased significantly in I. indigotica peptides high-dose and medium-dose groups；there was statistical significance（P＜

0.01 or P＜0.05）；virus titer of I. indigotica peptides high-dose was decreased significantly on 3rd day；there was statistical signifi-

cance（P＜0.05）；T and B lymphocyte of I. indigotica peptides high-dose，medium-dose and low-dose groups were increased signifi-

cantly；there was statistical significance（P＜0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS：I. indigotica peptides can obviously inhibit influen-

za virus in vivo and improve immune function.
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学化工厂）；伴刀豆球蛋白（Con A）、脂多糖（LPS）均购自美国

Sigma公司。

1.4 动物与流感病毒

SPF 级KM小鼠，♀♂兼半，体质量14～16 g，由青岛市实

验动物和动物实验中心提供[实验动物使用许可证号：SCXK

（鲁）2009-011]。甲型流感病毒鼠肺适应株H1N1（A/PR8/34）

由中国科学院武汉病毒研究所提供，在9～10 d龄的SPF鸡胚

中传代增殖后，测定其对小鼠半数致死量（LD50）为10－5，分装，

于－80 ℃贮藏，备用。

2 方法
2.1 板蓝根总肽的制备

取板蓝根药材5 kg，粉碎后过40目筛，加15倍量的水浸渍

24 h（4 ℃），用纱布粗滤，以离心半径为8 cm、6 000 r/min离心

10 min，经截留分子质量为 1 kDa的超滤膜超滤浓缩，用盐酸

调 pH4，过 732型强酸性阳离子树脂，用蒸馏水洗脱 4个体积，

用氨水（pH8）洗脱5～8个体积，再经截留分子质量为1 kDa的

超滤膜超滤浓缩，冷冻干燥，即得。经 SDS-PAGE 电泳鉴定

分子质量主要分布 15～35 kDa，采用 BCA 法测定含量为

91.06％[7]。

2.2 板蓝根多肽对模型小鼠死亡率、生存时间的影响

60只小鼠随机均分为 6组，即正常对照（ig，等容生理盐

水）组、模型（ig，等容生理盐水）组、利巴韦林（ip，40 mg/kg）组

与板蓝根多肽高、中、低剂量（ig，200、100、50 mg/kg）组。乙醚

轻度麻醉小鼠，以 4 LD50的流感病毒H1N1（A/PR8/34）液滴鼻

（0.05 ml/只）以复制小鼠流感病毒模型。复制模型当日给药，

每天1次，连续7 d。自复制模型当日起连续观察14 d，计算各

组小鼠死亡率及平均生存时间。

2.3 板蓝根多肽对模型小鼠不同时相肺损伤及病毒增殖的

影响

复制模型与分组、给药同“2.2”项下方法。于给药 24、72、

120 h 分别处死 1/3小鼠，摘取肺脏称量，计算肺指数[肺指数

（％）＝（肺质量/小鼠体质量）×100％]，将肺组织置匀浆器中加

生理盐水[肺质量（g）∶生理盐水（ml）＝1 ∶ 9]研磨制成匀浆，

4 ℃下以离心半径为 8 cm、2 500 r/min 离心 20 min 后取上清

液，用微量血凝实验检测小鼠肺组织中病毒滴度。

2.4 板蓝根多肽对模型小鼠机体免疫功能的影响

复制模型与分组、给药同“2.2”项下方法。给药5 d后断头

处死小鼠，无菌摘取脾脏，常规制备脾细胞悬液，MTT法测定

T、B淋巴细胞的增殖情况[8]。

2.5 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS17.0统计软件处理实验数

据。多组间比较先用单因素分析其正态分布，后以LSD法进

行统计。不同时间点测定同一数据采用重复测量方差分析

法。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 板蓝根多肽对模型小鼠死亡率、生存时间的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠死亡率升高，生存时间缩

短，差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，板蓝根多肽

高、中剂量组小鼠死亡率降低，生存时间延长，差异有统计学

意义（P＜0.01或 P＜0.05）。结果表明，板蓝根多肽对流感病

毒感染小鼠的死亡具有保护作用，能明显延长小鼠的存活时

间。板蓝根多肽对模型小鼠死亡率、生存时间的影响见表1。

表1 板蓝根多肽对模型小鼠死亡率、生存时间的影响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Influence of I. indigotica peptides on the mortality

and survival time of model mice（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
利巴韦林组
板蓝根多肽高剂量组
板蓝根多肽中剂量组
板蓝根多肽低剂量组

剂量，mg/kg

40

200

100

50

死亡率，％
0

90＊

10##

40##

50#

80

生存时间，d

14.0

7.24±1.51＊

13.45±0.93##

11.85±1.12##

10.32±2.09#

9.70±2.14

与正常对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs. normal control group：＊ P＜0.01；vs. model group：#P＜0.05，
##P＜0.01

3.2 板蓝根多肽对模型小鼠不同时相肺损伤及病毒增殖的影响

在感染病毒1 d后，各组间肺指数差异无统计学意义（P＞

0.05）。感染病毒 3、5 d后，与正常对照组比较，模型组小鼠肺

指数升高（P＜0.01），病毒滴度增加，表明小鼠感染病毒后肺部

已有明显炎症；与模型组比较，板蓝根多肽高、中剂量组小鼠

肺指数降低，病毒滴度减少，差异有统计学意义（P＜0.01或

P＜0.05）。板蓝根多肽对模型小鼠肺指数和病毒滴度的影响

见表2。

3.3 板蓝根多肽对模型小鼠机体免疫功能的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠T、B淋巴细胞减少，差异

