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摘  要：为研究板蓝根、甘草和鱼腥草 3 种中药粗提物体外抗猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus，PRRSV)的作用，采用体外细胞培养法，在 Marc-145 单层细胞上，对 3 种中药粗提物
进行直接抗 PRRSV 活性试验．结果表明，板蓝根和甘草粗提物阻断 PRRSV 的最佳质量浓度分别为 3.125、0.391 
mg/mL，抑制 PRRSV 感染的最佳质量浓度分别为 3.125、0.782 mg/mL，直接灭活 PRRSV 的最佳质量浓度分别为
1.563、0.782 mg/mL；鱼腥草粗提物质量浓度为 0.782 mg/mL时，阻断和抑制 PRRSV 感染的效果最好，但对 PRRSV
没有直接灭活作用．3 种中药粗提物均有不同程度的体外抗 PRRSV 活性作用，其中板蓝根的效果最好． 
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Abstract：Antiviral activity of isatis tinctoria, glycyrrhiza and houttuynia cordata extraction against porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus was estimated in the monolayer Marc-145 cell. The result showed that as 
for precaution , inhibition and the direct killing function, the best concentration of isatis tinctori were 3.125, 3.125 and 
1.563 mg/mL; the optimum concentration of glycyrrhiza were 0.391, 0.782 and 0.782 mg/mL, respectively. The 
optimum concentration of houttuynia cordata for precaution and inhibition was 0.782 mg/mL, while with on the direct 
killing function. It indicated that all of these three Chinese traditional medicines had different degrees of antiviral 
activity against PRRSV and the isatis tinctoria behaved the best in these chinese traditional medicines.in vitro. 
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猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus，PRRSV)感染主要损
伤巨噬细胞，降低机体免疫力，引起继发感染，防
治难度大．使用抗生素和抗病毒药易产生污染和毒
副作用．目前主要靠接种疫苗来对该病进行预防，
尚无有效的治疗药物[1]．弱毒疫苗免疫效果较好，
但本身存在散毒危险[2-3]．灭活疫苗接种后，特异性
抗体产生的滴度低，速度慢，只能提供部分免疫保

护 [4-6]．毋安雄等 [6]发现国内主要厂家生产的猪
PRRSV灭活苗免疫效果不理想，所以，提高疫苗免
疫的保护抗体水平和细胞免疫是抗PRRSV感染的
关键[7]．较多中药具有免疫调节作用和抗病毒作用，
作为保健防病药物和添加剂，可改善和提高机体的
免疫功能[8]，提高机体的抗病力和抵抗力[1]．抗病
毒感染的单味中药具有抑制病毒增殖或灭活，阻止
病毒吸附细胞的作用[9]．中国中药资源丰富，在治
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疗病毒感染性疾病方面具有独特的优势[10]

1  材料与方法 

．采用
体外细胞培养的方法，在Marc-145单层细胞上，
对板蓝根、甘草和鱼腥草粗提物进行抗PRRSV PX
株试验，旨在探明3种中药体外抗PRRSV PX株的
作用效果． 

1.1  材  料 

板蓝根、甘草、鱼腥草均购自广州清平中药专
业市场．PRRSV PX株、Marc-145 细胞由广东省农
业科学院兽医研究所人畜共患病室保存．PRRSV 
PX株临用前于 37 ℃解冻，用Marc-145 细胞维持液
稀释成 100TCID50

细胞生长液含低糖 DMEM(GIBCO 产品)，加入
10%新生小牛血清(GIBCO 产品)，每 100 mL 营养
液加入 1 mL 10 000 IU 青霉素和链霉素．细胞维持
液含 5%新生小牛血清、MTT、3-(4,6-二甲基噻唑
-2-x1)-2,5-乙苯基-四唑溴盐(购自 Amresco 公司)、
二甲基亚砜(DMSO，分析纯，购自天津福晨化学试
剂有限公司)． 

备用．  

酶联免疫检测仪(168-1000XC)为 Bio-RAD 公
司产品． 

1.2  方  法 

1.2.1  3 种中药粗提物的提取 
用常规水煎煮法粗提 3 种中药粗提物：取板蓝

根、甘草和鱼腥草各 100 g ，煎煮 3 次(第 1 次加 8
倍水浸泡，用武火加热，沸腾后用文火加热 l h，6
层纱布过滤得初滤液；第 2 次将第 1 次过滤后的药
渣加 5 倍水煎煮 50 min，过滤；第 3 次将第 2 次过
滤后的药渣加 5 倍水煎煮 50 min，过滤)，合并 3
次滤液，水浴浓缩至含生药 l g/mL，3 000 r/min 离
心 20 min，得上清液，用孔径 0.22 μm滤器过滤，
除菌后分装，4 ℃冷藏备用． 
1.2.2  PRRSV PX 株的 50%组织培养感染剂量测定   

