
书书书

·１２６６　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｎｏｖ；２８（１１）

·短篇论著·

不同配伍组方小柴胡汤的人肝细胞毒性体外检测
ＩｎｖｉｔｒｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｖａｒｉｏｕｓｒｅｃｉｐｅｓｏｆＸｉａｏｃａｉｈｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

戈　萌１，２，柴逸峰１，季红光２，陈晶晶２，李玉琪２，吴　峰２，谢天培２

（１．第二军医大学药学院药物分析学教研室，上海２００４３３；２．上海天甲生物医药有限公司，上海２０１２０３）

［摘要］　目的：系统检测不同配伍组方小柴胡汤对人肝细胞的毒性，为减毒改良提供依据。方法：ＭＴＴ法检测不同配伍组方

小柴胡汤水煎液和超声萃取液对人肝癌细胞株（ＳＭＭＣ７７２１）活性的影响，以此作为初筛，并用正常人肝细胞进行验证。结

果：小柴胡汤原方、黄芩、黄芩＋柴胡水煎液对人肝癌细胞株生长有显著抑制作用，作用强度原方＜黄芩＜黄芩＋柴胡合煎液；

黄芩＋半夏、柴胡、半夏、人参、甘草、生姜和大枣水煎液无显著作用；超声法样品比水煎法样品的抑制作用弱。结论：小柴胡

汤原方水煎液具有肝细胞毒性，主要毒性药材为黄芩，柴胡可增强黄芩的毒性，半夏可降低黄芩的毒性。
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　　小柴胡汤出自《伤寒论》，由柴胡、黄芩、人参、半夏、甘

草、生姜、大枣七味药组成，内科应用广泛［１］。近年有关小柴

胡汤药理作用报道较多［２３］，但有关毒理作用报道较少。有

学者报道小柴胡汤及其类似方引起肝损害［４５］。国内文献报

道小柴胡汤提取物大鼠灌胃１８０ｄ未出现主要脏器病理改

变和血液生化指标异常［６］。我们对不同配伍组方小柴胡汤

进行了体外人肝细胞毒性检测，以明确其是否具有肝毒性及

毒性来源，为减毒改良提供依据。

　　由于正常人肝细胞来源困难，且只能原代培养，难以大

量用于筛选，本研究选用人肝癌细胞株进行影响肝细胞活性

的药物初筛，用正常人肝细胞进行验证。

１　材料和方法

１．１　药物和试剂　柴胡、制半夏、炙甘草、大枣购自上海康

桥中药饮片有限公司；黄芩购自上海德华国药制品有限公

司；人参购自上海信德中药公司饮片厂；生姜购于市场；对乙

酰氨基酚、三苯氧胺和四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ
公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基和小牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；青霉

素和链霉素购自华北制药有限公司；二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自

国药集团化学试剂有限公司。

１．２　细胞株　人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１购自中国科学院

上海细胞资源中心，正常人肝细胞由瑞德肝脏疾病研究所

（上海）提供。

１．３　仪器　二氧化碳培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ），酶标仪（上

海雷勃分析仪器有限公司），超声波清洗仪（上海科导超声仪

器有限公司）。

１．４　药材水煎液和超声萃取液的制备

１．４．１　小柴胡汤原方水煎液（《伤寒论》张仲景方）　精密称

取柴胡４．２８６ｇ，黄芩３．２１４ｇ，人参２．１４３ｇ，制半夏３．２１４

ｇ，炙甘草１．７８６ｇ，生姜３．２１４ｇ，大枣２．１４３ｇ，加１０倍量水

２００ｍｌ，浸润过夜；加热沸腾，小火微沸煎１ｈ，收集煎液，４层

纱布过滤，得滤液；剩余药渣加８倍量水１６０ｍｌ，同前述提取

方法得滤液；合并滤液，单层滤纸过滤，加热浓缩至２０ｍｌ，分

别经０．４５μｍ和０．２２μｍ的微孔滤膜滤过。

１．４．２　六味减方水煎液　分别去掉一味药材的六味水煎

液，共７种，量及制法同１．４．１。

１．４．３　两味减方水煎液　黄芩分别与柴胡、半夏、人参、甘

草、生姜、大枣合煎，共６种，量及制法同１．４．１。

１．４．４　单味药材水煎液　单味药水煎液，共７种，量及制法

同１．４．１。

１．４．５　原方超声萃取液　精密称取１．４．１药材量，加５倍

量水１００ｍｌ，浸润过夜；超声３０ｍｉｎ，４层纱布过滤，单层滤纸

过滤，加热浓缩至２０ｍｌ，分别经０．４５μｍ和０．２２μｍ的微孔

滤膜滤过。

１．４．６　柴胡、黄芩、黄芩＋柴胡超声萃取液　量及制法同１．４．５。

１．５　影响肝细胞活性药物的初筛　所有实验药物终浓度分

别为５、１０、２０、３０、４０ｍｇ／ｍｌ（相当于原方药材浓度）；阳性对

照为对乙酰氨基酚（５ｍｍｏｌ／Ｌ）；阴性对照为ＰＢＳ。采用ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基（含１０％小牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００

