
0 引言

畜禽病毒性疾病是由病毒引起的、严重危害畜牧

业生产的一类传染病，它不仅造成大批畜禽死亡和畜

产品质量下降。影响经济收入和对外贸易，而且某些

人畜共患病还威胁人类健康[1]。

禽流行性感冒（Avian influenza），简称禽流感，由

禽流行性感冒病毒引起的一种呼吸系统、全身性败血

症等多种病症的禽类烈性传染病。该病 1878年首先

发现与意大利，以后欧洲、美洲、非洲、亚洲的许多国家

相继发生，1994年中国广东省某些鸡场发生一种以产

蛋下降、呼吸困难等为主要特征的传染病，确定了该病

在中国的存在。禽流感的爆发和流行给中国养禽业造

成很大损失[2]。

鸡新城疫（Newcastle disease）是由鸡新城疫病毒

引起的一种急性发热性、高度接触性传染病，常呈败血

性经过。出现以呼吸困难、下痢、神经机能紊乱、粘膜

和浆膜出血等症状和病变[2]。此病毒广泛分布于世界

上许多国家，是危害养鸡业的主要疾病之一。

鸡传染性支气管炎（Avian infectious bronchitis）是

由鸡传染性支气管炎病毒一起的鸡的急性、高度接触

性呼吸道疾病，其特征为病鸡咳嗽、喷嚏，发出啰音；幼

鸡流鼻液，蛋鸡产蛋数量和质量下降；肾形病鸡肾肿

大、苍白，有大量尿酸盐沉积等[3]。该病首先在1931年

报道于美国，中国 1972首次在广东发现该病，近年来

流行较广。
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或秘制用。性寒味苦、甘，有疏风散热，清肝明目的功

