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金银花挥发油抗流感病毒作用研究
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【摘要】目的  研究金银花挥发油抗流感病毒的作用。方法  将不同浓度的金银花挥发油注入鸡胚的尿囊腔中，收集尿

囊液样本并行血凝实验。根据不同浓度组的血凝抑制滴定结果，评估金银花挥发油在鸡胚中对流感病毒的抑制效能。以滴鼻

方式将甲型流感病毒小鼠肺适应株 A/PR/8/34（H1N1）滴入乙醚轻度麻醉的小鼠鼻中，构建小鼠流感病毒性肺炎模型。将不

同浓度的金银花挥发油通过预防给药，根据肺指数研究其抗流感病毒的作用。结果  不同浓度组金银花挥发油均能明显降低

感染流感病毒鸡胚尿囊液中的血凝滴度（P ＜ 0.01），并且对小鼠流感病毒性肺炎具有显著的治疗作用。结论  金银花挥发

油对甲型流感病毒的增殖有明显的抑制作用，同时能通过缓解流感病毒性肺炎症状发挥抗流感的作用。
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Study on Anti-Influenza Virus Effect of Volatile Oil from Lonicerae Japonicae Flos
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【Abstract】Objective  To study the anti-influenza virus effects of volatile oil of Lonicerae Japonicae Flos. 

Methods  Different concentrations of Lonicerae Japonicae Flos volatile oil were injected into the allantoic cavity 

of chicken embryos, and allantoic fluid samples were collected for haemagglutination test. Based on the results of 

haemagglutination inhibition titration in different concentration groups, the inhibitory efficacy of the volatile oil of 

Lonicerae Japonicae Flos against influenza virus in chicken embryos was evaluated. A mouse lung adapted strain 

A/PR/8/34(H1N1) of influenza A virus was dropped into the noses of mice with mildly anesthetised to establish a 

mouse model of influenza pneumonia. Different concentrations of volatile oil of Lonicerae Japonicae Flos were given 

prophylactic administration to study its anti-influenza virus effect by lung index. Results  The volatile oil of Lonicerae 
Japonicae Flos could significantly reduce the hemagglutination titer in allantoic fluid of chicken embryos infected with 

influenza virus (P ＜ 0.01), and had a significant easing effect on influenza virus pneumonia in mice. Conclusion  The 

volatile oil of Lonicerae Japonicae Flos has an obvious inhibitory effect on the proliferation of influenza A virus, and at 

the same time can exert an anti-influenza virus effect by alleviating the symptoms of influenza viral pneumonia.
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0 引言

作为一种由流感病毒引发的急性呼吸道传染疾

病，流感以其高发病率、广泛的流行范围和迅速的

传播速度著称。传统中医药在防治流感方面积累了

丰富的经验，并展现出了显著的疗效 [1]。此外，中

医药副作用较小，其独有的治疗优势预示其在未来

的研究与应用中潜力巨大。

忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica Thunb 干燥

花苞和初期花朵，即金银花，具有清热祛毒、祛风

散寒的良好特性 [2]，其主要化学成分为有机酸类、

挥发油类、黄酮类、环烯醚萜类、三类化合物及含

三类皂苷的微量元素等 [3]。药理研究发现，金银花

具有抑菌、抗病毒、退热、消炎及提高机体免疫力

等多种功效 [4]，其挥发油成分同样能发挥抗病毒、

抗菌及退热消炎的作用，主要活性成分包括芳樟醇、

棕榈酸甲酯和亚油酸甲酯等 [5-6]。韩愈杰等 [7] 通过

网络药理学研究方法发现，连翘与金银花搭配使用，

其挥发油发挥抗流感病毒作用的主要活性成分是松

油醇、芳樟醇、棕榈油酸和亚油酸等。查阅金银花

挥发油抗流感作用的相关研究发现，仅王岱杰 [8] 在

对忍冬叶化学成分及其抗 H5 亚型禽流感病毒研究

中证实了其确切的体外抗禽流感疗效。因此，本文

拟通过体内外实验明确金银花挥发油抗流感病毒的

作用，从而为其在临床上发挥抗流感作用提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 主要仪器、实验材料

