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不同煎煮方法的麻杏石甘汤及其含药血清

对
>

型流感病毒神经氨酸酶活性的影响

葛资宇#

!

!

#童#骄!

#那婧婧#

#邹#莉#

#卢芳国#

摘要#目的#探讨不同煎煮方法的麻杏石甘汤及其含药血清对
>

型流感病毒神经氨酸酶"

8>

#活性的

影响$ 方法#以
!
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H

"
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#为底物!检测

不同煎煮方法的麻杏石甘汤药液%相应含药血清以及抑制病毒增殖作用中含药血清对流感病毒
8>

活性的

影响$ 结果#"

#

#药液对流感病毒
8>

活性的影响&麻黄先煎
!; 1AD

组和麻黄先煎
&" 1AD

组的病毒
8>

荧光值低于
=

药同煎组"

O P"

!

";

!

O P"

!

"#

#'"

!

#含药血清对流感病毒
8>

活性的影响&麻黄先煎
&" 1AD

组%麻黄先煎
=" 1AD

组的
8>

荧光值低于
=

药同煎组"

O P"

!

";

!

O P"

!

"#

#'"

&

#抑制病毒增殖作用中!含

药血清对流感病毒
8>

活性的影响&麻黄先煎
;

%

!" 1AD

组%麻黄先煎
&" 1AD

组%麻黄先煎
&; 1AD

组病毒

8>

荧光值低于
=

药同煎组"

O P"

!

";

!

O P"

!

"#

#$ 药物浓度方面!与
!;Q

的浓度比较!

$

!

!;Q

及
#!

!

;Q

浓度的含药血清对应的病毒
8>

荧光值降低"

O P"

!

"#

#$ 结论#麻杏石甘汤煎煮方法的不同可以导致其抗

流感病毒效果的差异$

关键词#不同煎煮方法'麻杏石甘汤'含药血清'

>

型流感病毒'神经氨酸酶
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##麻杏石甘汤$麻黄杏仁石膏甘草汤%出自东汉医

圣张仲景的'伤寒论(!具有清热宣肺!降气平喘的功

效)

#

*

!主治肺热火盛的肺炎和热邪犯肺的哮喘)

!

*

+ 前

期研究表明#麻杏石甘汤加味方有较强的抗菌作用!且

麻杏石甘汤能降低小鼠肺指数!升高胸腺指数和脾指

数!显著改善小鼠肺脏病理病变程度!亦能通过抑制病

毒增殖的方式来保护流感病毒感染的狗肾细胞$

,H

"

'_

%的细胞活性及超微结构的完整性!并且发现麻黄

先煎煎剂抗菌与抗
>

型流感病毒作用优于
=

味药同

煎煎剂)

&

$

;

*

+ 故本实验旨在研究不同煎煮方法的麻杏

石甘汤及其大鼠含药血清对
>

型流感病毒神经氨酸

酶$

8>

%活性的影响+

材料与方法

#

#病毒株与细胞株#

>

型流感病毒小鼠肺适应

株$

>JO]J9J&=

%!由湖南师范大学病毒研究室提供+

经
#"

日龄鸡胚尿囊腔接种培养传代!血凝效价
#

&

$="

以上者供实验用+

,H'_

购于湖南省疾控中心!由本

室传代后使用+

!

#动物#

-H

大鼠
="

只!

-OZ

级!雌雄各半!体

重$

!""

'

!"

%

E

!由湖南中医药大学动物实验室提供!

动物许可证号#

-'a_

$湘 %

!"#&

$

"""=

!批号#

[8>-Y_(!"#&;!&;

+

&

#药物#$

#

%麻杏石甘汤#麻黄$去节%

% E

#杏

仁$去皮尖%

% E

#石膏$碎!棉裹%

#9 E

#炙甘草
$ E

!

药材购自湖南中医药大学第一附属医院药剂科+ 按照

=

药同煎,麻黄先煎
; b=" 1AD

!以每
; 1AD

为
#

个时

间段进行煎煮+ 煎煮后!将
%

组药液浓缩至含生药

# EJ1Y

!用安瓿瓶分装,封口冷藏保存以备灌胃使用+

$

!

%磷酸奥司他韦胶囊!购自中南大学附属湘雅医院!

批号#

[!""==&%:

!上海罗氏制药有限公司!规格#

:; 1E

$以奥司他韦计% (

#"

粒+ 用蒸馏水充分溶解!

制成
#"" 1EJ1Y

的混悬液保存!实验用浓度为

&!

!

; "EJ1Y

+各组麻杏石甘汤药液与奥司他韦药液均

离心取上清液!滤过除菌后冰箱
=

)保存以备试验

使用+

=

#试剂#

H,?,

培养基,胎牛血清,

"

!

!;Q

胰酶,

双抗$

[LG65D.