效。主要成分含黄酮甙、酚类、氨基酸、有机酸等[4]。

茵陈蒿为菊科植物茵陈蒿 Artemisia capillaries

Thunb.或滨蒿 Artemisia scoparia Waldst.et Kit.的干燥

幼嫩茎叶。晒干生用。性微寒，味苦。清湿热，利黄

疸。主要成分含有挥发油，主要为茵陈烃、茵陈酮及叶

酸。乙醇提取物对流感病毒有抑制作用[5]。

马齿苋为马齿苋科植物马齿苋的幼嫩茎叶。性

寒，味甘酸。清热解毒，利水去湿，散血消肿，除尘杀

菌，消炎止痛，止血凉血。马齿苋成分十分复杂，它含

有大量的脂肪酸(主要是W-3脂肪酸、SL3脂肪酸等不

饱和脂肪酸)、去甲肾上腺素、二羟基苯乙胺、钾元素、

VE、VC、β-胡萝卜素、谷胱甘肽、生物类黄酮等多种对

人体有营养保健和医疗作用的物质[6]。

野菊花为菊科植物菊Chrysanthemum morifolium

Ramat.的干燥头状花序。烘干或蒸后晒干入药。性微

寒，味甘、苦。功效有疏风散热，清肝明目，解毒。主要

成分含菊甙、腺嘌呤、氨基酸、胆碱、水苏碱、黄酮类

等。全草含挥发油。有抗菌、消炎、解热和降血压的作

用。对葡萄球菌、链球菌、痢疾杆菌、绿脓杆菌、流感病

毒等，均有抑制作用[7]。

传统中医认为，由细菌和病毒等微生物引起的传

染病在中国传统中医中称之为“瘟疫”或者“疫病”，认

为它是由一种天地间不正之气“疠气”侵犯机体而造

成的，又叫“疫疠”[8]。在中医的病因病理学说中，疫

疠和六淫（风、寒、暑、湿、燥、火）同属于外感致病因

素，多从体表、口、鼻、肺经等侵袭机体，初期表现为肺

卫证侯。由于疫疠之气多属于湿热外邪，并且力量亢

盛、传播迅速、病情发展快，往往造成多个脏腑受病，

出现高热、脉洪、出血等里热症状，按照卫气营血辨证

法，证侯多属于气分、营分和血分证。遵循中医辨证

论治的观点，对于疫疠造成的疫病，多选用清热泻火、

清热燥湿、清热解毒、清热凉血等治疗原则，对于热毒

造成的气亏血虚、阴虚，还要选用补气血、滋阴生津的

药材辅助治疗，这就给中药治疗病毒性疾病提供了中

医基础理论。

现代中药化学研究表明，中草药具有多种有效成

分，主要分为生物碱、苷类、糖类、有机酸、挥发油、黄

酮、鞣质、树脂、油脂、色素、糖肽、氨基酸等[9]。目前，

已发现多种中草药有效成分与抗病毒和机体的免疫功

能有关，主要为多糖类、黄酮类、皂甙类、挥发油、有机

酸类和生物碱类等。这些中药成分具有抗病毒疗效或

免疫增强效果。中医药抗病毒和免疫增强功能，已经

成为现代医学的重要分支。具有抗病毒作用或能够提

高机体免疫功能的中草药在治疗人与动物的病毒病、肿

瘤病、免疫抑制性传染病、寄生虫病方面有很好的研究价

值和开发前景，这就给中药提供了广阔的发展空间。

近年来，抗病毒西药长期应用易产生耐药性，降

低疗效，病情复发，成为临床治疗及新药开发的重要

问题[10]。中国中草药资源丰富、有害残留少、毒副作用

小以及病原菌不易产生耐药性的优点而在疫病防治中

备受关注[11]。作者选用和制作桑叶、茵陈蒿、马齿苋、

野菊花的提取物，在鸡胚水平上进行了抗禽流感病毒、

新城疫病毒和鸡传染性支气管炎病毒作用研究，为临

床用药提供试验依据。

1 材料与方法

1.1 地点、时间

河南省动物性食品安全重点实验室，2008年 7月

20日至2008年9月

1.2 实验材料

1.2.1 桑叶全成分提取 桑叶购于河南省药材公司，产

自安徽。按照常规水煎法进行提取，取桑叶 100 g，以

1：15的比例加水1500 ml，用电热炉煎煮，微沸2 h。三

层纱布趁热过滤后，所得提取液高压灭菌，4 ℃冰箱保

存备用。

1.2.2 茵陈蒿全成分提取 茵陈蒿购于河南省药材公

司，产自东北。按照常规水煎法进行提取，取茵陈蒿

100 g，以 1：15的比例加水1500 ml，用电热炉煎煮，微

沸 2h。三层纱布趁热过滤后，所得提取液高压灭菌，

4℃冰箱保存备用。

1.2.3 马齿苋全成分提取 新鲜马齿苋采自郑州，按照

常规水煎法进行提取。新鲜马齿苋 750g，取 1/3烘干

（新鲜马齿苋湿重 250 g，烘干后干重 15.3 g，含水量

6.12%）；2/3水煎，晾干后湿重 472.3 g，加水 710 ml，用

电热炉煎煮，微沸 2 h。三层纱布趁热过滤后，所得提

取液高压灭菌，4 ℃冰箱保存备用。

1.2.4 野菊花有效成分提取 野菊花购于河南省药材公

司，产自河南。按照常规醇沉法进行提取，取野菊花

100 g，以1：5的比例加入50%乙醇溶液常温下浸泡24 h

后，60 ℃恒温热浸3 h。取上清再经三层纱布过滤后，

所得野菊花浸出液高压灭菌，4 ℃冰箱保存备用。

1.2.5 毒 株 、鸡 胚 AIV H1N2、NDV Lasota、IBV

HN0501 标准毒株：购自中国兽药监察所，由河南省动

物性食品安全重点实验室保存。鸡胚：SPF鸡胚，购自

北京梅利亚公司。

1.2.6 试剂 50%乙醇、生理盐水、PBS液等。

1.2.7 仪器 恒温箱、高压灭菌锅、离心机、无菌操作台、

水浴锅。
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1.3 方法