1.1.1 主要仪器  
主要仪器包括：KQ-500E 型超声波清洗器（昆

山超声仪器有限公司）；RE-52CS 旋转蒸发仪（上

海亚荣生化仪器厂）；SHZ-D（Ⅲ）循环水式真空

泵（巩义市山谷予华仪器厂）；DKS-16 型恒温水

浴锅（嘉兴市中新医疗仪器有限公司）；DZF-6050 
真空干燥箱（上海需诚仪器有限公司）；FA1004N
型电子分析天平（上海民桥精密科技仪器）；3K30
型低温冷冻离心机（美国 Sigma 公司）；-80℃超

低温冰箱、A2 型生物安全柜及 3111 型号的 CO2 恒

温培养箱均购自美国 Thermo 公司；MIR-262 型高

温恒温培养箱（日本三洋公司）；Vortex-Genie 2
型漩涡混合器（美国 Scientific Industries 公司）；

Research Plus 移液枪（德国 Eppendorf 公司）。

1.1.2 实验材料  
实验材料包括：试药金银花（批号 20061901，

购自浙江景岳堂药业有限公司），经淳安县第一

人民医院主任中药师王晓玲鉴定为忍冬科植物忍

冬 Lonicera japonica Thunb 干燥花苞，采用复合酶

辅助超声提取法提取金银花挥发油；果胶酶（批

号 21040058）、纤维素酶（批号 21021045，购自

浙江一诺生物科技有限公司）；阳性对照药物达

菲胶囊（产品批号 B1354，分装批号 SH0037，购

自瑞士巴塞尔豪夫迈·罗氏有限公司）；实验鸡胚

选用 9d 龄鸡胚，购自杭州蛋鸡试验场。美国癌症

研 究 所（Institute of Cancer Research，ICR） 品 系

雄性小鼠，SPF 级，体重 20 ～ 24g，购自浙江省

实验动物中心，实验动物繁育许可证编号：SCXK
（浙）2014-0008；本实验在浙江省实验动物中

心 ABSL2 级生物安全实验室内进行，实验室编号

20130171012。本实验使用的甲型流感病毒小鼠肺

适应株 A/PR/8/34（H1N1）由浙江省实验动物中心

供应。实验前，将病毒接种于 10d 龄的 SPF 级鸡胚

尿囊腔内进行传代，经过 72h 常规培养后，通过血

凝实验测定病毒滴度达到 1∶512，并于 -80℃冰箱

中超低温保存。

1.2 实验方法

1.2.1 流感病毒毒性实验 
1. 流感病毒对鸡胚的半数感染量（EID50）测定  
首先，将流感病毒液用无菌 PBS 缓冲液进行

倍比稀释，得到不同浓度梯度（100 ～ 10-6）的病毒

液。通过尿囊腔途径向鸡胚接种不同浓度的病毒液

（接种量 0.2mL/ 只）。每种浓度均接种 5 只鸡胚，

接种完成后以石蜡对孔洞进行封闭。将接种后的鸡

胚放置于 37℃的恒温室中孵化，并监控其生存状态。

孵化 72h 之后，收集鸡胚的尿囊液以进行血凝实验。

利用 Reed-Muench 法来确定流感病毒对鸡胚的半数

感染剂量（EID50）。

2. 流感病毒对小鼠的半数致死量（LD50）测定  
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稀释流感病毒液，得到 10-1 ～ 10-5 浓度的病毒

