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小柴胡汤毒性成分分析
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，
戈 萌 、 张 国 庆 柴 逸峰 丨 杭 州 师 范 人 卞 附 诚 院 药 卞 部 浙 ； 杭 州

第二军 大学 附厢 东 方肝胆外 科 医院药材科 ， 海 第 二 大 药卞院 海

摘要 目 的 明确小 柴胡 汤 足 否具 有肝 毒性 及其毒性 來 源 方 法 采 丨 法 和 法 对 小 柴 胡 汤化卞

成 分 和 人 肝癌 细胞株 （ 存 活率进行 测定
，
运用逐 步 法 多 ；线件 丨

丨 卩 分析 小 柴 胡 汤 影 响 人肝癌 细胞株 存活 率 的 化

，成 分 结果 发现 来 自 黄 芩的 可能毒性成分 白杨 素 阿拉们 吡喃坫 丨 萄糖吡 喃糖苷 或其兄 构 体 结

论 该 ； 法初 步 筛查 出 小柴 胡汤潜在毒性成分 ， 为 小柴 胡 汤减 莓配 提供 研究
■

础 ， 从 而 优化处 方 ， 制 定科学 的 制 剂 丄 艺 ， 提

商制 剂质 墩 ，

关键词 小 柴胡 汤
；
高 效液相 高 分辨 飞行吋间 质谱

；
噻唑 蓝 法

；

逐少 法 多 元线性 丨
；
海件 成分

中 图 分类号 文 献标志码 文章编号 丨 丨 丨 丨
（

丨

；

、

： ，

； ； ；

小柴 胡汤记 和 解 少 阳 的代 及 剂
，

中 旧 汉代 临 床报道 ， 动 物体 内 实验报进 大 鼠灌 胃 小 柴 胡 汤提

即用于治疗感 样疝状如 发热 、 疲乏 以 及腹 部 适 、 取物 后 未 出现 嬰脏 器病理改 变和 血 液生 化

恶心等 。 近来用于 慢性 肝病 尤其 坫 内 肝 的 治疗 ， 指杯 的 常 。 对小 柴 胡 汤进 行肝毒 性的研究 ， 建

增加肝脏 白 介素 （ 和细胞 的 产 生 ， 亦
■

降低 立新的 质量标准是极 为必要 的 。 本 实验 采用

肝癌 的发生率
⋯

。 对病毒性肝 炎患 齐 ，
小柴 胡汤 可 法和 酶标仪法对小 柴胡汤 、减 力 小 柴胡 汤和小柴

改 荇 的 产生
；
对肝细 胞 癌 患 者 ，

该药 可诱导 胡汤 各单味药材的化学成分和肝细胞存活 率进行 广

的产 牛 。 自 年 来 ，
日 本学者大量报 道 测定

，
运用 逐 步法 多元线性 回 归 分析小柴 胡 汤 影 响

广 小 柴胡 汤 及 其 类 似 方 （ 小 柴 胡 合 柴朴汤 、小 柴 胡 肝细 胞存活率 的化学成分 ，

以 明 确 小 柴胡 汤是 内 具

加桔梗 裔 汤 ） 提取 制 剂 引 起 的肝 功 能 损 苫
，
据 推 有肝 毒忤 及其 毒性来源 。

测 ， 其 多例患 的肝损害 了 能 小 柴胡 汤 中 的 泼

芩 打 关 此外 ， 黄芩 根及甘 草根 提取物能强烈 诱

一

“

沣外 周血 笮核细 胞产生 介报逍
，
服川 大 美 国 型 高效 液相 色 谱 仪 ， 包括 在

柴胡 场后 原冇 的 身 免疫性肝 炎 （
恶化 ， 其作 线脱气机 ，

四 元泵
，

检测 器
，
全 自 动进样器 ；

用机 制 “
丨 能 为草 药产品诱导产 生细胞 因子进而激 发 ， 包括 色 谱工 作 站

活 动⋯ 。 目 前国 内 尚 无有 关小 柴胡汤肝毒性的 和 分析 软件 ；
电 子 天

平
；

型 超声 仪 。 饮 片 柴 胡 、 黄

作者简介 赵 云 （
女 ， ‘ 芩 、炙甘草 、人参 、

制半夏 和 大枣 由 上海华宇药业有
°

限公司 提供 ， 产地见表 均 由 上海长征 医 院陈万生
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教授鉴 定
；
黄芩苷 、汉黄芩 素 、 甘草酸单铵盐 、柴 胡皂 滤 液 ， 单 层滤 纸 过 滤 ， 加 热浓 缩 至 分 别 经

