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小儿金宁口服液抗菌抗病毒实验研究

时艳1,许惠琴2,3*,俞晶华4

(1.江苏联合职业技术学院连云港中医药分院,江苏 连云港 222007;2.南京中医药大学药学院,江苏 南京 210023;3.江苏省

中药药效与安全性评价重点实验室,江苏 南京 210023;4.南京中医药大学第一临床医学院,江苏 南京 210023)

摘要:目的 观察小儿金宁口服液体内外抗菌和抗病毒作用。方法 采用试管法测定小儿金宁口服液在体外对12种临床常

见致病菌的影响;采用金黄色葡萄球菌、肺炎双球菌致小鼠腹腔感染模型观察其体内抗菌作用;采用甲型、乙型流感病毒致细

胞病变法观察其体外抗病毒作用;采用流感病毒、仙台病毒致小鼠呼吸道感染模型观察其体内抗病毒作用。结果 小儿金宁

口服液对所试9种细菌、甲型、乙型流感病毒均有不同程度的抑制作用,其中对金黄色葡萄球菌、甲型流感病毒的抑制作用较

强。小儿金宁口服液能不同程度地减少金黄色葡萄球菌、流感和仙台病毒感染小鼠的死亡率,延长其存活时间,降低病毒感

染小鼠的肺指数,减轻肺病变程度。结论 小儿金宁口服液具有一定的抗菌抗病毒作用。
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  小儿金宁口服液(简称小儿金宁)是汪受传教授

在《温病条辩》银翘散[1]的基础上加减而来的有效经

验方,主要由连翘、金银花、薄荷、荆芥、野菊花、重
楼、绵马贯众等8味中药组成,具有辛凉透表、清热

解毒的功效,临床对于小儿流行性感冒、扁桃体炎、
咽炎、肺炎、急性上呼吸道感染等外感温邪有肺卫症

者有很好的疗效。根据其功效,本实验观察了该制

剂的体内外抗菌抗病毒作用,现报道如下。

1 材料

1.1 药品及试剂

小儿金宁原液为深褐色浸膏,含量按生药计算

为10g/mL,由南京中医药大学中医药研究院提供,
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批号:061224。小儿感冒颗粒(12g/袋),广西千方

药业有限公司,批号:070102。盐酸环丙沙星,江京

新药业股份有限公司,批号:0607081。克拉霉素,扬
子江药业集团有限公司,批号:06102402。病毒唑

(利巴韦林),100mg/mL,金陵药业股份有限公司

南京金陵制药厂,批号:070102。病毒唑(利巴韦

林),100mg/片,江西汇仁药业有限公司,批号:

0604004R。
营养肉汤,上海中科昆虫生物技术开发有限公

司,批号:060223。营养琼脂,江苏省疾病预防控制

中心微生物试剂厂,批号:060026。胃膜素,贵州康

迅制药有限公司,批号:20051201。小牛血清,杭州

四季青生物公司,批号:061017。RPMI1640培养

基,GIBCO公司,批号:1335533。D􀆼Hank’s液(g/

L):NaCl8.00g,KCl0.40g,Na2HPO4·H2O0.06
g,KH2PO40.06g,NaHCO30.35g,酚红0.02g,PH
7.4。胰蛋白酶,GIBCO公司,批号:27250018。噻

唑蓝(MTT),AMRESCO公司,批号:DZ0793。二

甲基亚砜(DMSO),广东省化学试剂工程技术研究

开发中心,批号:20060930。氯化钠,上海久亿化学

试剂有限公司,批号:00060120。苦味酸,广东汕头

西陵化工厂,批号:060526。

1.2 菌株与病毒

标准菌株:金黄色葡萄球菌(ATCC6538)、大肠

杆菌 (25922)、痢 疾 杆 菌 (51302)、乙 型 链 球 菌

(32210),由江苏省疾病预防控制中心微生物试剂厂

鉴定提供。临床分离菌株:金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌、不动杆菌、肺炎克雷百氏菌、表皮葡萄球菌、人葡