液。将实验小鼠随机分为 5 组（n=20）。使用乙醚

轻度麻醉小鼠后，按分组向小鼠鼻腔内滴入不同浓

度的病毒液，滴入量为 30μL/ 只。观察并记录小

鼠在 14d 内的生存状况，以便计算出不同浓度下小

鼠的死亡率及流感病毒的半数致死量（LD50），注

意感染后 24h 内死亡的小鼠不纳入统计。

1.2.2 药物毒性实验

1. 药物对鸡胚毒性的测定  
对金银花挥发油及达菲混合液采取一次性滤菌

器实施无菌化处理。随后利用无菌 PBS 缓冲液按

比例稀释（稀释比例为 20 ～ 25 倍），并额外加入

10μL/mL 的抗菌混合液（含浓度为 100U/mL 的青

霉素和浓度为 0.1mg/mL 的链霉素）。将稀释后的

药液注射入鸡胚的尿囊腔内，注射量为 0.2mL/ 个，

每组实验设置 n=5，以无菌 PBS 缓冲液作为阴性对

照组。将处理过的鸡胚置于 37℃的恒温培养箱中培

养并观察 48h。以 24h 内死亡的鸡胚不纳入统计为

前提，通过记录存活鸡胚的情况，确定使全部鸡胚

存活的最高药物浓度作为该药物对鸡胚的最高安全

浓度。

2. 药物对小鼠毒性的测定

取 ICR 品系雄性小鼠 60 只，随机分成 6 组

（n=10），禁食 12 ～ 16h。将金银花挥发油进行倍

比连续稀释（稀释比例为 20 ～ 25 倍）后对各组小

鼠进行灌胃给药，记录小鼠给药后行为及外观表现、

饮食情况、分泌物及排泄物等，连续观察 7d。期间

及时解剖濒死及死亡小鼠，同时对观察期满的小鼠

进行解剖。在观察小鼠器官时，记录器官体积、颜

色和质地的变化，并对出现异常的器官进行详细的

组织病理学检查。

1.3 金银花挥发油对流感病毒增殖抑制作用的检测

将金银花挥发油溶于 DMSO 溶液中，并用

PBS 缓冲液稀释至不同浓度（分别为 0.5mg/mL、
1.0mg/mL 和 1.5mg/mL）。将不同浓度的金银花挥

发油与含有 20EID50 剂量的 H1N1 病毒等量混合，

并添加 10μL/mL 的抗菌混合液（含浓度为 100U/mL
的青霉素和浓度为 0.1mg/mL 的链霉素）。混合均

匀后，将其置于 37℃的恒温箱中培育 1h，通过尿

囊腔注入鸡胚，剂量为 0.2mL/ 只，同时设置正常

对照组、病毒对照组、阳性药物对照组（达菲为阳

性对照药，浓度为0.01mg/mL），以及金银花挥发油高、

中、低剂量组（对应药物浓度分别为 1.5mg/mL、
1.0mg/mL 和 0.5mg/mL）。提取不同剂量的鸡胚尿

液样本，对样本进行凝血活性检测，以评估金银花

挥发油的抗流感病毒作用强度。

1.4 金银花挥发油对流感病毒性肺炎小鼠肺指数的

影响

1.4.1 分组及给药

将 60 只小鼠随机等分为 6 组，即正常对照

组、病毒对照组、阳性药物对照组（达菲，剂量为

0.023g/kg 体质量）、金银花挥发油高浓度组（浓度

为 0.36g/kg 体质量）、金银花挥发油中浓度组（浓

度为 0.24g/kg 体质量）和金银花挥发油低浓度组（浓

度为 0.12g/kg 体质量），n=10。各组在流感病毒感

染前 2d 开始实施灌胃给药。感染当日，小鼠在接

触病毒 2h 后接受常规灌胃给药，剂量为每 10g 体

质量 0.2mL（给药量），给药频率为一日一次，持

续给药 6d。正常对照组和病毒对照组则给予等量蒸

馏水处理。

1.4.2 造模方法

在实施灌胃给药实验第 3d，对小鼠给予乙醚轻

度麻醉，以确保顺利造模。随后，每只小鼠通过鼻

腔滴入相当于 10 倍 LD50 的流感病毒悬液 25μL。
正常对照组接受等量 0.9% 氯化钠溶液滴鼻作为阴

性对照。

1.4.3 肺指数的测定

感染流感病毒的第 4d 夜晚，对所有小鼠实施

禁食不禁水处理。到第 5d，全部小鼠称重后，通过

脱颈椎方式处死。迅速取出肺组织，用 0.9% 氯化

钠溶液清洗并用滤纸吸去多余水分后，称取肺质量，

计算肺部指数及其抑制率。其中，肺指数 = 肺质量

（g）/ 体质量（g）×100%；肺指数抑制率（%）=（病

毒对照组肺指数 - 药物治疗组平均肺指数）/ 病毒

对照组肺指数 ×100%。其中，药物治疗组指金银

花挥发油高、中、低浓度组。

1.5 统计学方法

将收集的实验数据利用 SPSS 19.0 统计软件进
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行处理，分析结果以平均值 ± 标准差（x±s）的

