
 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2010, 45 (3): 403−407  · 403 · 

 
 
 

利巴韦林注射液体内外抗流感病毒作用研究 
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摘要: 利巴韦林具有广谱抗病毒活性, 对多种 DNA 或 RNA 病毒体内外都有抑制作用。本文对利巴韦林注

射液的体内外抗流感病毒活性进行研究, 体外实验采用细胞病变 (CPE) 法研究了利巴韦林注射液对流感病毒

甲乙型的活性, 体内实验采用小鼠模型研究了利巴韦林注射液对流感病毒A/FM/1/47 (H1N1) 鼠肺适应株感染小

鼠的保护作用。结果显示, 在体外实验中, 利巴韦林注射液对所检测的 7 种病毒株均有显著的抑制活性; 在体内

实验中, 利巴韦林注射液可以显著提高感染小鼠的存活率和平均生活日, 显著改善感染小鼠的肺病变和肺指数。 
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In vitro and in vivo anti-influenza virus activity of ribavirin injection 
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Abstract: Ribavirin is a broad-spectrum inhibitor against several unrelated DNA or RNA viruses in vitro and 

in vivo.  In this paper the in vitro and in vivo study of anti-influenza virus activity of ribavirin (RBV) injection 
had been reported.  The in vitro antiviral activity of ribavirin injection against influenza virus A and B was  
studied by CPE.  The in vivo protective action of ribavirin injection against influenza A/FM/1/47(H1N1) mouse 
adapted strain infected mouse was studied with mouse model.  The results showed ribavirin injection has strong 
inhibitory activity against 7 virus strains tested in vitro.  Ribavirin injection could significantly increase virus 
infected mouse survival rate and survival days and improve lung pathogen and lung index. 
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 利巴韦林是嘌呤三氮唑化合物, 为鸟苷、次黄嘌

呤核苷类似物, 于 1972 年被合成, 1986 被美国 FDA
批准, 以喷雾吸入治疗流感病毒和呼吸道合胞病毒

感染。2001 年被 FDA 批准治疗 HCV, 其与干扰素 α
合用, 可明显增加干扰素 α治疗丙型肝炎的疗效。利

巴韦林具有广谱抗病毒活性, 对多种RNA或DNA病

毒体内外都有抑制作用, 如流感病毒、丙型肝炎病
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毒、乙型脑炎及西尼罗脑炎病毒、副流感病毒、麻疹

病毒、呼吸道合胞病毒、拉萨热病毒、出血热汉坦病

毒、甲型肝炎病毒等 RNA 病毒, 以及疱疹病毒、痘

病毒、乙型肝炎病毒等 DNA 病毒[1,2]。临床上利巴韦

林常用于治疗包括流感的病毒性呼吸道感染、丙肝、

手足口病、流行性腮腺炎等[3]。 
本研究考察了利巴韦林注射液的体内外抗流感

病毒活性, 体外实验采用细胞病变 (CPE) 法研究了

利巴韦林注射液对流感病毒甲乙型共 7 个病毒株的

活性, 体内实验采用小鼠模型研究了利巴韦林注射

液对流感病毒 A/FM/1/47 (H1N1) 鼠肺适应株感染小

鼠的保护作用。 
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材料与方法 
细胞及病毒  MDCK 细胞 (狗肾细胞) 由本实

验室传代保存。流感病毒 A/H1N1 (A/广东罗湖/219/ 
2006), 流感病毒 A/H3N2 (A/汉防/359/95, A/江西东

湖/312/2006, A/济防/15/90, A/粤防/243/72), 流感病

毒 B (B/济防/13/97, B/深圳/155/2005) 和流感病毒 A/ 
FM/1/47 (H1N1) 鼠肺适应株, 均由中国疾病预防控

制中心病毒病预防控制所提供, 本实验室传代保存。 
试验动物  雌性昆明种小鼠, 体重 14～16 g, 购

于军事医学科学院实验动物中心, 许可证号: SCXK 
(军) 2002-018。雌性昆明种小鼠, 体重 14～16 g, 购
于中国医学科学院实验动物研究所 , 许可证号 : 
SCXK (京) 2004-00013。22.5 LD50 感染实验所用动物

购自中国医学科学院实验动物研究所, 其余实验所

用动物均购自军事医学科学院实验动物中心。 
主要试剂和受试药物  MEM、新生牛血清 (特

级) 及 L-谷氨酰胺均购自 Invitrogen 公司。利巴韦林

注射液为焦作药业有限公司生产 (批号 09010922), 
达菲 (oseltamivir) 原料药由中国科学院上海药物研

究所提供 (批号 20090712)。 
细胞毒性实验  取处于指数生长期的 MDCK 细

胞铺在 96 孔板上, 细胞数为 2×104/孔。然后给予受

试药物 , 利巴韦林注射液质量浓度为 0～20 000 
µg·mL−1, 达菲质量浓度为 0～2 000 µg·mL−1, 37 ℃
培养 48 h。MDCK 细胞的毒性试验采用 CPE 法。受