公司%!

!

"$

=

"

1.0KL6B12.66AC.3L#

%"

!

"

H

"

8

"

@..0L6D.B3@1ADA. @GAM

$

,N8>8>

!美国
-AE1@

公司%!

!

"

8

"吗啡林"乙磺酸$

,?-

!美国
-AE1@

公司%!

三羟甲基氨基甲烷$

*3AR

!

V)\'I

公司%!

85DAM.0 O="

$

8O

"

="

!

\H[

公司%+

,N8>8>

底物缓冲液用
/[

&

!

;

的
&& 1156JY ,?-

缓冲液配制!缓冲液中还包含

= 1156JY '@'6

!

!

!"/156JY ,N8>8>

+ 反应终止液

为
#= 1156JY 8@I[

!并含
9&Q

乙醇+

;

#仪器#

Z>##"=

型电子分析天平$上海精密科

学仪器有限公司%!

! b# """ "Y

移液器$德国
?//.D

"

M53C

公司%!

9;"?\

超纯水系统$法国
,A66A/53. -7>7

-

%!

[.3@.BR\\#;

细胞培养箱,

*K.315 -GA.D0ACAG

[560.D

超净工作台$均为
*K.315 -GA.D0ACAG Z531@

公 司 产 品 %! 显 微 镜
,50AG

"

\>=""

$ 日 本

I6L1/BR

公司%!

4@3A@D

荧光分光光度计$美国
4@3A

"

@D

公司%!图像分析软件$

,50AG >MT@DG.M $

!

"

%由

湖南中医药大学药学院中药现代化重点实验室提供+

$

#方法

$

!

#

#制备含药血清#将大鼠按随机数字表法分

组后!按动物体表面积剂量换算法)

$

*

!算出中药组剂

量+ 各组动物分别给予相应药物或蒸馏水灌胃
#

周!

于末次给药
! K

后!用
#"Q

的水合氯醛腹腔注射麻醉

动物!剪刀剪开腹壁!暴露腹主动脉!用采血针行腹主

动脉采血!血液静置
!" 1AD

后!以
& """ 3 J1AD

转速

离心!取上清液为含药血清+ 用
"

!

!! "1

的过滤器滤

过除菌后分装成每支
# 1Y

!于$

!"

)保存备用+

$

!

!

#不同煎煮方法的麻杏石甘汤$

# E

生药
J1Y

%

对流感病毒
8>

活性的影响#按改进的曹鸿鹏等)

:

*方

法进行酶活性测定+ 各反应体系加相应试剂后!

&:

)

孵育
&" 1AD

!立即加入
#;" "Y

终止液终止反应!再加

入
& 1Y

蒸馏水混匀!以蒸馏水调
=$" D1

荧光值为
"

后!再测定各样品
=$" D1

荧光强度值+ 考虑药物本

身可能在
&;; D1

波长光激发下产生
=$" D1

荧光!

故实验中同步检测药物的荧光值
IH#

!以消除药物荧

光值的影响+ 药物作用病毒后的荧光值用
IH!

表示!

药物对病毒
8>

活性抑制效果的荧光值用
IH&

表示!

则
IH& cIH!

$

IH#

!

8>

活性下降率计算公式#

8>

活性下降率$

Q

%

c

)$病毒组
IH!

$病毒组
IH#

% $

$实验药物组
IH!

$实验药物组
IH#

%*

J

$病毒组

IH!

$病毒组
IH#

% (

#""Q

+

实验设空白组,病毒组,奥司他韦组,各不同煎煮

方法的麻杏石甘汤组$简称各麻杏石甘汤组%!每组设

&

个重复管!每管测
&

次+ 各组反应体系见表
#

+

$

!

&

#不同煎煮方法的麻杏石甘汤含药血清

$

#""Q

%对流感病毒
8>

活性的影响#实验设空白

组,病毒组,奥司他韦组,各不同煎煮方法的麻杏石甘

汤含药血清组$简称各麻杏石甘汤组%!每组设
!

个重

复管!每管测
&

次+ 各组反应体系见表
!

+

$

!

=

#含药血清抑制病毒增殖作用中对流感病毒

8>

活性的影响#取已长成单层
,H'_

细胞的培养

板!倒掉培养液!用细胞维持液轻洗细胞面
&

遍后!接
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表
#

#各组反应体系所加试剂#$

"Y

%

组别
,N8>8>

底物缓冲液 病毒液 奥司他韦 各麻杏石甘汤组
"

*

%Q8@'6

液 蒸馏水

空白
%" " " " ; #"

病毒
%" ; " " " #"

奥司他韦
%" ; #" " " "

各麻杏石甘汤
%" ; " #" " "

表
!