萄球菌、洋葱假单孢杆菌、肺炎双球菌、科氏葡萄球

菌、枸橼酸杆菌,由江苏省人民医院微生物室分离鉴

定提供。
甲型流感病毒A/PR8/34(H1N1),乙型流感病

毒B/京防98􀆼76,由中国预防医学科学院病毒所提

供。鸡胚接种传代,细胞凝集试验测得效价分别为

1∶320、1∶1280。用于体外抗病毒实验。流感病

毒鼠肺适应株(FM1)、仙台病毒,由南京中医药大

学温病教研室病毒实验室提供,用于体内抗病毒实

验。
鸡胚,由 江 宁 青 龙 山 鸡 场 提 供。狗 肾 细 胞

(MDCK),上海细胞所提供。鸡红细胞,自制。

1.3 动物

ICR小鼠,乾元浩生物股份有限公司南京生物

药厂提供,实验动物合格证号:SCXK(苏)2002􀆼

0030。

1.4 仪器

96孔培养板,COSTAR公司;酶标仪,SPEC-
TRAMAX190,美国 AD公司;全自动高压灭菌

锅,日本SANYO;精密移液器,吉尔森公司;超净工

作台,苏州净化设备厂;CO2培养箱,Forma公司。

752紫外光栅分光光度计,上海精密科学仪器有限

公司;LDZ5􀆼2型离心机,北京医用离心机厂。

2 方法

2.1 体外抑菌实验[2]

采用试管法,取18h培养的各菌株营养肉汤培

养物,用营养肉汤作10-5稀释用于实验。灭菌试管

11支,第1管加入营养肉汤液体培养基1.6mL,其
余每管1mL,取小儿金宁口服液(1g/mL)0.4mL
加入第1管中,混匀后取1mL至第2管,依次稀

释,第10管吸出1mL弃去,第11管不加药液作为

对照。每管加入菌液(10-5稀释)0.1mL,37℃培养

20h,取出观察各管有无菌生长,完全抑制细菌生长

所含的最小药物浓度即为药物的最低抑菌浓度

MIC。取环丙沙星(1mg/mL)按上述方法,依次稀

释,培养,作阳性对照。

2.2 体内抑菌实验[2]

取18~22gICR小鼠随机分为14组,每组20
只,雌雄各半。7组用于抗金黄色葡萄球菌感染实

验,7组用于抗肺炎双球菌感染实验。以上各组小

鼠均按表2剂量灌胃给药,给药容量20mL/kg。各

组每日给药1次,连续给药7d。第5天给药后1h,
除空白对照组以外其余各组均每10g腹腔注射金

黄色葡萄球菌培养液0.25mL(菌液浓度9.8×107

mL-1)或每10g肺炎双球菌培养液0.25mL(菌液

浓度为5.9×105mL-1)。然后继续给药2d。观察

各组动物7d内死亡情况。

2.3 体外抗病毒实验[2]

首先测定药物对细胞的毒性作用。将 MDCK
细胞按1×105的浓度,接种到96孔细胞培养板上,
每孔0.2mL,24h后长成单层细胞,弃去培养液,用
不同浓度的受试药物和等量的维持液接种于 MD-
CK细胞孔内,每孔0.2mL,每个浓度4个复孔,同
时设细胞对照孔,置37℃5% CO2孵箱培养,72h
判定结果,以4个孔均不出现细胞病变的药物最小

稀释倍数(对细胞不产生毒性作用的药物最高浓度)
即为无毒限量的稀释倍数。以最大无毒浓度为起始

浓度,稀释3个浓度,进行抗病毒实验。将 MDCK
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细胞按常规方法传代培养于96孔细胞板上,长成单

层后,弃去培养液,加入50μL100TCID50甲型流感

病毒液或乙型流感病毒液(甲型流感病毒的TCID50
=10-4.2,乙型流感病毒的TCID50=10-3.6),吸附1
h。按表3分组。用Hank’s液洗去未吸附的病毒,
加入含不同浓度药物的细胞培养液200μL,每个浓

度4个复孔,37℃5%CO2培养72h,利用 MTT法

测定细胞活力。

2.4 体内抗病毒作用[3]