将Marc-145 细胞进行消化传代，每 1 mL细胞
数调整至 1×106个，加入到 96 孔细胞培养板中(0.1 
mL/孔)， 于 5% CO2培养箱中 37 ℃培养[11]．待细
胞长成单层后，接种稀释度 10－8～10－1的病毒液(0.1 
mL/孔)，每个稀释度接种 8 孔，于 5%CO2培养箱中

37 ℃ 培养 120 h，每天观察细胞病变(CPE)情
况[12]．根据Reed-Muench公式，计算 50%组织培养
感染剂量(TCID50)[13]．TCID50

1.2.3  3 种中药粗提物安全浓度的测定   

=(高于 50%病变累积
阳性率－50%)/(高于 50%病变累积阳性率－低于
50%病变累积阳性率)． 

参照文献[14]，用细胞维持液将试验中药粗提
物作连续的倍比稀释(表 1)后，加到已长成Marc-145
细胞单层的细胞培养板上，每个稀释度重复 8 孔，
另设细胞对照(不加中药)，置 5%CO2

表 1  3 种中药粗提物的稀释倍数 

培养箱中 37 ℃
培养 120 h，每天观察细胞病变情况，以能长成或
维持良好单层细胞的最高药物浓度作为药物的安
全浓度，进行抗PRRSV PX株试验．  

Table 1  Dilution of 3 Chinese herbal medicine 
孔号 药物质量浓度/(mg·mL－1 稀释倍数 ) 

1 50.000 2 

2 25.000 4 

3 12.500 8 

4 6.250 16 

5 3.125 32 

6 1.563 64 

7 0.782 128 

8 0.391 256 

9 0.196 512 

10 0.098 1 024 

11 0.049 2 048 
 

1.2.4  3 种中药粗提物抗 PRRSV PX 株试验   
以中药最大安全浓度为基准，用细胞维持液依

倍比稀释成 4 个浓度，以如下 3 种方式研究 3 种中
药粗提物抗 PRRSV PX 株的作用． 

(1) 对PRRSV PX株的阻断作用．先加中药粗提
物，后接病毒液．在细胞已基本长满的 96 孔细胞
培养板上，加入从低浓度到高浓度稀释好的同一种
中药粗提物，每孔 100 μL，每个浓度重复 8 孔．置
5%CO2培养箱中 37 ℃培养 4 h后，加入 100TCID50 

PRRSV PX株病毒液作用 2 h，再加入细胞生长液，
每孔 100 μL，置 5%CO2

(2) 对 PRRSV PX 株的抑制作用．先接 PRRSV 
PX 株病毒液，再加中药粗提物．用病毒液作用 2 h，
再加药液作用 4 h，其他操作与(1)相同． 

培养箱中 37 ℃培养 72 h． 
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(3) 对PRRSV PX株的直接灭活作用．中药粗提
物与PRRSV PX株病毒液体外作用 2 h后，加入到培
养液中．在小试管中，将中药粗提物原液稀释成不
同的浓度，盖上盖子，置 5%CO2培养箱中 37 ℃培
养 2 h；将经处理的药液加入到已经长好细胞的细
胞培养板孔中，置 5%CO2培养箱中 37 ℃培养 4 h，
加入含 100TCID50病毒的培养基，每孔 100 μL，置
5%CO2

2  结果与分析 

培养箱中 37 ℃培养 72 h． 
上述 3 种作用方式试验均设置正常细胞对照

组(细胞对照，不加中药，不攻毒)和 PRRSV PX 株
接种对照组(病毒对照，不加中药，攻毒)．以上各
组每天用显微镜观察 CPE 情况并记录，根据 CPE
和 MTT 试验结果判断药物的作用效果．MTT 吸收
法采用酶联免疫检测仪 570 nm/630 nm双波长模式
测定细胞 OD 值，以敏感波长与非敏感波长 OD 值
之差作为中药粗提物抗PRRSV PX株感染细胞的指
标，细胞 OD 值越大，抗 PRRSV PX 株效果越好． 

用 SPSS11.5 软件统计分析组间的差异性． 

2.1  PRRSV PX株的TCID50

由表 2 可知，病毒稀释度 10

测定结果 
－4的病变孔累积阳

性率高于 50%，而 10－6的低于 50%，50%阳性率终
点分布于两者之间，按公式计算得TCID50=10－4.5，
也就是说，病毒稀释度为 10－4.5时，以 0.1 mL接种
一组细胞孔后使 50%细胞感染，即 50%的细胞存在