#各组反应体系所加试剂#$

"Y

%

组别
,N8>8>

底物缓冲液 病毒液 奥司他韦含药血清 各麻杏石甘汤组含药血清
"

*

%Q8@'6

液 蒸馏水

空白
%" " " " ; #"

病毒
%" ; " " " #"

奥司他韦
%" ; #" " " "

各麻杏石甘汤
%" ; " #" " "

种含胰酶
! "EJ1Y

的
#""*')H

;"

的病毒液
#"" "YJ

孔!置
&:

),

;Q'I

!

培养箱中吸附
! K

后弃病毒液!

各孔加细胞维持液
#"" "Y

及稀释度为
!;Q

%

$

!

!;Q

的含药血清
#"" "Y

!每浓度
=

孔+ 置
&:

),

;Q'I

!

培养箱中培养
:! K

后!以各组不同浓度为单

位!轻轻收集上清液!用于
8>

的检测+ 实验设正常

组,病毒组,奥司他韦组,各不同煎煮的麻杏石甘汤含

药血清组$简称各麻杏石甘汤组%!每组设
!

个重复

管!每管测
&

次+ 各组反应体系见表
&

+

表
&

#各组反应体系所加试剂#$

"Y

%

组别
,N8>8>

底物缓冲液 相应上清液 蒸馏水

正常
%" !" "

病毒
%" !" "

奥司他韦
%" !" "

各麻杏石甘汤
%" !" "

$

!

;

#统计学方法#数据使用
-O-- #:

!

"

统计

软件进行处理!计量资料以
S

'

R

表示!对样本先进行

正态分布和方差齐性检验+ 满足正态性采用单因素方

差分析!方差齐时用
Y-H

进行多重比较!方差不齐时

用
*@1K@D.

+

R *!

进行多重比较+ 不满足正态分布

时!用秩和检验比较各组之间的差异!用
8.1.DLA

法

进行两两比较+

O P"

!

";

为差异有统计学意义+
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#不同煎煮方法的麻杏石甘汤药液$

# EJ1Y

%对

流感病毒
8>

活性的影响$表
=

%#空白组
=$" D1

荧

光值低!即反应缓冲液中底物
,N8>8>

本身的荧光

值低&病毒组荧光值高!说明病毒
8>

活性高!可以快

速分解底物
,N8>8>

&奥司他韦组及各麻杏石甘汤

组的荧光值显著低于病毒组$

O P"

!

"#

%&与
=

药同煎

组比较!麻黄先煎
!; 1AD

组和麻黄先煎
&" 1AD

组的

荧光值降低$

O P"

!

";

!

O P"

!

"#

%+ 各组对流感病毒

8>

活性的抑制率分别为#奥司他韦组
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!

&:Q

!

=

药

同煎组
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!
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!麻黄先煎
; 1AD
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!麻黄先

煎
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!
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组
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!

$;Q

+
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# EJ1Y
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R

%

组别
D

药物本身荧光值$
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% 药物作用效果$
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#不同煎煮方法的麻杏石甘汤含药血清

$

#""Q

%对流感病毒
8>

活性的影响$表
;

%#与空白

组比较!病毒组
8>

活性的荧光值显著升高 $

O P

"

!

"#

%+ 与病毒组比较!奥司他韦组及各麻杏石甘汤

组
8>

活性的荧光值显著降低$
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%+ 与
=

药同

煎组比较!麻黄先煎
&" 1AD

组,麻黄先煎
=" 1AD

组

的
8>

荧光值降低$

O P"
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%+ 各组对流

感病毒
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!麻黄先煎
#" 1AD

组
;9

!

:%Q

!麻黄先煎

#; 1AD

组
;9

!

9;Q

!麻黄先煎
!" 1AD

组
;%

!

#;Q

!麻

黄先煎
!; 1AD

组
;%

!

!=Q

!麻黄先煎
&" 1AD

组

;%

!

%$Q

!麻黄先煎
&; 1AD

组
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组
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+
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#抑制病毒增殖作用中不同浓度含药血清对流

感病毒
8>

活性的影响$表
$

%#与正常组比较!病毒

组,奥司他韦组及各麻杏石甘汤组病毒
8>

荧光值均

明显升高$

O P"

!

"#

%&与病毒组比较!奥司他韦组及各

麻杏石甘汤组病毒
8>

荧光值降低$

O P "
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;
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组病毒
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荧光值降低 $
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%+ 药物浓度方面!与
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的浓度比较!

$

!

!;Q

及
#!

!
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的含药血清作用下!奥司他韦及各麻杏石甘

汤组病毒
8>

荧光值降低$

O P"

!

