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摘要：目的  通过检测蒲公英不同的萃取物体外抗甲型 H1N1 流感病毒作用，探讨其在甲型 H1N1 流感治疗上的应用。

方法  首先用乙醇萃取而得到蒲公英的乙醇萃取物，然后依次采用乙酸乙酯、正丁醇、石油醚、水萃取蒲公英的乙醇萃

取物，得到不同溶剂的萃取物；选用狗肾传代 MDCK 细胞作为病毒的宿主对病毒进行培养和扩增；通过血凝效价和 Real 

time RT-PCR 实验，间接或直接检测蒲公英不同萃取物对病毒的中和作用和增殖抑制作用。结果  4 种不同溶剂的蒲公英

萃取物作用病毒后，只有石油醚、乙酸乙酯组的血凝效价数值出现了一定程度的下降，其中乙酸乙酯萃取物组的值下降

了 2~4 倍；而石油醚萃取物在 96 h 时，中和实验组和增殖抑制组的血凝效价值分别下降了 256 倍和 128 倍。Real time 

RT-PCR 检测表明，石油醚和乙酸乙酯萃取物明显抑制病毒的扩增量。作用 96 h 时，无论是中和实验还是增殖抑制实验，

石油醚萃取物的作用都是 显著的，病毒扩增率较阳性对照分别减少了 92.4%和 95.6%。结论  蒲公英乙酸乙酯萃取物和

石油醚萃取物在体外有明显的抗甲型 H1N1 流感病毒的作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the anti-influenza A (H1N1) virus effect of organic solvent extracts from Taraxaci 
Herba by neutralization test and proliferation inhibition test in vitro. METHODS  After Taraxaci Herba was extracted by 
alcoholate, the alcoholate extracts of Taraxaci Herba were extracted by ethyl acetate, n-butyl alcohol, petroleum ether and water 
in turn. Cytopathogenic effect (CPE) of MDCK cell infection by influenza A (H1N1) virus was observed with the interference of 
Taraxaci Herba extract based on cell culture technique. The anti-influenza A (H1N1) virus effect of neutralization test and 
proliferation inhibition test of Taraxaci Herba extracts were observed by the hemagglutination titre test and Real time RT-PCR. 
RESULTS  Anti-influenza A (H1N1) virus neutralization and proliferation inhibition effect of four Taraxaci Herba extracts 
were observed after 96 h of treatment. The results of neutralization test showed that hemagglutination titer of ethyl acetate 

extracts were 24 times lower than the control group. While the results of neutralization and proliferation inhibition test showed 
that hemagglutination titer of petroleum ether extract was 256 and 128 times lower than the control group, respectively. 
According to the results of Real time RT-PCR test, the inhibition ratio of ethyl acetate extract and petroleum ether extract were 
lower than the control group. After 96 h of treatment by petroleum ether extract, amplification inhibition rate of neutralization 
and proliferation inhibition test were 92.4% and 95.6% lower comparing to the control, respectively. CONCLUSION  Ethyl 
acetate and petroleum ether extract of Taraxaci Herba have anti-influenza A (H1N1) virus effects in vitro. 
KEY WORDS: Taraxaci Herba; influenza A virus; MDCK cells; antiviral effect; extract 

 