2.4.1 对病毒感染小鼠死亡的保护作用

取13~15gICR小鼠,随机分为14组,每组20
只,雌雄各半。其中7组用于抗流感病毒感染小鼠

实验,7组用于抗仙台病毒感染小鼠实验。除空白

对照组外,其余各组在乙醚浅麻醉下,以流感病毒尿

囊液或仙台病毒尿囊液给小鼠滴鼻感染,每鼠50

μL(3个LD50),空白对照组同法滴入等容积 NS。
以上各组小鼠均按表5剂量每日灌胃给药1次给

药,给药容量为20mL/kg,连续给药6d。观察14d
内动物感染后发病及死亡情况。

2.4.2 对病毒感染小鼠肺指数及肺病变的影响

取18~22gICR小鼠,随机分为14组,每组12
只,雌雄各半。其中7组用于抗流感病毒感染实验,

7组用于抗仙台病毒感染实验。除空白对照组外,
其余各组在乙醚浅麻醉下,以流感病毒尿囊液给小

鼠滴鼻感染,每鼠50μL(20个LD50),空白对照组

同法滴入等容积NS。以上各组小鼠均按表6剂量

每日灌胃给药1次,给药容量为20mL/kg,连续给

药6d。末次给药后2h进行下列实验:①小鼠称质

量后脱颈处死,解剖,取全肺称质量,计算各鼠肺指

数值[小鼠肺质量(g)/小鼠体质量(kg)]和肺指数

抑制率[(模型组-药物组)/模型组×100%]。②取

肺作病理组织学检查,观察小鼠肺泡、肺间质、支气

管、血管等部位病变情况。参照文献[4]的方法对小

鼠肺病理切片进行肺炎病理评分,评分依据为肺泡

壁病变、肺间质炎细胞浸润,支气管周围炎细胞浸

润、支气管上皮细胞变性及支气管腔内渗出5项指

标,每项指标按由轻到重的程度分别标记为1分,2
分,3分,4分,无明显病变为0分,极轻度病变为0.5
分。累加每只动物总分,并计算出每组每只动物的

均分,分值越高提示炎症病变程度越严重。

2.5 统计学方法

采用SPSS17.0统计软件,数据采用􀭺x±s表

示,方差齐采用独立样本t检验,方差不齐采用单因

素方差分析中的Tamhane'sT2检验。死亡率及抑

制率比较采用χ2检验。

3 结果

3.1 体外抑菌实验

由表1可见,小儿金宁对标准金黄色葡萄球菌、
痢疾杆菌、大肠杆菌、乙型链球菌和临床分离菌金黄

色葡萄球菌、科氏葡萄球菌、枸橼酸杆菌、不动杆菌、
人葡萄球菌均具有一定的抑菌作用,MIC在25~
100mg/mL(按生药量计算)。

表1 小儿金宁的体外抑菌活性(n=2)

菌株

MIC
小儿金宁/

(mg·mL-1)
环丙沙星/

(μg·mL-1)
菌株

MIC
小儿金宁/

(mg·mL-1)
环丙沙星/

(μg·mL-1)
肺炎双球菌 200 50 科氏葡萄球菌 50 3.13
人葡萄球菌 25 25 洋葱假单孢杆菌 200 100
表葡萄球菌 200 25 枸橼酸杆菌 100 3.13

金黄色葡萄球菌 25 12.5 金黄色葡萄球菌(标准) 25 25
肺炎克雷百氏菌 200 12.5 痢疾杆菌(标准) 50 12.5

大肠杆菌 200 25 大肠杆菌(标准) 50 12.5
不动杆菌 100 200 乙型链球菌(标准) 100 12.5

3.2 体内抑菌实验

由表2可见,小儿金宁27.4、54.8g/kg剂量组

在一定程度上能延长感染金黄色葡萄球菌小鼠的存

活天数,与模型组比较差异有显著性;但对肺炎双球

菌感染无明显保护作用。

3.3 体外抗病毒实验

由表3可见,小儿金宁各剂量在一定程度上能

增强感染甲型、乙型流感病毒的 MDCK细胞的活

力,对甲型、乙型流感病毒均有一定的抑制作用。
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表2 小儿金宁对细菌感染小鼠死亡的保护作用(􀭺x±s,n=20)