病变的可能，故该病毒感染的滴度为 10－4.5

表 2  PRRSV PX株不同稀释度TCID

． 

50
Table 2 

测定结果  
 Tested results of TCID50

病 毒 
稀释度 

 at different diluted concentration of 
PRRSV PX strains 

接种孔 
数/个 

阳性孔 
数/个 

病变孔数/个 积累孔数/个 病变 
率/% 阳性 阴性 阳性 阴性 

10 8 －1 8 8 0 36  0 100 

10 8 －2 8 8 0 28  0 100 

10 8 －3 8 8 0 20  0 100 

10 8 －4 5 5 3 12  3  80 

10 8 －5 4 4 4  7  7  50 

10 8 －6 3 3 5  3 12  20 

10 8 －7 0 0 8  0 20   0 

10 8 －8 0 0 8  0 28   0 

2.2  3 种中药粗提物的安全浓度 

天然药物毒性与其浓度呈正相关[15-17]．从表 3
可知，试验药物浓度高于某一值时都会对Marc-145
细胞产生毒性作用，使细胞产生病变，且随着其浓度
的增加，所产生的毒性作用愈强，细胞的病变愈严
重．当板蓝根、甘草、鱼腥草的质量浓度由 50 mg/mL
分别降至 3.125、3.125、1.563 mg/mL时，Marc-145
细胞基本不产生病变，即没有表现出毒性，故此质
量浓度为最大安全浓度．通常情况下，药物与毒物只
有量的差别，而无质的区别，中药也是如此，使用太
多或超量使用也可引起毒副反应[18]

表 3  中药粗提物对 Marc-145 细胞作用的安全浓度 

，因此，进行抗病
毒试验时，要从试验药物最大安全浓度开始稀释，
以排除中药本身引起的细胞病变效应的干扰，保证
试验结果的正确、可靠． 

Table 3  Safety concentration of extracts of Chinese herbal medicines on Marc-145 

中药 
药物不同质量浓度(mg/mL)下的细胞病变情况 

细胞对照 
50.000  25.000 12.500 6.250 3.125 1.563 0.782 0.391 0.196 0.098 0.049 

板蓝根 ++++ ++ ++ + － － － － － － － － 

甘  草 +++ ++ ++ + － － － － － － － － 

鱼腥草 ++++ ++++ ++ ++ + － － － － － － － 

细胞病变 75%～100%记为“++++”，50%～75%记为“+++”，25%～50%记为“++”，0～25%记为“+”；基本无病变记为“－”．下同． 
 

2.3  3种中药粗提物对抗PRRSV PX株的阻断作用 

中药中的黄酮类、多糖及其衍生物、三萜类化
合物及其衍生物(如甘草甜素衍生物)、生物碱及苷
类等，都通过阻止病毒颗粒对宿主细胞的吸附而发
挥抗病毒作用[19-20]．由表 4、表 5 可知，3 种中药

粗提物对抗PRRSV PX株均有不同程度的阻断作
用．3.125 mg/mL板蓝根、0.391 mg/mL甘草、0.782 
mg/mL鱼腥草的阻断作用最好，与病毒对照差异显
著(P＜0.05)，对细胞保护效果好，与细胞对照差异
不显著．这可能是先加药后接病毒，中药粗提物的
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某些有效活性成分增强了细胞膜的稳定性，阻止了
病毒颗粒吸附靶细胞，使感染细胞受到保护，提高

了抗病毒感染能力． 

表 4  3 种作用方式的各组细胞病变效应 
Table 4  CPE of cell treated by precaution，inhibition and direct killing against PRRSV PX 

处理 
阻断作用 抑制作用 直接灭活作用 

板蓝根 甘 草 鱼腥草 板蓝根 甘 草 鱼腥草 板蓝根 甘 草 鱼腥草 

A － 1 +++ + ++ +++ ++ ++ ++++ ++++ 

A +++ 2 + － +++ ++ + + ++++ ++++ 

A ++ 3 + + ++++ ++ +++ ++++ +++ ++++ 

A ++++ 4 － ++++ ++++ ++ +++ ++++ +++ ++++ 

病毒对照 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

细胞对照 － － － － － － － － － 

A1~A4示不同质量浓度(板蓝根分别为 3.125，1.563，0.782，0.391 mg/mL；甘草分别为 3.125，1.563，0.782，0.391 mg/mL；鱼腥