试药物对细胞半数有毒浓度  (TD50) 采用 Reed & 
Muench 方法计算。 

抗流感病毒活性实验  将 MDCK 细胞接种于 96
孔板 (细胞数 2×105/mL), 待细胞长成单层后感染一

定量的病毒 (约 100 TCID50) 。37 ℃吸附 2 h 后, 用
MEM 冲洗 , 换上含有不同浓度受试物  (0～500 
µg·mL−1) 的维持液, 37 ℃、5% CO2 孵育, 同时设不

含受试药物的病毒对照组和正常细胞对照组。当病毒

对照组的细胞病变 (CPE) 达到 4+时, 观察并记录各

组的 CPE 结果。抗病毒的活性采用 Reed & Muench
方法进行计算。 

LD50测定方法  试验共分为6组 (1×10−2、1×10−3、

1×10−4、1×10−5、1×10−6、1×10−7), 每组 6 只小鼠。小

鼠均经乙醚麻醉, 用移液器经鼻滴入病毒液 (流感

病毒 A/FM/1/47 鼠肺适应株) 40 μL, 每日观察, 共 
14 d, 记录各组死亡数, 并用 Reed & Muench 法计算

半数致死浓度 LD50。 
药物治疗实验   试验分为利巴韦林注射液组 , 

阳性对照药达菲组, 同时设病毒对照组和正常对照

组, 每组 10 只小鼠。小鼠均经乙醚麻醉, 用移液器经

鼻滴入病毒液 (流感病毒 A/FM/1/47 鼠肺适应株) 40 
μL, 在感染后 2 h 给药。利巴韦林注射液采用腹腔注

射, 阳性对照药达菲采取灌胃方式给药, 每日 2 次, 
共 7 d。每日观察并记录每组死亡数, 共 2 周, 采用 χ2

检验比较死亡率, Kaplan-Meier 法分析平均生活日。

每批实验同时滴定病毒 LD50。 
肺病变、肺指数检测  试验分为利巴韦林注射液

组, 阳性对照药达菲组, 同时设病毒对照组和正常对

照组, 每组 8 只小鼠。感染后 4 d (1 000 LD50) 或 5 d 
(22.5 LD50) 处死小鼠, 取出鼠肺, 肉眼判断肺病变

程度。0 表示无肺病变, 1～4 为每级递增 25%的肺病

变。每只小鼠称体重 (g) 和肺重 (g), 计算每只小鼠

的肺指数 (肺指数 = 肺重/鼠重), 采用 t 检验比较肺

指数, 并用 Ridit 法比较肺病变。 
鼠肺病毒滴度测定  在感染后 4 d 取小鼠解剖, 

无菌取肺, 在低温和无菌条件下分别按每个鼠肺加

入 10倍体积的细胞维持液, 乳钵研磨, 获得匀浆, 冷
冻离心 (转速 3 000 r·min−1)。离心后取上清液, 得到

鼠肺的 1×10−1 液, 再以细胞维持液作 10 倍稀释, 分
别获得每个鼠肺的 1×10−2、1×10−3、1×10−4、1×10−5、

1×10−6、1×10−7 和 1×10−8 液。在 MDCK 细胞中滴定

上述鼠肺悬液的 TCID50 值 , 计算每组鼠肺的平均

TCID50 值, 并以 t 检验比较鼠肺病毒滴度结果。 
计算公式死亡保护率 (%): 动物给药后与病毒

对照组比较计算死亡保护率。死亡保护率 (%) = (病毒

对照组死亡率 − 实验组死亡率) / 病毒对照组死亡率 × 

100%。延长生命率 (%): 动物给药后与病毒对照组

比较计算生命日延长率。延长生命率 (%) = (实验组

平均生活日数  − 病毒对照组平均生活日数) / 病毒对

照组平均生活日数 × 100%。半数有毒剂量 TC50 和半

数有效剂量 IC50 采用 Reed & Muench 法计算。IC50 = 
Antilog [A + (50 − B) / (C − B) × D] (A: log < 50% 累