人类历史上曾于 1918，1957，1968 及 1977

年发生过 4 次流感大流行，造成了极为严重的损

失。2009 年 3 月墨西哥爆发的猪流感，后被确定

为甲型 H1N1流感[Influenza A (H1N1)]，简称甲流，

很快席卷全球[1]。甲型 H1N1 流感是由新型猪源性

甲型 H1N1 流感病毒引起的一种人畜共患急性呼吸

道传染性疾病；其病原是一种新的重配 H1N1 亚型

病毒，其中聚合酶 B2(polymerase B2，PB2)，聚合

酶 B1(polymerase B1，PB1)，聚合酶 A(polymerase 

A，PA)，血凝素(hemagglutinin，HA)，核蛋白(nuclear 

protein，NA)，非结构蛋白(non-structural protein，

NS)基因与北美三源重配的 SIV 同源，NA 和 M 基

因则与欧洲类禽 H1N1 病毒同源[2-3]。虽然甲流的

爆发的时间迄今已经 5 年，但由于病毒的流行病

学特点表现为传染性强、传播速度快、传播范围

广等[4]，研究对其有效的治疗药物有重要意义。目

前治疗甲流的药物主要是达菲(奥司他韦)，但由于

其价格高，在预防治疗时，阻碍了药物大面积的

推广。 

蒲公英(Taraxaci Herba)为菊科(compositae)植

物蒲公英(Taraxacum mongolicum Hand.-Mazz.)、华

蒲公英(Taraxacum sinicum Kitag.)及同属多种植物

的干燥全草， 初记载于唐代的《新修本草》[5]。

有关蒲公英的研究较多，但主要集中在研究其化

学成分以及全草提取液的广谱抗菌作用、抗肿瘤

作用、利胆保肝作用、免疫促进作用[6]。临床上蒲

公英主要用于治疗胃癌、急性乳腺炎、小便热淋、

湿热黄疸、急性阑尾炎、阑尾脓肿、瘰疬痰核、

咽喉肿痛、产后宫缩疼痛、流行性腮腺炎、小儿

热结便秘等[7]。研究发现，清热解毒同抗菌、抗病

毒之间有密切的关系，很多具有清热解毒、清热

燥湿和清热泻火的药物同时也能抗病毒[8]。孙清廉

就总结得出蒲公英具有抗呼吸道、腮腺炎、疱疹

病毒的作用[9]。但在 1969 年，锦州市结核防治院

发现，蒲公英煎剂或水提物对流感京科 68-1 株、

副流感仙台株、腺病毒 3 型及鼻病毒 17 型等呼吸

道病毒均无抑制作用[10]。由于引起甲型 H1N1 流

感的病原为甲型 H1N1 病毒，为了探讨蒲公英是否

具有抗该病毒的作用，在得到蒲公英乙醇萃取物

后，再分别依次用乙酸乙酯、正丁醇、石油醚、

水四种不同溶剂来萃取蒲公英从而得到不同的萃

取物，通过血凝效价和 Real time RT-PCR 方法间

接或直接测定蒲公英不同萃取物对甲型 H1N1 流

感病毒的体外中和作用和增殖抑制作用，探究其

在体外对甲型 H1N1 流感病毒的抵抗作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

蒲公英全株药材于 2012 年采购自云南省楚雄

州元谋县；鉴定人：中国科学院昆明植物研究所

雷立公研究员。狗肾传代细胞(MDCK)和 A 型甲型

流感病毒 H1N1 由中国医学科学院医学生物学研

究所分子流行病室提供。 

1.2  仪器 

CO2 培 养 箱 ( 美 国 Thermo Scientific) ；

SYNERGY-4 多功能酶标仪(美国 BioTek 公司)；

实时荧光定量 RT-PCR 仪(美国的 Bio-Red 公司)。 

DMEM 培养基(美国 GIBCO)；BSA 牛血清白

蛋白(美国 Roche)；TPCK 胰酶(英国 abcam)；石油

醚、乙酸乙酯、正丁醇均购自天津化学制品三厂；

PBS(pH 7.2，美国 GIBCO)、QIAamp® Viral RNA 

mini kit (批号：52904，QIAGEN 公司)；Prime Script 

One Step RT-PCR Kit(批号：RR055A)和 One Step 
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SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit II (Perfect Real 