μｇ／ｍｌ链霉素），将浓度５×１０
４／ｍｌ的细胞接种于９６孔板，培

养过夜。弃原有液体，加含药培养液，每药物每浓度４个复

孔。培养２４ｈ后，加 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ／孔。３７℃温孵４

ｈ后，弃原有液体，加ＤＭＳＯ２００μｌ／孔。室温置３０ｍｉｎ，酶标

仪５７０ｎｍ测光密度 （Ｄ）值。计算细胞活性：细胞活性（ｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ，％）＝ 实验组光密度值／对照组光密度值×１００％。

１．６　影响肝细胞活性的药物验证　由瑞德肝脏疾病研究所

完成。所有实验药物终浓度分别为０．１、１、２、１０、２０、１００ｍｇ／

ｍｌ（相当于原方药材浓度）；阳性对照三苯氧胺（５０μｍｏｌ／Ｌ）；

阴性对照ＰＢＳ。将原代培养的正常人肝细胞接种于９６孔

板，培养箱过夜。弃原有液体，加含药培养液，每药物每浓度

６个复孔。培养４ｈ后，加 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ／孔。３７℃温

孵４ｈ后，弃原有液体，加 ＤＭＳＯ１５０μｌ／孔。室温震荡１０
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ｍｉｎ，酶标仪５７０ｎｍ测光密度（Ｄ）值。线性回归法求半数抑

制浓度（ＩＣ５０），计算细胞活性。

１．７　统计学处理　采用方差齐性检验和ｔ检验。方差齐性

检验的检验水准α＝０．１，ｔ检验的检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　影响肝细胞活性的药物初筛　小柴胡汤原方水煎液对

人肝癌细胞株生长有显著抑制（图１Ａ），原方和柴胡超声萃

取液无显著作用，黄芩、黄芩＋柴胡超声萃取液有显著抑制

（图１Ｂ）；六味减方水煎液中，不含黄芩的水煎液无显著作

用，其他６种均有显著抑制（图１Ｃ）；单药水煎液中，仅黄芩

有显著抑制，其他单药均无显著抑制作用（图１Ｄ）；两味减方

水煎液中，仅黄芩＋半夏合煎液无显著作用，其他５种均有

显著抑制（图１Ｅ）。

图１　 ＭＴＴ法检测不同制法（Ａ，Ｂ）及不同配伍减方水煎液（Ｃ，Ｄ，Ｅ）对人肝癌细胞株活性的影响

Ａ：各水煎液；Ｂ：各超声萃取液；Ｃ：各六味减方水煎液；Ｄ：各单味药水煎液；Ｅ：各两味减方水煎液．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与阴性对照比较
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２．２　影响肝细胞活性的药物验证　小柴胡汤原方水煎液对

正常人肝细胞生长有显著抑制作用，ＩＣ５０为８７ｍｇ／ｍｌ（Ｒ２＝

０．６７０４），原方超声萃取液无显著抑制（图２）。

图２　ＭＴＴ法检测不同制法小柴胡汤对

正常人肝细胞活性的影响

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与阴性对照组比较

３　讨　论

　　由于正常人肝细胞来源困难，且只能原代培养，难以大

量用于筛选，本研究选用人肝癌细胞株进行影响肝细胞活性

的药物初筛，用正常人肝细胞进行验证。

　　实验表明，小柴胡汤水煎液具有肝细胞毒性，这与其他

学者的报道［４５］相吻合。结果提示，小柴胡汤中起主要毒性

作用的药材为黄芩；柴胡本身无毒，但可能与黄芩协同作用

并增强黄芩的毒性；半夏对肝细胞起保护作用，从而降低了

黄芩的毒性。有关该处方中导致肝细胞毒性的化学成分及

其毒性机制还有待进一步研究。

　　本实验结果与国内动物体内实验报道［６］不相符，该体内

实验中采用小柴胡汤提取物，但具体提取方法及化学组分不

详。小柴胡汤为一含有多种成分的复杂化学体系，考虑其药

理和毒理作用是多组分综合作用的结果，不同的提取制备工

艺可导致其化学组分的改变，因此对其药理和毒理作用也会

产生一定影响。本实验研究的小柴胡汤水煎液更接近《伤寒

论》张仲景原方药材比例和制备方法。同时本实验仅为体外

细胞学实验结果，不能推断出体内实验的情况，体内实验有

待进一步开展。
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