组别
剂量/

(g·kg-1)
感染金黄色葡萄球菌

死亡率/% 存活天数/d

感染肺炎双球菌

死亡率/% 存活天数/d
空白对照组 - 0 7±0** 0 7±0**

模型组 - 75 3.85±2.52 85 2.70±2.08
小儿感冒颗粒组 16.0 40* 5.35±2.35* 55* 4.35±2.64

克拉霉素组 0.065 15** 6.35±1.66** 25** 5.65±2.43**

小儿金宁Ⅰ组 13.7 55 4.95±2.44 75 3.65±2.58
小儿金宁Ⅱ组 27.4 50 5.50±2.16* 60 4.20±2.67
小儿金宁Ⅲ组 54.8 35* 5.50±2.12* 60 4.50±2.61

            注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

表3 小儿金宁对甲型、乙型流感病毒的抑制作用(􀭺x±s,n=4)

组别
药物浓度/

(mg·mL-1)
甲型流感病毒

OD值(490nm)
乙型流感病毒

OD值(490nm)
正常对照组 - 1.240±0.179** 1.831±0.272**

病毒对照 - 0.184±0.025 0.358±0.105
病毒唑 0.25 1.025±0.283** 0.964±0.314**

小儿金宁 119.25 0.266±0.056* 0.518±0.092
238.5 0.275±0.058* 0.512±0.015*

477 0.290±0.059* 0.812±0.250*

             注:与病毒对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3.4 体内抗病毒作用

3.4.1 对病毒感染小鼠死亡的保护作用

由表4可见,小儿金宁27.4、54.8g/kg剂量组

可延长感染流感病毒和仙台病毒小鼠的存活天数,
仅54.8g/kg剂量组对小鼠死亡率有一定的保护作

用。

表4 小儿金宁对病毒感染小鼠死亡的保护作用(􀭺x±s,n=20)

组别
剂量/

(g·kg-1)
感染流感病毒

死亡率/% 存活天数/d

感染仙台病毒

死亡率/% 存活天数/d
空白对照组 - 0** 14±0** 0** 14±0**

模型组 - 85 7.10±4.68 80 6.50±6.38
小儿感冒颗粒组 16.0 55* 10.35±4.39* 55 9.90±4.52*

利巴韦林组 0.0585 20** 12.55±3.41** 15** 13.05±2.75**

小儿金宁Ⅰ组 13.7 75 8.45±4.51 65 7.85±4.92
小儿金宁Ⅱ组 27.4 60 10.25±4.19* 60 10.05±4.39*

小儿金宁Ⅲ组 54.8 55* 10.90±3.59* 50* 10.05±4.67*

           注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3.4.2 对病毒感染小鼠肺指数的影响

由表5可见,小儿金宁27.4、54.8g/kg剂量组

能降低流感病毒和仙台病毒感染小鼠的肺指数。

3.4.3 对病毒感染小鼠肺病变的影响

组织病理学检查结果提示,甲型流感病毒及仙

台病毒感染成功复制小鼠肺部炎性病变。空白对照

组小鼠肺组织结构清晰,肺内各级支气管上皮细胞

无变性、坏死或脱落,腔内无渗出物,管周无明显炎

细胞浸润;模型组小鼠有不同程度的肺泡壁增厚、肺

间质炎细胞浸润及支气管周围炎细胞浸润,支气管

上皮细胞有不同程度的变性坏死、脱落,肺内支气管

腔内可见中性粒细胞为主的渗出物;而阳性对照组

(利巴韦林胶囊、小儿感冒颗粒组)及小儿金宁各剂

量组,与模型组相比,肺部病变均有一定程度地减

轻,病理切片可见肺泡壁增厚不明显、炎细胞浸润减

轻,支气管上皮细胞轻度变性,管腔内有少量渗出。
其中小儿金宁高剂量组肺部总体病变程度最轻。肺

组织病理评分结果见表6,图1~2。
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表5 小儿金宁对病毒感染小鼠肺指数的影响(􀭺x±s,n=12)