Time，批号：RR066A)均购于日本 TAKARA。 

1.3  试剂的配制 

抗凝剂 1.32%的柠檬酸钠+0.48%的柠檬酸+ 

1.47%的葡萄糖；病毒吸附液[DMEM+TPCK 胰酶

(1%)]；细胞维持液(病毒吸附液+BSA，再加入适

当的 NaHCO3 调节 pH， 终 BSA 浓度为 1%)。 

1.4  药材的处理 

药材处理过程见图 1。 

 
图 1  蒲公英不同的萃取物制备流程图 

Fig. 1  Flow chart for the preparation of Taraxaci Herba 
extracts  

1.5  甲型 H1N1 流感病毒的扩增和滴度的测定 

1.5.1  扩增病毒  ①待 MDCK 细胞单层铺满培养

瓶瓶底的 90%后弃去培养液，PBS 轻轻晃洗细胞

表面后，加入含有病毒的病毒吸附液 1 mL(10 µL

病毒储存液+990 µL 病毒吸附液)，轻轻摇晃均匀

后，置(34±1)℃吸附 2 h 后，补加 9 mL 维持液，

(34±1)℃培养，直到细胞出现明显的病变。②将

出现病变的细胞置于70 ℃反复冻融 3 次后，收取

悬液于 15 mL离心管中，4 000 r·min1离心 10 min，

收集上清分装于 1.5 mL 离心管中，80 ℃保存待用。 

1.5.2  病毒滴度测定  将上述扩增后的病毒储存

液用 DMEM 培养基进行梯度稀释至 101，102，

103，104，105，106，107，108 后，分别加入

到种有 MDCK 细胞的 96 孔板中(每孔 100 µL)，每

个浓度设置 8 个复孔，对照组为细胞空白对照，

72 h 后对出现病变孔数进行统计。按 Reed-Muench

公式[4]计算病毒半数致细胞病变剂量(TCID50)。 

1.5.3  病毒血凝效价的测定   ①鸡血球细胞制

备：抗凝剂 20 mL+新鲜公鸡血 20 mL，混匀后

1 000 r·min1 离心 10 min，弃上清，加入 20 mL 生

理盐水，混匀后 1 000 r·min1 离心 10 min，弃上清，

如此洗 3 遍，获得鸡血球细胞。鸡血按 1%稀释，

即 1 mL 鸡血+99 mL 生理盐水，混匀。②取 96 孔

板，每孔加入生理盐水 50 µL，加 24 孔(其中 12

孔为阴性对照)；吸取 50 µL 的病毒样品加入第一

孔，换新枪头吹打混匀，取 50 µL 于下一孔，依次

对倍稀释至第 12 孔，弃去 50 µL。③取 1%的鸡血

球细胞每孔加入 50 µL，加到上述样品及阴性对照

孔中。④置室温 45 min~1 h，观察结果。 

1.6  蒲公英初提取物对甲型流感 H1N1 病毒的中

和和增殖抑制作用 

将不同溶剂萃取相应萃取物分别溶于 PBS

中，依次得到 100 µg·µL1 的母液待用。 

1.6.1  中和实验  将 MDCK 细胞种入 96 孔板

(1×106)中，6 h 后吸出培养液，每孔加入 160 µL

含有各浓度药液(5，20，50，100 µg·mL1)和病毒

液(102)的混合液，以上每个药物浓度设 3 个复孔。

然后再另设 3 组对照，阳性对照(细胞+病毒)、药

物对照(细胞+不同浓度的药液)和细胞空白对照。 

1.6.2  增殖抑制实验   将病毒稀释到终浓度为

102，加入细胞培养孔中(每孔100 µL)作用24 h后，

弃掉病毒液，加入中药。药物终浓度为 5，20，50，

100 µg·mL1。 

1.6.3  实验样品血凝效价测定(微量法)  样品准

备：中和实验和增殖抑制实验的具体实验过程见

“1.6.1”和“1.6.2”，在不同时间段吸取 100 µL

相应的培养上清，收集准备血凝效价测定实验。

血凝效价测定的具体步骤见前述。 

1.6.4  RT-PCR鉴定甲型H1N1流感病毒RNA  用

6 孔板重复上述中和实验和抗增殖实验，每个药物

设 3 个复孔，72 h 或 96 h 后，收集培养液，反复

冻融后，4 000 r·min1 离心 10 min，收集上清后，

按照 RNA 提取试剂盒所写步骤来提取总 RNA，

每孔所提取的RNA都分别收集到2个离心管中(每

管各 30 µL RNA)，80 ℃保存待用。 

为了鉴定实验过程中病毒是否发生变化，通

过比对 Gene bank 里多株 A 型甲流病毒株的保守

序列，以[A/Swine/Iowa/30 (H1N1)]株为准，gene 

bank 的登录号为：AF250364.2。通过 primer 5.0

来设计引物，前端引物：TTCTAACCGAGGTGA 

AACG，后端引物：ACAAAGCGTCTACGCTGC AG。 

以提取样本的 RNA 为模板，然后使用 Prime 

Script One Step RT-PCR Kit 进行 RT-PCR。RT-PCR

反应使用 25 µL 的反应体系：RNAase free water，

1.1 µL；2×1 step Buffer，12.5 µL；Enzyme Mix，

1.2 µL；Primer F/R，分别 0.6 µL；模板 RNA，

1.5 µL。反应条件：50.0 ℃，30 min；95.0 ℃，2 min；

39 次循环：95.0 ℃、30 s，55.0 ℃、30 s，72.0 ℃、
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40 s；72.0 ℃反应 5 min。产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳鉴定。 