草分别为 1.563，0.782，0.391，0.196 mg/mL)中药粗提物处理．下同． 
 

表 5  3 种作用下测得各组细胞的 OD 值 
Table 5  OD values of the cell treated by precaution，inhibition and 

direct killing against PRRSV PX 

处理 
阻断作用 OD 值 

板蓝根 甘 草 鱼腥草 

A (0.285±0.018)b 1 (0.213±0.037)a (0.257±0.013)b 
A (0.175±0.042)c 2 (0.231±0.036)ab (0.265±0.011)b 
A (0.199±0.063)c 3 (0.233±0.031)ab (0.248±0.022)b 
A (0.078±0.008)d 4 (0.244±0.035)b (0.146±0.022)c 

病毒对照 (0.127±0.020)a (0.188±0.018a (0.186±0.013)a 
细胞对照 (0.283±0.024)b (0.246±0.014)b (0.266±0.025)b 

 

处理 
抑制作用 OD 值 

板蓝根 甘 草 鱼腥草 

A (0.234±0.029)c 1 (0.205±0.016)df (0.228±0.019)cd 
A (0.201±0.021)d 2 (0.226±0.037)c (0.241±0.034)d 
A (0.086±0.015)a 3 (0.233±0.019)c (0.202±0.030)c 
A (0.076±0.010)a 4 (0.226±0.028)cf (0.205±0.022)c 

病毒对照 (0.065±0.009)a (0.183±0.028)ad (0.111±0.006)a 

细胞对照 (0.331±0.036)b (0.419±0.032)b (0.399±0.040)b  

处理 
直接灭活作用 OD 值 

板蓝根 甘 草 鱼腥草 

A (0.479±0.043)b 1 (0.358±0.049)a (0.184±0.014)a 

A (0.491±0.052)b 2 (0.351±0.020)a (0.164±0.011)a 

A (0.311±0.063)c 3 (0.390±0.031)c (0.145±0.011)c 

A (0.389±0.028)a 4 (0.372±0.020)ac (0.155±0.012)c 

病毒对照 (0.409±0.039)a (0.336±0.030)a (0.177±0.018)a 

细胞对照 (0.520±0.030)b (0.475±0.018)b (0.400±0.036)b 
 

2.4  3 种中药粗提物对 PRRSV PX 株的抑制作用 

中药中的多酚类物质，可以抑制流感病毒蛋白
质和RNA的合成，也可以抑制流感病毒的吸附作
用[21]

2.5  3种中药粗提物对PRRSV PX 株的直接灭活作用 

．由表 4、表 5 可知，3 种中药粗提物对PRRSV 

PX株均有不同程度的抑制作用．板蓝根、甘草、鱼
腥草分别在质量浓度 3.125、0.782、0.782 mg/mL时
的抑制作用最强，与病毒对照和细胞对照差异显著
(P＜0.05)，对细胞有一定的保护效果．可见，3 种
中药抑制作用较其阻断作用效果差．这可能是接种
病毒后，已侵入的病毒对细胞产生破坏，加入中药
粗提物后，粗提物的有效成分干扰病毒的复制，从
而抑制病毒增殖，产生抗病毒感染的抑制作用． 

板蓝根对疱疹病毒有杀灭作用，而非抑制作用[10].
甘草甜素对带状疱疹病毒具有直接杀灭作用[22]

(P＜0.05)；板蓝根对细胞的保护效果最好，与细胞
对照差异不显著；鱼腥草对 PRRSV PX 株没有直接
灭活作用，与病毒对照差异不显著，表明板蓝根、
甘草可能含有促进抗病毒抗体生成的有效活性成
分，但哪种成分占主要地位，是对单一靶点作用还
是对不同部位协同作用，在临床上是否可以作为治
疗药物等还有待研究．  

．由表
4、表 5 可知，1.563 mg/mL板蓝根、0.782 mg/mL甘
草的直接灭活作用最好，与病毒对照差异显著 

3  结论与讨论 

采用体外细胞培养的方法，测得板蓝根、甘草
和鱼腥草粗提物对Marc-145 细胞的最大安全浓度
分别为 3.125、3.125、1.563 mg/mL，病毒感染的滴
度(TCID50)为 10－4.5．3 种单一味中药粗提物对
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PRRSV PX株均有不同程度的阻断和抑制作用，
3.125 mg/mL板蓝根、0.391 mg/mL甘草、0.782 
mg/mL鱼腥草的阻断作用最好，3.125 mg/mL板蓝
根、0.782 mg/mL甘草、0.782 mg/mL鱼腥草的抑制
作用最好，1.563 mg/mL板蓝根、0.782 mg/mL甘草
的直接灭活作用最好，与病毒对照差异显著(P＜
0.05)，鱼腥草对PRRSV PX株没有直接灭活作用．综
合比较 3 种中药粗提物体外抗PRRSV PX株感染细
胞的作用，板蓝根的效果最好．板蓝根、甘草、鱼
腥草可作为抗PRRSV PX株的预防用药，但其效果
有待进一步研究．  
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