有统计学意义（P＜0.01），表明流感病毒感染小鼠后抑制了

T、B 淋巴细胞的增殖；与模型组比较，板蓝根多肽高、中、低剂

量组小鼠T、B淋巴细胞增加，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜

0.05）。结果表明，板蓝根多肽对流感病毒感染小鼠的免疫功

能具有促进作用。板蓝根多肽对模型小鼠T、B淋巴细胞的影

响见表3。

表2 板蓝根多肽对模型小鼠肺指数和病毒滴度的影响（x±±s，n＝10）

Tab 2 Influence of I. indigotica peptides on lung index and virus titer of model mice（x±±s，n＝10）

组别

正常对照组
模型组
利巴韦林组
板蓝根多肽高剂量组
板蓝根多肽中剂量组
板蓝根多肽低剂量组

剂量，mg/kg

40

200

100

50

1 d

肺指数，％
0.74±0.06

0.96±0.09

0.81±0.03

0.83±0.08

0.86±0.05

0.91±0.06

病毒滴度（ln）

3 d

肺指数，％
0.74±0.05

1.31±0.25＊

0.88±0.09##

1.03±0.07

1.09±0.11

1.27±0.14

病毒滴度（ln）

1.88±0.59

1.33±0.52#

1.57±0.56

1.69±0.66

5 d

肺指数，％
0.73±0.09

1.83±0.30＊

1.01±0.37##

1.22±0.24##

1.39±0.25#

1.62±0.16

病毒滴度（ln）

2.89±0.57

0.94±0.05##

1.72±0.57#

2.12±0.77

2.79±0.64

与正常对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs. normal control group：＊P＜0.01；vs. model group：#P＜0.05，##P＜0.01
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表3 板蓝根多肽对模型小鼠T、B淋巴细胞的影响（x±±s，n＝10）

Tab 3 Influence of I. indigotica peptides on T and B lymp-

hocyte of model mice（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
利巴韦林组
板蓝根多肽高剂量组
板蓝根多肽中剂量组
板蓝根多肽低剂量组

剂量，mg/kg

40

200

100

50

T淋巴细胞
0.54±0.04

0.24±0.02＊

0.41±0.03##

0.37±0.03##

0.32±0.02##

0.28±0.02#

B淋巴细胞
0.33±0.04

0.19±0.02＊

0.21±0.01

0.29±0.03##

0.26±0.02##

0.22±0.02#

与正常对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs. normal control group：＊ P＜0.01；vs. model group：#P＜0.05，
##P＜0.01

4 讨论

板蓝根多肽能够显著降低流感病毒 H1N1（A/PR8/34）感

染小鼠的死亡率，延长小鼠的生存时间，具有抗肺炎和抑制病

毒在肺部增殖的作用，同时能够促进脾脏T、B淋巴细胞的增

殖，改善感染小鼠细胞免疫功能，这可能是板蓝根多肽能够抗

流感病毒的机制之一。研究证实，板蓝根多肽具有较好的抗

流感病毒的作用 [8]，可能为板蓝根抗病毒的主要活性成分之

一，应引起重视。其是否可以作为板蓝根的有效部位和质量

控制指标，尚需进一步的研究。

板蓝根成分复杂多样，除含多糖、氨基酸（肽或蛋白）等

外，还含有生物碱类（如靛玉红、靛蓝）、有机酸类、苯甲酸类、

芥子苷类、核苷类、腺苷、尿苷、苯丙素类等。关于板蓝根抗病

毒有效部位的研究较多，几乎已涉及到上述所有化合物。目

前，板蓝根有效部位的研究模式基本是采用化学法，若不遵循

“等剂量不等强度”原则，则容易造成假阳性结果。如 2010年

版《中国药典》规定药材中含（R，S）表告依春不得少于0.020％

（相当2 mg/10 g药材）[9]，含量如此偏低，以此为控制指标还有

待实践检验；又如，有研究认为，有机酸是板蓝根抗内毒素的

主要物质，事实上有机酸在板蓝根中含量亦极低，其中含量最

高的水杨酸仅为0.001 69％[10]，这也与本课题组的研究结果接

近。如此低含量的成分作为板蓝根的抗病毒有效部位或质量

控制指标值得探讨和商榷。

目前，板蓝根制剂的生产工艺多为水提醇沉，本课题组对

板蓝根的水提醇沉液采用阴、阳离子交换树脂、大孔吸附树脂

进行主要成分的分离，结果发现，尽管醇沉除去了大量的蛋白

和多糖，但在板蓝根的水提醇沉液中含量最多的仍为多肽，约

占整体的 50％左右（以固体计），其次为多糖，再次为生物碱、

核苷等成分，有机酸含量最低，几乎可以忽略。通过测定，板

蓝根药材中多肽（蛋白）的含量约在6～10％左右，换算到人体

剂量，多肽高、中剂量组每天的给药量约相当于板蓝根原药材

10～20 g左右。

中药是一种多因素、多变量、多层面、多效应的复杂网络

体系，仅用单纯的药理和药化等常规研究思路及方法无法阐

释其复杂的科学内涵。研究中药这个复杂体系的有效成分

（群），必须要依靠整体动物实验来验证，应把握最基本的两个

原则：一是口服后能被机体所吸收（原型或代谢物）；二是要有

一定的量为基础。

按“2.1”项下方法大量制备板蓝根多肽时，由于水用量过

大，2次采用1 kDa超滤膜超滤浓缩。此外，732型强酸性阳离

子树脂对多肽吸附性强，解析较难，造成收率偏低，约为

20％～30％，故关于板蓝根多肽的分离纯化还需进一步研究

和优选。
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