1.6.5  Real time RT-PCR 测定蒲公英不同溶剂萃

取相对甲型 H1N1 流感病毒增殖抑制作用  以提

取样本的 RNA 为模板，然后使用 One Step SYBR® 

PrimeScript™ RT-PCR Kit II (Perfect Real Time)进

行 Real time RT-PCR。Real time RT-PCR 反应使用

25 µL 的反应体系：RNase Free dH2O，6.5 µL；

2×One Step SYBR®Buffer，12.5 µL；TaKaRa Ex 

Taq HS Mix，1.5 µL；PrimeScript® PLuS RTase 

Mix，0.5 µL；Primer F/R，分别 1 µL；模板 RNA，

2 µL。反应条件：50.0 ℃，30 min；95.0 ℃，2 min；

39 次循环：95.0 ℃，30 s；55.0 ℃，30 s；72.0 ℃，

40 s；72.0 ℃反应 5 min。 

2  结果 

2.1  甲型 H1N1 流感病毒的扩增和滴度的测定 

72 h 后，发现当病毒浓度为 101~102 时，其

中的 8 孔完全病变；当病毒浓度下降到 103 时，

其中 6 孔发生病变；而当病毒浓度在 105 时，没

有发生病变。提示引起细胞发生病变的病毒的稀

释度为 101~103，所以后续实验的浓度拟定为

102，培养时间为 72 h。并根据细胞病变抑制结果，

用 Reed-Muench 公式可以计算出：甲型流感病毒

的 50%组织细胞感染量(TCID50)为 104.25·mL1。

同时测出病毒的血凝效价为 1∶1 028。 

2.2  蒲公英乙酸乙酯和石油醚萃取物的抗病毒作用 

在对照组药物作用于细胞的 96 h 中，当浓度

≤100 µg·mL1 时，蒲公英的萃取物对细胞的形态

结构和生长情况没有影响，由此可以推断出此药

物浓度对细胞没有毒性。同时乙酸乙酯和石油醚

萃取物对流感病毒有明显的抑制作用，其 佳的

作用浓度为 100 µg·mL1。为了进一步的研究蒲公

英萃取物的抗病毒作用，通过血凝效价的检测以

及 Real time RT-PCR 分别研究了中和病毒和抑制

病毒增殖的作用。 

在增殖抑制实验中，病毒阳性对照在种毒后

48 h 完全出现病变，正丁醇、乙酸乙酯和石油醚

萃取物有抑制病毒增殖作用；72 h 后只有乙酸乙

酯萃取物有抑制病毒增殖的作用，而这种作用到

96 h 后完全消失。中和实验中，病毒阳性对照在

种毒 48 h 后，病毒对照孔都出现轻微病变，实验

孔 4 种萃取物都有中和病毒的作用；但在 72 h 或

96 h 就只有乙酸乙酯和石油醚萃取物有中和病毒

作用。结果见图 2~3。 

  
     增殖实验(72 h)                增殖实验(96 h)     

  
      中和实验(72 h)                中和实验(96 h) 

  
     病毒对照组(72 h)              病毒对照组(96 h)  

图 2  蒲公英乙酸乙酯萃取物在增殖实验和中和实验中病

毒的血凝现象 

Fig. 2  The hemagglutination ingibition of Taraxaci Herba 
ethyl acetate extract in neutralization test and proliferation 
inhibition test 

  
   增殖实验(72 h)                  增殖实验(96 h)     

  
    中和实验(72 h)                  中和实验(96 h) 

  
病毒对照组(72 h)                病毒对照组(96 h)  

图 3  蒲公英石油萃取物在增殖实验和中和实验中病毒的

血凝现象 

Fig. 3  The hemagglutination ingibition of Taraxaci Herba 
petroleum ether extract in neutralization test and proliferation 
inhibition test 

由图 2 和图 3 可以看出，在增殖实验和中和

实验中，相比于病毒对照组的血凝抑制现象，蒲

公英乙酸乙酯萃取物和石油萃取物作用组都出现

血凝现象，由此说明这 2 种萃取物能抑制病毒的

抗凝血效应。表 1 所示，乙酸乙酯萃取物中和实

验组 72 h 和 96 h 时，血凝效价分别下降了 2 倍和

32 倍；而增殖抑制组 72 h 和 96 h 时，血凝效价都

下降了 4 倍。石油醚萃取物中和实验组在 72 h 和

96 h 时，血凝效价分别下降了 4 倍和 256 倍，而

增殖抑制组血凝效价分别下降了 4 倍和 128 倍。

结果显示乙酸乙酯萃取物和石油醚萃取物都能在

体外有效的抑制病毒的增长。 

表 1  蒲公英乙酸乙酯和石油萃取物在增殖实验和中和实

验中血凝效价值的变化 

Tab. 1  Hemagglutination titer results treated with ethyl 
acetate and petroleum ether extract of Taraxaci Herba 