1.3.1 AIV 标准毒株 EID50的测定 将AIV标准毒株按

照10倍比连续稀释成8个稀释度，取105至 108稀释度

的稀释液接种于10日龄鸡胚，每个稀释度接种4枚鸡

胚，每枚鸡胚接种 0.1 ml，另设 4枚鸡胚为空白对照。

将鸡胚置于 37.5 ℃恒温箱中孵化，经 10 h间隔照蛋，

弃去死亡鸡胚。连续观察三天，每天观察鸡胚发育情

况，记录死胚情况。

1.3.2 NDV 标准毒株 EID50的测定 将 NDV 标准毒株

按照 10倍比连续稀释成 9个稀释度，取 106至 109稀释

度的稀释液接种于10日龄鸡胚，每个稀释度接种4枚

鸡胚，每枚鸡胚接种 0.1 ml，另设 4 枚鸡胚为空白对

照。将鸡胚置于37.5 ℃恒温箱中孵化，经10 h间隔照

蛋，弃去死亡鸡胚。连续观察三天，每天观察鸡胚发育

情况，记录死胚情况。

1.3.3 IBV标准毒株EID50的测定 将 IBV标准毒株按照

10倍比连续稀释成 8个稀释度，取 105至 108稀释度的

稀释液接种于10日龄鸡胚，每个稀释度接种4枚鸡胚，

每枚鸡胚接种0.1 ml，另设4枚鸡胚为空白对照。将鸡

胚置于 37.5 ℃恒温箱中孵化，经 10 h间隔照蛋，弃去

死亡鸡胚。连续观察三天，每天观察鸡胚发育情况，记

录死胚情况。

1.3.4 中药提取液安全浓度的测定 将4种中药液用生

理盐水分别做100倍稀释后再做连续2倍比稀释，取连

续5个稀释度的稀释液接种10日龄鸡胚，每个稀释度

接种 2枚鸡胚，每枚鸡胚接种 0.2 ml，另设 2枚鸡胚为

空白对照。将鸡胚置于37.5 ℃恒温箱中孵化，经10 h

间隔照蛋，弃去死亡鸡胚。连续观察三天，每天观察鸡

胚发育情况，记录死胚情况。最后根据存活鸡胚数判

定中药对鸡胚的毒性．找到无毒性最大浓度 ，该浓度

即为对鸡胚的最大安全浓度。

1.3.5 中药提取液在鸡胚水平上对病毒毒力阻断作用的

测定先将最大安全浓度的中药液接种于10日龄鸡胚，

将鸡胚置于37.5 ℃恒温箱中保温，4 h后取出，再将含有

100×EID50 的病毒液按0.1 ml/枚接种于鸡胚。每种方法

接种3枚鸡胚。另设3枚鸡胚做空白对照。将鸡胚置于

37.5 ℃恒温箱中孵化，经10 h间隔照蛋，弃去死亡鸡胚。

连续观察三天，每天观察鸡胚发育情况，记录死胚情况。

1.3.6 中药提取液在鸡胚水平上对病毒毒力抑制作用

的测定 先将含有100×EID50的病毒液接种于10日龄鸡

胚，将鸡胚置于37.5 ℃恒温箱中保温，4 h后取出，再将

最大安全浓度的中药液按0.1 ml/枚接种于鸡胚。每种

方法接种3枚鸡胚。另设3枚鸡胚做空白对照。将鸡

胚置于 37.5 ℃恒温箱中孵化，经 10 h间隔照蛋，弃去

死亡鸡胚。连续观察三天，每天观察鸡胚发育情况，记

录死胚情况。

2 结果

2.1 中药提取液药物浓度

将四种中药煎煮、提取、过滤、灭菌后，还原成原

药，每毫升药液有效药物浓度分别为桑叶全成分提

取液浓度为 384.6154 mg/ml，茵陈蒿全成分提取液浓

度为 294.1177 mg/ml，马齿苋全成分提取液浓度为

82.585 mg/ml，野 菊 花 有 效 成 分 提 取 液 浓 度 为

500.000 mg/ml。

2.2 EID50的测定结果

结果见表1、表2和表3。

AIV 病毒的 EID50为 0.1ml 104倍稀释的病毒液。

鸡胚整体发育情况不良。空白对照组全部存活。

NDV病毒的EID50为 0.1 ml 105倍稀释的病毒液，

鸡胚整体发育正常。

IBV病毒的 EID50为 0.1ml 104.8倍稀释的病毒液，

鸡胚整体发育不良，胚体小，畸形。

空白对照组全部存活。

2.3 中药提取液安全浓度的测定结果

实验结果见表4。

由表4可知：

(1) 桑叶全成分提取液在100×24 倍稀释度时对鸡

胚发育无影响。在 100×21至 100×23倍稀释度时对鸡

胚发育有致畸作用。桑叶全成分提取液最大安全浓度

为240.3846 μg/ml。

(2) 茵陈蒿全成分提取液在 100×21倍稀释度时对

鸡胚发育影响不明显，毒性不大。茵陈蒿全成分提取

液最大安全浓度为1470.5883 μg/ml。

(3) 马齿苋全成分提取液在 100×22倍稀释度时对

鸡胚发育有影响，与对照胚比较，胚体发白，个别头部

有出血，胚体发育小。马齿苋全成分提取液最大安全

浓度为206.4625 μg/ml。

病毒稀释倍数

死胚数量﹙枚﹚

105

1

106

0

107

0

108

1

表1 鸡胚接种AIV 72 h后死胚记录

病毒稀释倍数

死胚数量﹙枚﹚

106

1

107

0

108

0

109

0

表2 鸡胚接种NDV 72 h后死胚记录

病毒稀释倍数

死胚数量﹙枚﹚

103

2

104

2

105

1

106

2

107

1

108

1

表3 鸡胚接种 IBV 72 h后死胚记录
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(4) 野菊花有效成分提取液在100×21倍稀释度时对