组别
剂量/

(g·kg-1)

感染流感病毒

肺指数/
(g·kg-1)

肺指数

抑制率/%

感染仙台病毒

肺指数/
(g·kg-1)

肺指数

抑制率/%
空白对照组 - 6.183±0.611** - 6.473±0.678** -

模型组 - 12.235±5.981 - 11.496±1.557 -
利巴韦林组 0.0585 8.056±1.221* 34.2 7.574±1.902** 34.1

小儿感冒颗粒组 16.0 8.134±1.925* 33.5 8.990±1.799** 21.8
小儿金宁Ⅰ组 13.7 9.062±1.818 25.9 9.469±2.150* 17.6
小儿金宁Ⅱ组 27.4 8.095±2.116* 33.8 9.243±2.806* 19.5
小儿金宁Ⅲ组 54.8 8.062±1.602* 34.1 8.741±2.690** 24.0

           注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

         正常组         模型组      小儿感冒颗粒组     小儿金宁Ⅲ组

             小儿金宁Ⅱ组      小儿金宁Ⅰ组      利巴韦林组

图1 小儿金宁对流感病毒感染小鼠肺炎的影响(HE,×100)

表6 小儿金宁对病毒感染小鼠肺炎病理评分的影响(􀭺x±s)

组别 n
剂量/

(g·kg-1)
感染流感病毒小鼠
病理学综合评分

感染仙台病毒小鼠
病理学综合评分

空白对照组 12 - 0.17±0.39** 0**

模型组 12 - 6.21±2.57 6.42±2.08
利巴韦林组 12 0.0585 2.6±1.22** 4.4±2.21**

小儿感冒颗粒组 12 16.0 2.83±2.39** 4.13±1.93**

小儿金宁Ⅰ组 12 13.7 3.83±1.27** 4.92±1.49*

小儿金宁Ⅱ组 12 27.4 2.6±1.49** 4.83±0.98**

小儿金宁Ⅲ组 12 54.8 2.25±1.70** 3.54±1.70**

          注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

          正常组         模型组      小儿感冒颗粒组    小儿金宁Ⅲ组

 

             小儿金宁Ⅱ组     小儿金宁Ⅰ组      利巴韦林组

图2 小儿金宁对仙台病毒感染小鼠肺炎的影响(HE,×100)
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4 讨论

小儿金宁口服液临床治疗小儿风热感冒30多

年,近年来对于甲型H1N1流感也有较好的疗效,对
于发热、头身痛、咳嗽咽痛等症状起效快,治愈率高,
安全性好。方中重用银花、连翘为君药,二者既能疏

散风热,清热解毒,又可透散卫分表邪。薄荷辛凉,
能疏散风热,清利头目,又可解毒利咽;荆芥辛而微

温,解表散邪,配入辛凉解表方中,增强辛散透表之

力;野菊花、重楼、绵马贯众清热解毒,利咽消肿止

痛;桔梗开宣肺气而止咳利咽,诸药合用,共奏辛凉

解表,清热解毒之功,主治临床常见的急性上呼吸道

感染。现代研究也表明,金银花、连翘、野菊花、重
楼、绵马贯众均具有广谱抗菌抗病毒作用[5􀆼8],是本

方抗菌抗病毒的药理学基础。
本实验结果表明,小儿金宁对标准金黄色葡萄

球菌、痢疾杆菌、大肠杆菌和临床分离的6种菌株金

黄色葡萄球菌、乙型链球菌、科氏葡萄球菌、枸橼酸

杆菌、不动杆菌、人葡萄球菌均具有一定的抑菌作

用,对甲型流感病毒、乙型流感病毒也有一定的抑制

作用;小儿金宁对金黄色葡萄球菌感染小鼠可降低

其死亡率,延长感染小鼠的存活天数;小儿金宁可降

低流感病毒和仙台病毒感染小鼠死亡数、延长其存

活天数,抑制感染小鼠的肺指数升高和减轻肺部病

变程度,表明小儿金宁具有一定的抗菌抗病毒作用,
与其临床疗效一致,有望开发成一种治疗小儿感冒

的新型中药复方制剂。
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