实验组(蒲公英)
增殖实验 中和实验 

72 h 96 h 72 h 96 h 

乙酸乙酯萃取物 1∶4 1∶512 1∶16 1∶32 

石油醚萃取物 1∶4 1∶16 1∶8 1∶4 

病毒组对照 1∶16 1∶2 048 1∶32 1∶1 024
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通过 Real time RT-PCR 对各样本的初始模板

量进行比较，当 2 种萃取物作用于细胞时，比空

白对照细胞病毒的扩增量有明显下降。96 h 后，

无论是中和实验还是增殖抑制实验，石油醚萃取

物的作用都是 显著的，病毒扩增率较阳性对照

分别减少了 92.4%和 95.6%。[药品对流感病毒扩

增抑制率=(12Ct)×100%，Ct 值=中药处理组样

品平均 Ct 值病毒阳性对照组样品平均 Ct 值。]

结果见表 2 和表 3。 

表 2  样品的平均 Ct 值 

Tab. 2  The average Ct value of the sample 

样品 

(蒲公英萃取物) 

增殖实验 中和实验 

72 h 96 h 72 h 96 h 

乙酸乙酯萃取物 22.34±0.13 14.72±0.08 20.59±0.17 20.71±0.12

石油醚萃取物 24.35±0.10 20.10±0.03 20.06±0.13 19.47±0.05

病毒组对照 21.92±0.16 14.27±0.21 18.73±0.41 17.91±0.73

表 3  乙酸乙酯和石油醚对 H1N1 病毒扩增的抑制率 

Tab. 3  Ethyl acetate extract and petroleum ether extract of 
Herba Taraxai for H1N1 virus amplification inhibition rate 
table                                         % 

样品(蒲公英萃取物) 
中和实验 增殖实验 

72 h 96 h 72 h 96 h 

乙酸乙酯萃取物 79.1 19.9 56.8 62.4 

石油醚萃取物 72.6 95.6 64.2 92.4 

3  讨论 

流感病毒表面的HA与病毒吸附和传入宿主细

胞有关。HA 能与人或其他动物多种红细胞表面

N-乙酰神经氨酸酶受体结合引起红细胞凝集。所

以可以通过检测血凝效价值的大小，来间接的测

定实验过程病毒含量的变化。而 Real time RT-PCR

则可以通过定量检测病毒遗传物质 RNA的含量直

观的测出病毒的含量，从而直观的计算出药物的

抑制率。本研究主要通过血凝效价和 Real time 

RT-PCR 方法对药物在体外对病毒的中和作用和

增殖抑制作用做了研究。实验结果显示，与病毒

阳性对照相比，无论是中和实验还是增殖抑制实

验，随着作用时间的延长，蒲公英乙酸乙酯萃取

物和石油醚萃取物对 H1N1 病毒血凝效价值降低

的倍数都会相应的上升。根据 Real time RT-PCR

的值可以看出这2种萃取物在体外对H1N1病毒都

有明显抑制作用。He 等[11]通过沸水直接得到的蒲

公英水提取物对 H1N1 病毒具有抑制作用，而本实

验的蒲公英的水相萃取物则对 H1N1 病毒无相应

的作用，推测主要是由于所采取的提取方法不同。

本实验蒲公英水萃取物是在得到蒲公英乙醇萃取

物后，再分别依次用乙酸乙酯、正丁醇、石油醚

提取后， 后才采用水来萃取，所以其得到的水

相物的组分可能会与沸水直接煮沸所得到的水溶

物有所不同。此种现象也为以后研究其作用的具

体组分提供了新的思路。 

蒲公英品种丰富，分布广泛，对生长环境的温

度、湿度要求不高，不良反应小、价格低廉、易于

推广和普及，制作的工艺流程较成熟，较其他西药

有明显的医学价值和经济价值。所以如果能把蒲公

英用于甲型流感 H1N1 的治疗中，能在很大的程度

上减少药物成本。为了从机制上更好地解释蒲公英

抗甲型流感 H1N1 病毒作用，也为了更好的发挥其

抗病毒作用，还需进一步找出具体的某种或某几种

成分来进一步说明其抗病毒的作用机制。 
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