形式呈现。对各组数据执行 x²检验以判断其正态性，

并进行方差分析。若数据满足正态分布且方差同质，

则应用单因素方差分析，并用最小显著差异（Least 
Significant Difference，LSD）法进行多重比较；若

方差不同质，则使用非参数秩和检验。以 P ＜ 0.05
表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 流感病毒毒性实验结果

通过观察不同浓度流感病毒对鸡胚的感染情

况，采用 Reed-Muench 法得到流感病毒对鸡胚的半

数感染量为 10-2.75/mL。
通过记录感染不同浓度流感病毒的小鼠 14d 内

的生存情况，计算各组病毒浓度下的小鼠死亡率，

采用 Reed-Muench 法得到流感病毒对小鼠的半数致

死量为 =10-3.4。

2.2 药物毒性实验结果

在尿囊腔给药途径下，观察金银花挥发油、达

菲各浓度组及阴性对照组鸡胚在48h内的存活情况，

结果发现：PBS 缓冲液作为溶剂，经尿囊腔注射对

鸡胚无毒性，金银花挥发油、达菲对鸡胚的无毒性

浓度分别为 15mg/mL、1mg/mL。经灌胃给药的金

银花挥发油各浓度组均未引起小鼠死亡，行为学观

察和解剖学观察均无异样。

2.3 金银花挥发油对流感病毒增殖抑制作用实验结果

通过对收集的各组鸡胚尿囊液进行凝血实验，

观察并记录各组血凝情况，可知正常对照组未有红

细胞凝集出现。然而，在实验中观察到病毒对照组、

金银花挥发油高浓度组、金银花挥发油中浓度组、

金银花挥发油低浓度组及阳性药物对照组均显现出

不同程度的红细胞凝聚反应。相较于正常对照组，

病毒对照组的凝血滴度明显上升（P ＜ 0.01）。与

病毒对照组相比，金银花挥发油高、中、低浓度组

的凝血滴度均有显著下降（P ＜ 0.01）。研究显示，

金银花挥发油能有效抑制鸡胚内流感病毒的繁殖，

且其效果具有一定的剂量依赖性。相关数据如表 1
所示。

表 1 金银花挥发油对鸡胚内流感病毒的抑制作用（n=3，x±s）
Tab.1 Inhibitory effect of volatile oil of Lonicera Japonica Flos on 

influenza virus in chicken embryos (n=3, x±s)

组别 浓度 /（mg/mL） 血凝滴度 1∶2x

正常对照组 — 0.00±0.00

病毒对照组 — 6.30±0.14ΔΔ

阳性药物对照组 0.01 1.69±0.09**

金银花挥发油高浓度组 1.50 1.93±0.35**

金银花挥发油中浓度组 1.00 3.01±0.21**

金银花挥发油低浓度组 0.50 3.61±0.26**

注：①血凝滴度值与病毒载量呈正相关；②病毒对照组与正常对照组相

比，ΔP ＜ 0.05，ΔΔP ＜ 0.01；给药组与病毒对照组相比，*P ＜ 0.05，** 

P ＜ 0.01。

2.4 金银花挥发油对流感病毒性肺炎小鼠肺指数的

影响

通过对比分析，发现病毒对照组小鼠肺指数相

较于正常对照组显著上升（P ＜ 0.01），表明流感

病毒性肺炎的小鼠模型构建成功。同时，阳性药物

对照组和金银花挥发油不同浓度组的小鼠肺指数均

出现显著下降（P ＜ 0.01），肺指数的抑制率分别

达到 40.13%、31.29%、20.72% 及 12.37%。这表明

金银花挥发油对流感病毒性肺炎小鼠模型具有明显

的抗病毒效果，并且这种效果与用药剂量呈正相关。

相关数据如表 2 所示。

表 2 金银花挥发油对小鼠流感病毒性肺炎的抑制作用（n=10，x±s）
Tab.2 Inhibitory effect of volatile oil of Lonicera Japonica Flos on influenza virus pneumonia in mice (n=10, x±s)