加抑制率的药物浓度; B: < 50% 累加抑制率; C: > 50% 

累加抑制率; D: log 稀释倍数)。肺指数  = 肺重  / 体重; 
肺指数抑制率 (%) = (对照组平均肺指数  − 给药组平

均肺指数) / 对照组平均肺指数  × 100%。 
 

结果 
1  利巴韦林注射液对 MDCK 细胞的毒性 

利巴韦林注射液对 MDCK 细胞的毒性结果见表

1。 
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2  利巴韦林注射液体外抗流感病毒 A 和 B 活性 
体外抗病毒活性结果显示, 利巴韦林注射液体 

 
Table 1  Cytopathic effect of ribavirin (RBV) injection on 
MDCK cells 

Drug Initial dose/μg·mL−1 TC50/μg·mL−1 TC0/μg·mL−1

RBV injection 20 000 4 648.5 ± 525.6 2 500.0 

Oseltamivir  2 000 1 388.0 ± 128.0   500.0 

TC50: 50% Toxicity concentration; TC0: The maximum concentration 
with no toxicity 
 
Table 2  In vitro anti-influenza virus A and B activities of  
ribavirin (RBV) injection studied by cytopathic effect (CPE) 

Virus strain Drug IC50/μg·mL−1 SI 

A/Guangdong  RBV injection 1.49 ± 0.09 3 119.8 

Luohu/219/2006 Oseltamivir 5.34 ± 0.91 259.9 

A/Jifang/15/90 RBV injection 0.58 ± 0.05 8 014.7 

 Oseltamivir 4.25 ± 0.34 326.6 

A/Jiangxi  RBV injection 2.66 ± 0.16 1 747.6 

Donghu/312/2006 Oseltamivir 0.29 ± 0.02 4 786.2 

A/Hanfang/359/95 RBV injection 1.67 ± 0.10 2 783.5 

 Oseltamivir 1.16 ± 0.09 1 196.6 

A/Yuefang/243/72 RBV injection 28.94 ± 2.31 160.6 

 Oseltamivir 0.09 ± 0.00 15 422.2 

B/Jifang/13/97 RBV injection 169.8 ± 13.58 27.4 

 Oseltamivir >500   − 

B/Shenzhen/155/2005 RBV injection 2.32 ± 0.18 2 003.7 

 Oseltamivir 170.4 ± 0 8.1 

“−”: No antiviral activity at the maximum concentration with no 
toxicity; IC50: 50% Inhibitory concentration; SI: Selected Index, 
SI = TC50 / IC50 

外对流感病毒 A / 广东罗湖/ 219 / 200、A /济防/ 15 / 90、
A/汉防/359/95、B/济防/13/97 和 B/深圳/155/2005 的

抑制活性明显优于达菲, 但对A/江西东湖/312/2006和
A/粤防/243/72 的抑制活性不如达菲 (表 2)。 
3  利巴韦林注射液对流感病毒 FM1 感染小鼠的治

疗效果 
关于 229LD50 感染组的死亡保护率, 利巴韦林注

射液 50 和 25 mg·kg−1 组与病毒对照组相比差异具有

统计学意义; 达菲 20 和 10 mg·kg−1 组与病毒对照组

相比差异不具有统计学意义; 关于 229LD50感染组的

平均生活日, 利巴韦林注射液 50 和 25 mg·kg−1组及达

菲 20 和 10 mg·kg−1 组与病毒对照组相比差异均具有

统计学意义。关于 1000LD50 感染组的死亡保护率, 利
巴韦林注射液 50 mg·kg−1组和达菲 80 mg·kg−1组与病

毒对照组相比差异均具有统计学意义; 关于 1000LD50

感染组的平均生活日 , 利巴韦林注射液 50 和 25 
mg·kg−1 组及达菲 80 mg·kg−1 组与病毒对照组相比差

异均具有统计学意义。关于 22.5LD50 感染组的死亡

保护率, 利巴韦林注射液 50 mg·kg−1 组和达菲 40 
mg·kg−1组与病毒对照组相比差异均具有统计学意义; 
关于 22.5LD50 感染组的平均生活日, 利巴韦林注射

液 50 mg·kg−1组和达菲 40 mg·kg−1组与病毒对照组相

比差异均具有统计学意义。见表 3。 
4  利巴韦林注射液治疗流感病毒 FM1 感染小鼠的

肺指数及肺病变实验结果 
关于 1000LD50 感染组的肺病变, 利巴韦林注射 

 
Table 3  Therapeutic effect of ribavirin (RBV) injection on influenza virus FM1 infected mice (n = 10, x ± s) 

Infectious dose Group Dose/mg·kg−1 Death /Total Survival prevention/% Survivor time/d Life lengthen/%