"#

%+

讨##论

麻杏石甘汤是治疗外感发热的常用方!目前在已

广泛应用于临床!尤其在防治-非典.,-禽流感.和-甲

型
[#8#

流感.中!该方受到重视!普遍用于证属热毒

犯肺和邪热壅肺的患者的治疗!且疗效稳定)

9

$

#"

*

+ 流

感病毒表面的
8>

对感染细胞中的病毒释放具有重要

作用+ 化合物
,N8>8>

是
8>

的特异性底物!其谢

产物
=

"

1.0KL6B12.66AC.35D.

$

=

"

,N

%在
&;; D1

波

长光激发下!可以产生
=$" D1

荧光!荧光强度的变化
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可以灵敏地反映
8>

活性+ 本实验在前期研究的基础

上!以
,N8>8>

为底物!检测不同煎煮方法的麻杏石

甘汤药液,含药血清以及抑制病毒增殖作用中含药血

清对流感病毒
8>

活性的影响+ 本研究发现!麻黄先

煎
!; 1AD

组和麻黄先煎
&" 1AD

组药液对应的流感

病毒
8>

荧光值低于
=

药同煎组!它们对
8>

活性的

抑制率分别为
;%

!

$%Q

和
;9

!

";Q

!说明这两组麻杏

石甘汤能更好地干扰
8>

活性!可以减少感染细胞中

流感病毒释放与扩散!阻止流感发生发展&麻黄先煎

&" 1AD

组,麻黄先煎
=" 1AD

组含药血清对应的
8>

荧光值低于
=

药同煎组!其对
8>

活性的抑制率分别

为
;%

!

%$Q

和
;%

!

=$Q

!表明此两组抗流感病毒的作

用优于
=

药同煎组&抑制病毒增殖作用中!麻黄先煎

; b!" 1AD

组,麻黄先煎
&"

%

=" 1AD

组含药血清对应

的病毒
8>

荧光值低于
=

药同煎组!说明了这
:

组含

药血清在细胞感染病毒后!能较
=

药同煎组更好抑制

病毒
8>

活性!从而治疗病毒感染+ 本研究还发现!

$

!

!;Q

及
#!

!

;Q

浓度的含药血清较
!;Q

浓度的含药

血清对应的病毒
8>

荧光值低!可能与药物诱导大鼠

机体产生的补体及酶等内源性活性物质的水平浓度相

关+ 因不同煎煮方法导致药物效果差异!下一步研究

中可通过比对不同煎煮方法药物的化学成分差异!对

麻杏石甘汤的抗病毒效应物质基础进行研究!寻找其

活性物质群!为其作用机制的深入研究及抗病毒中药

新药的发现提供实验依据+
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全国中西医结合妇产科研究进展学术研讨会征文通知

第八届全国中西医结合妇产科学术第五次会议"中西医结合妇产科研究进展学术研讨会#!将于
!"#$

年
#!

月

9

(

##

日在上海市举行$ 本次会议将就中西医结合妇产科领域研究进展!及对中西医结合妇产科临床及相关研究进

行讨论$ 同时会议期间将进行专业委会员换届改选!现诚挚地邀请各位妇产科同道踊跃投稿并参加会议$

现将会议征文有关事项通知如下&"

#

# 征文主题&中西医结合妇产科领域研究进展等$ "

!

#征文要求&未公开发表

的论文!以论文摘要形式投稿!摘要应包括题目%作者%单位及地址%邮编%目的%方法%结果及结论!字数
9"" b # !""

字!不含图标$ "

&

#投稿方式与须知&会议将采用网上投稿!投稿信箱&

SdAB#"FCBM@D7.MB7GD

!请注明会议投稿$ 大会

收到投稿后!将回复邮件确认$ 所有投稿请自留副本!投稿无论是否采用!一律恕不退稿$ "

=

#截稿日期&

!"#$

年
#"

月
#;

日$ 会议录用的稿件将由中国中西医结合学会妇产科专业委员会寄送正式通知$ "

;

#会议时间及地点&

!"#$

年
#!

月
9

日报到并于当晚举行委员及青年委员会议!

%

日开幕式及全天会议!

#"

日全天会议及闭幕式!

##

号科普活

动及学术交流$ "

$

#会议地点&上海青松城大酒店"上海市黄浦区肇嘉浜路
:::

号!近东安路#$ "

:

#注册费与住宿标

准&与会代表
# """

元
J

人"在读研究生&

9""

元
J

人#!含资料费$ 代表食宿由会议统一安排!费用自理$ 需住宿者请务

必将回执于
!"#$

年
##

月
9

日前发送
?

"

1@A6

至
SdAB#" F CBM@D7 .MB7 GD

!邱学敏收$ "

9

# 联系人&王凌

"

#9!!#9#;#9!

'

H37^@DE6ADEFTA/

!

#$&7G51

#' 邱学敏 "

#;"!##%9%"!

'

SdAB#"FCBM@D7.MB7GD

#'负责人&李大金

"

"!#

$

$&=;;";"

转
9&9$

'
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