组别 剂量 /（g/kg） 肺指数 /（g/g） 肺指数抑制率 /%

正常对照组 — 6.23±0.81 —

病毒对照组 — 12.21±1.66ΔΔ —

阳性药物对照组 0.023 7.31±1.06** 40.13

金银花挥发油高浓度组 0.36 8.39±0.72** 31.29

金银花挥发油中浓度组 0.24 9.68±0.84** 20.72

金银花挥发油低浓度组 0.12 10.70±1.25** 12.37

注：病毒对照组与正常对照组相比，ΔP ＜ 0.05，ΔΔP ＜ 0.01；给药组与病毒对照组相比 , *P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
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流感是一种急性病毒性呼吸系统疾病，严重时

可引起肺炎甚至呼吸衰竭，在全球范围内具有高发

病率和高死亡率 [9]。据世界卫生组织统计，在世界

范围内由流感病毒引起的流行性季节性流感每年造

成约 10 亿人感染，30 万～ 50 万人死亡 [10]。通过

对流感的临床表现进行中医辩证，常见的流感中医

证候主要为风热犯卫、湿热证、少阳病等。

金银花为中药治疗流感常用清热解毒药，如双

黄连口服液、连花清瘟胶囊等均以金银花为君药，

常与连翘配伍 [11]，共凑辛凉解表、芳香辟秽、清瘟

解毒和宣肺泄热之功。金银花目前常用于流行性感

冒等热毒袭肺证的治疗，其可在透解卫分表邪的同

时，兼顾温热病邪多夹秽浊之气的特点 [12]。在石俊

英等 [13] 的研究中，金银花的体外抗流感病毒活性

成分被进一步探究。该研究指出，金银花的石油醚

提取物、丙酮提取物、乙醇提取物、水提取物及粗

提取物均能抑制流感病毒的复制。特别地，金银花

的石油醚提取物和乙醇提取物在抗流感病毒活性上

其效果甚至超过利巴韦林。

流感病毒的表层血凝素具备与人类 O 型红细

胞、豚鼠及鸡红细胞表面的特定受体相结合的能力，

从而诱发红细胞的凝聚现象。在流感病毒的疫情免

疫监测和病毒鉴定中，血凝和血凝抑制实验是最常用

的检测方法，常用于检测培养物中的流感病毒 [14]。在

本研究中，采用鸡胚模型进行实验，并以血液凝集

效价作为评估标准。根据血液凝集效价与病毒含量

之间的正相关关系，可以推断，血液凝集效价越高，

鸡胚尿囊液中的病毒含量越高，进而表明流感病毒

对鸡胚的感染程度越严重。对比各组红细胞凝集情

况，与病毒对照组相比，金银花挥发油高、中、低

浓度组的血凝滴度明显下降（P ＜ 0.01）。研究结

果显示，鸡胚尿囊液中的流感病毒含量显著减少，

说明金银花挥发油能有效抑制鸡胚内流感病毒的繁

殖和扩散，显示出明显的剂量 - 效应关系。

目前，学术界普遍认同流感病毒的致病机制主

要包括两个方面：一是病毒进入呼吸道后，大量繁

殖造成呼吸系统直接受损；二是病毒与宿主体内的

互动引发炎症反应及免疫损伤，如文献 [15] 所述。

病原体感染导致宿主机体严重损伤甚至死亡的主要

原因是产生了炎症“风暴”[16]。流感病毒严重感染

最易导致原发性病毒性肺炎等并发症 [17]。感染流感

病毒后，肺组织在机体过度免疫反应下产生炎性病

变，表现出炎性细胞浸润、炎性渗出物和血性渗出

物等现象，且流感病毒能够破坏肺泡结构，引起支

气管黏膜上皮细胞脱落，甚至直接损伤肺组织。本

研究通过构建流感病毒性肺炎小鼠模型，对比不同

浓度的金银花挥发油对小鼠肺炎的抑制情况，证实

了金银花挥发油能显著降低感染小鼠的肺指数。

综上所述，本研究参考孟祥东 [18] 的复合酶辅

助超声提取法，通过石油醚萃取得到金银花挥发油，

通过血凝实验验证了金银花挥发油能显著抑制流感

病毒在鸡胚内的复制，同时对小鼠流感病毒性肺炎

具有显著的抑制作用，明确了金银花挥发油的体内

外抗流感病毒作用，可为后期临床治疗流感提供实

验数据支持。
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