229 LD50 RBV injection 50  1/10 90  13.3 ± 2.2★★ 121.7 

  25  2/10 80  12.5 ± 3.2★★ 108.3 

 Oseltamivir 20  7/10 30 10.0 ± 2.9★★  66.7 

  10  6/10 40 10.2 ± 3.4★★  70.0 

 Virus control  10/10  6.0 ± 1.2  

 Mock infected control   0/10  14.0 ± 0.0  

1000 LD50 RBV injection 50  3/10 70  12.0 ± 3.6★★ 103.4 

  25  7/10 30 10.4 ± 3.0★★  76.3 

  12.5  9/10 10 7.0 ± 2.9  18.6 

 Oseltamivir 80  4/10 60  12.3 ± 2.5★★ 108.5 

  40 10/10 0 7.2 ± 1.2  22.0 

 Virus control  10/10  5.9 ± 1.0  

 Mock infected control   0/10  14.0 ± 0.0  

22.5 LD50 RBV injection 50  0/10 100  14.0 ± 0.0★★ 100 

 Oseltamivir 40  0/10 100  14.0 ± 0.0★★ 100 

 Virus control  10/10  7.0 ± 0.8  

 Mock infected control   0/10  14.0 ± 0.0  

Mean day of survivor compared to the virus control group by Kaplan-Meier Stat, ★★P < 0.01; survival prevention compared to the virus 
control group by χ2 Stat, P < 0.01 
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Table 4  Therapeutic effect of ribavirin (RBV) injection on lung index and lung pathogen of influenza virus FM1 infected mice (n = 8, x ± s) 
Infectious dose Group Dose/mg·kg-1 Lung score Mean lung index (×102) Mean lung index inhibition/ % 

1000LD50 RBV injection 50 0.6★★ 1.34 ± 0.2  26.0 

 Oseltamivir 80 0.6★★ 1.38 ± 0.1  23.8 

 Virus control  2.2 1.81 ± 0.3  

 Mock infected control  0.0★★ 0.85 ± 0.1   

22.5LD50 RBV injection 50 0.5★★ 1.20 ± 0.25  36.2 

 Oseltamivir 40 0.8★★ 1.31 ± 0.08  30.3 

 Virus control  2.6 1.88 ± 0.54  

 Mock infected control  0.0★★ 0.87 ± 0.10   

Lung scores compared to the virus control group by Ridit Test, ★★P < 0.01; Mean lung index compared to the virus control group by 
t-Test, P < 0.01 

 
液 50 mg·kg−1组和达菲 80 mg·kg−1组与病毒对照组相

比差异均具有统计学意义; 关于 1000LD50 感染组的

肺指数, 利巴韦林注射液 50 mg·kg−1 组和达菲 80 
mg·kg−1 组与病毒对照组相比差异均具有统计学意

义。关于 22.5LD50 感染组的肺病变, 利巴韦林注射液

50 mg·kg−1 组和达菲 40 mg·kg−1 组与病毒对照组相比

差异均具有统计学意义; 关于 22.5LD50 感染组的肺指

数, 利巴韦林注射液 50 mg·kg−1 组和达菲 40 mg·kg−1

组与病毒对照组相比差异均具有统计学意义。见表 4。 
5  利巴韦林注射液治疗流感病毒 FM1 感染小鼠肺

组织病毒滴度实验结果 
以 1000LD50 感染小鼠 4 d 后取肺, 在 MDCK 细

胞中滴定鼠肺悬液的 TCID50 值, 计算每组鼠肺平均

TCID50 值, 并以 t 检验比较鼠肺病毒滴度结果。结果

表明 (表 5), 利巴韦林注射液 50 mg·kg−1组和达菲 80 
mg·kg−1组与病毒对照组相比差异均具有统计学意义, 
利巴韦林注射液 50 mg·kg−1 组与病毒对照组相比可

以降低病毒载量 186.2 倍, 达菲 80 mg·kg−1 组与病毒

对照组相比可以降低病毒载量 346.7 倍。 
 
Table 5  Therapeutic effect of ribavirin (RBV) injection on lung 
virus titre of influenza virus FM1 infected mice (n = 6, x ± s) 

Group Dose/mg·kg−1 Virus titre [−log(TCID50)]