鸡胚发育影响小，毒性不明显。个别胚体头部有出血。

野菊花有效成分提取液最大安全浓度为2500.00 μg/ml。

2.4 中药提取液对病毒毒力的阻断作用的测定结果

实验结果见表5。

由表5可知，马齿苋对AIV的阻断效果不显著，其

它中药对病毒的阻断效果均较好。

2.5 中药提取液对病毒毒力抑制作用的测定结果

实验结果见表6。

由表 6可知，各中药对NDV的抑制效果较好，茵

陈蒿全成分提取液对AIV和NDV的抑制作用较为突

出。

表4 中药提取液安全浓度测定的试验结果

中药提取液稀释度

死胚数量﹙枚﹚

桑 叶

茵陈蒿

马齿苋

野菊花

100×21

1

0

1

0

100×22

1

1

0

0

00×23

0

0

0

0

100×24

0

0

1

0

100×25

0

0

0

0

死胚数量﹙枚﹚

桑 叶

茵陈蒿

马齿苋

野菊花

病毒

AIV

1

0

3

0

NDV

0

0

0

0

IBV

0

1

0

0

表5 中药提取液对病毒毒力的阻断作用的测定结果

死胚数量﹙枚﹚

桑 叶

茵陈蒿

马齿苋

野菊花

病毒

AIV

2

0

1

3

NDV

0

0

0

0

IBV

2

1

1

3

表6 中药提取液对病毒毒力抑制作用的测定结果

3 分析与讨论

（1）此试验测得桑叶对鸡胚的最大安全浓度为

240.3846μg/mL，茵陈蒿对鸡胚的最大安全浓度为

1470.5883μg/mL，马齿苋对鸡胚的最大安全浓度为

206.4625 μg/mL，野菊花对鸡胚的最大安全浓度为

2500.00μg/mL，即在小于最大安全浓度下测定各中药

的抗病毒作用才有效，否则视为药物的毒性作用。

（2）从试验可以看出：(1)先接种中药再接种AIV，

只有茵陈蒿和野菊花没有死亡鸡胚出现，其他均有不

同程度的死亡，说明茵陈蒿和野菊花对AIV的阻断效

果较好，而先接种AIV再接种中药时，只有茵陈蒿没

有死亡鸡胚出现，综上说明茵陈蒿对病毒的阻断效果

和抑制效果均较好，因此对AIV作用效果最佳的是茵

陈蒿。(2)先接种中药再接种 IBV时，桑叶、马齿苋和

野菊花均没有死亡鸡胚出现，说明三者对 IBV的抑制

效果均较好。先接种 IBV再接种中药时，茵陈蒿和马

齿苋有一枚鸡胚死亡，其他均死亡两枚以上，说明二者

对 IBV的阻断效果较好，综上，只有马齿苋对 IBV阻断

效果和抑制效果均较好，因此对 IBV作用效果最佳的

是马齿苋。(3)先接种中药再接种NDV和先接种NDV

再接种中药时，均没有死亡鸡胚出现，说明各中药对

NDV阻断效果和抑制效果均较好，各中药在安全浓度

范围内对NDV作用效果都较好。

（3）在中药液对病毒毒力的阻断作用与中药液对

病毒毒力抑制作用的试验中，马齿苋的试验结果与预

期不一致，可能由于鸡胚是弱胚 ，或者病毒毒力强，药

液浓度小，也可能是操作失误，但不排除这个试验结果

是正确的，因此其结果有待于进一步探明。

（4）此试验共设计两种加药方式，即第1组采用最

大安全浓度的中药与鸡胚互作4h后接种病毒、第2组

·· 8



采用病毒侵染鸡胚 4 h后添加最大安全浓度的中药。

两组间相比较，第 1组中药样品对病毒的阻断效果作

用更为明显。其作用机理可能为：第1组，中药与鸡胚

作用后，中药样品提高了鸡胚的免疫力，有效阻止了病

毒的吸附和侵入；第2组病毒侵染鸡胚后添加中药，中

药样品对鸡胚内的病毒起一定的抑制作用，抑制了病

毒的生物合成及成熟释放[10]。其具体作用机理有待于

进一步探明。
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