RBV injection 50 2.62 ± 0.75  

Oseltamivir 80 2.35 ± 0.54  

Virus control  4.89 ± 0.69 

Mock infected control  0.00 ± 0.00  

Virus titre compared to the virus control group by t-Test, P < 0.05 
 

讨论 
流感病毒是引起人类死亡的重要病因之一。1918

年西班牙流感甲 1 (H1N1) 大流行 2000 多万人丧生, 
其死亡人数超出第一次世界大战的战亡总人数。此后

人类又遭受了 3 次流感大流行, 即 1957 年首发于中 

国贵州的甲 2 (H2N2) 亚型 (亚洲流感)、1968 年出现

于香港的甲 3 (H3N2) 亚型 (香港流感) 和 1977 年辽

宁出现的新甲流感 (H1N1) (俄罗斯流感)。此后禽流

感感染人类的新变异株 H5N1 (1997) 和 H9N2 (1998) 
也分别首发于中国香港和广东[4]。因此我国也被称为

流感高发区。我国人口基数大, 人群密度大, 流感若

爆发后果会很严重, 因此更需要切实可行的防治措

施。目前临床上应用的抗流感药物有流感病毒基质蛋

白 M2 离子通道抑制剂及神经氨酸酶抑制剂, 但这两

类药物的耐药问题非常严重[5, 6], 这给临床应用带来

很大的问题。目前临床上还没有先测定病毒对药物的

敏感性再进行个体化用药, 这种方法对流感病毒感

染的治疗不太切合实际, 因为大多流感病毒感染性

疾病病程较短。利巴韦林 1986 被美国 FDA 批准, 以
喷雾吸入治疗流感病毒和呼吸道合胞病毒感染, 此
后又被批准用于 HCV 的治疗。目前还没有利巴韦林

耐药的相关报道, 这可能与其独特的作用机制有关: 
① 在细胞内被腺苷激酶磷酸化成利巴韦林单磷酸, 
可干扰肌苷单磷酸脱氢酶活性, 为其竞争性强抑制

剂, 使肌苷单磷酸不能转化成次黄嘌呤单磷酸, 影响

鸟苷酸合成, 降低细胞内核苷酸库 GTP 水平, 从而

阻断 RNA 的重新合成; ② 利巴韦林三磷酸可以竞争

性抑制病毒RNA聚合酶活性, 影响病毒新生RNA链

的合成; ③ 利巴韦林三磷酸还可掺入到病毒 RNA, 
导致突变发生; ④ 利巴韦林还呈现免疫调节作用, 
促进 Th0 细胞向 Th1 细胞分化, 从而增强 CD8+的 T
细胞免疫反应[7, 8]。利巴韦林用于流感治疗的报道不

是很多, 因为利巴韦林体外抗流感病毒活性确切, 但
临床上关于利巴韦林抗流感病毒的疗效不是很肯定。

鉴于目前流感病毒耐药严重, 进行利巴韦林抗流感

病毒药效确证非常必要[9]。因此作者进行了利巴韦林

注射液体内外抗流感病毒活性研究。本文在体外细 
胞模型中对利巴韦林注射液抗流感病毒 A1 (H1N1)、
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A3 (H3N2)、B 共 7 个病毒株的抗病毒谱进行了研究, 
利巴韦林注射液对 B 型流感病毒的抑制活性明显优

于达菲对照组, 对 A 型流感病毒的抑制活性除 A/江
西东湖/312/2006 和 A/粤防/243/72 外均优于达菲对 
照组, 体内动物模型对利巴韦林注射液抗流感病毒

A/FM/1/47 (H1N1) 鼠肺适应株进行了研究, 以死亡

率、平均生活日、肺病变、肺指数、肺病毒滴度为观

察指标, 结果表明利巴韦林注射液在低病毒量感染

时与达菲相当, 在高病毒量感染时明显优于达菲对

照组。但是利巴韦林也存在一定的不良反应, 可致动

物畸胎, 故妊娠期禁用, 且妊娠妇女不应直接护理接

受利巴韦林气雾剂治疗的患者; 而利巴韦林全身用

药主要不良反应为与剂量相关的可逆性溶血性贫血, 
口服偶见肝功能改变[10]。用药期间需密切注意血象, 
随时调整剂量。流感用药通常为短期用药, 长期用药

如用于 HCV 的治疗更应密切监测利巴韦林的毒副作

用。 
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·讯息· 

沃特世公司推出 ACQUITY UPLC H- Class 系统 
 

沃特世 (NYSE: WAT) 公司新型的沃特世 ACQUITY UPLC H- Class 系统于 2010 年 1 月 26 日全球同

步推出, 该系统在拥有耐用、可靠的 UPLC 的同时, 又具有与传统高效液相色谱技术相似的操作方法。结

合了高性能、简易性与灵活性, 旨在帮助更多的实验室实现亚 2-μm (微米) 颗粒色谱柱技术所带来的科

学与商业效益, 从而使其适用于更宽的行业领域、更广的应用范围和更多的用户。 

 
 

 