和 人 参 皂 苷 ⋯ 对 照品 购 丨 屮 药 品 十 物 制 品 和 的 微孔滤 膜 滤 过 即得 ，
每毫 升

检 定所 ； 甲 醇 和 甲 酸 为 色 丨汽纯 ； 乙醇 为 分析纯 ； 水 为 水煎液 相 巧 于原药材 取供试品溶液 置

蒸 水 。 瓶 十 ， 加 水稀释至 刻度 ，摇匀 ，进样 。

表 小 柴 胡汤 中饮 片信 息 表
减 力 小 柴胡 汤 水瓶液 六 味 （ 无柴 胡 ） 、

厂 味

无 故 芩 ）
、
六 味 （

无人 参 ） 、
六 味 （ 无半夏 ） 、

六 味 （
无甘

柴 胡 （ 内 朵 卩 草 ） 、
六味 （

无生 龙 ） 、六味 （ 无大 枣 ） 种 水煎液 ， 每种

河北
水煎 液的药材处 力 及 制法 丨

“

项所述 。

炙 丨

■

草 （ 新躺

； 宁
小 柴 胡 汤 中 味 药 材 水 煎 液 按 丨 述 方法

制 半夏 丨 四 川 制 柴 胡 、黄芩 、 人 参 、 半 、 嗔 、生 姜 、 大 枣 种 水

大枣 （ 山 东
寧了 液

— ——— 柴胡 和黄芩 合煎 水煎液 按上述 方法制 济

肝 细胞 活性测 定

方 法与 结果 细 胞 株 肝癌细胞株 购 丨 屮

国科学院 上海细 胞资源 中心 。

難溶 液的 紀制 小 柴胡汤 水煎液 、减方小

色谱条件 色谱柱 为 丨“ 柴胡 汤水煎液 、单味药材水煎液 、 柴胡 和黄等 合煎 液

； 采 用 甲 酚 （ 水
的使用浓度 为 相 当于小柴 胡汤 张 仲景方

流动 科 丨体 系 （ 相 均 》 甲 酸 ）
，
梯 度

味 原药材浓 度 阳性对照 品 为 乙 醜氣基酚 使 用
洗脱断 ：

丨 丨 丨
丨 丨

浓度 为 附 丨

■ 对照 采 州 丨肥

分 析
肝细胞 活性 检测 采 用 培养 基 （ 含

流速 ：
进 样

小牛 血 清 、 胄 素 、
链 毎

丨 进样前 以初 始梯度 条件 平衡
素 ） ，将浓度 为 ⑴？

丨 丨
丨 丨 的细胞接种 于 孔板 ， 每

质谱 条件 采 川 丨 喷 絮 正 尚
孔 于 ： 培养箱 中培养过夜 。 弃

扫描范 围为 ■
； 干 燥气龍

去板 上各孔 内 原碰 体 ， 分 别加 人 含 有 相应 浓 度 药
、 压 力

： ；
燥

产

谨速 ■ 电 物的 细胞培 养液 ， 每种 药物 每 个浓度 设 个平行孔
，

压 ： 碎 片 电压 ：
雇 旧 为 小 柴 胡 汤 总

于 培 养箱 中培 养 后 每孔 加人
离 流

丨

冬 笔 分 别 得 到 各 减 方 小 柴 胡 汤 水 煎
浓度 为 的 溶 液 — 于

电 味药材 水 煎 液 及 柴 減 冬 六 煎 水 煎 液
培养箱 屮继续温 《 后

，
弃去各孔 内 原械

总 离子流图 。

体 ， 每孔 加 人 ⋯ 以洛 解 臜

沉淀 。 室 温 放 竹 后 ， 丨 丨 酶 标 仪在 波

下测定 各孔 吸光值 （ 。 按下式计算 细胞活性 ：

職 细 胞 活性 （
％ 实验 组吸 光值 对照 组吸 光值

°

结 果 对小柴 胡汤 水 液 、减方小 柴 汤 水

液 、单味药材 水煎液 、柴胡 和黄芩 合煎水 煎液进 行样

布 工 才
本编号 。 ①小 柴胡 汤 水煎 ， ②六 味 （ 无 柴 糾 ） 水 煎 ’

图 小 柴 胡 汤 丨
丨 丨 总 离 子流图

③六味 （
无黄 芩 ） 水煎 ，

⑷六 味 （ 尤
‘

： 立 ） 水 煎 ， 匆六

溶 液的 制 备 味
（ 无 人 参 ） 水煎

，⑥六味 （ 尤 水煎 ，⑦六 味 （ 尤

小柴胡 汤 水煎 液 密 称取 柴 胡 生姜 水煎 六味 尤大 枣 ） 水煎 柴 胡水 煎 ⑩

黄芩 ’ 人 参 制 夏 炙甘草 黄芩 水煎 半 水煎 肋 人参水煎 ⑩甘草 水煎 ，

大 枣 加 倍量的水 十 荽水 煎 ， 大 枣水煎 柴胡 黄芩 水煎 由 于柴

’ 浸润 放置过夜 ； 加热 沸脾 后 小 火 微 沸煎 胡 的 芩合煎样品 的细胞 ■ 活 率 城 低 确定 其所 有 成

煮 收集第 次煎 液 层纱 布过滤 ，
得第 次滤 分为筛选对 象 ， 共 个成 分 ， 作 为 个 自 变 量

液
；
剩余药渣加 倍 量 的 水 同 前述提取方 每个成分 的 色 齚岭 面积作 为 变 值 ， 每个

法
，
收集第 次煎 液

’
过滤得 第 次 滤 液

’ 合并 两 次 样品 的细 胞存活 率作 为 因 变量 见表 、表
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，

表 号 水煎液 色谱峰面积及细胞成 活率

丨

细胞 成活 申 （

表 号水煎 液 色谱峰面积及细胞成活率

丨

细 胞成活率
（



2 0 1 3  年 丨 奶 迮第

获得所有样 品 的 指纹 图 谱后 ，
峰面积 ） 作 多 元线 性逐 步 回 归参 数 及 回 归 系

对获得 的 峰 面 积 数据 进 行 标 准 化 处 理 数结果 见表 和衣 检验结 果示
，
逐 步

‘

法选择
、

，
丨 ，

’
，
和 ， 个 自 变 丨 最终 所求 多

—

， 为标准化数 据 ，、为 原始数据 ， 和 为 —

兀线性方程 为 ：

数据矩阵 的第 行变量 的标准偏差 和平均值 。 、 ，

将应 变量 细胞存 活 率 ） 和 各 自 变 量 、
，模型有意义 。 校 正决定 系 数为

⋯⋯

、 经标 准化处理后 的各化 合物质 谱响 应
， 模 型中 、 为负 相关 ，

乂
、
乂

、
乂 为 正相 关

表 多 元线性逐步回 归 参数

变 来 源 丨

’

丨 山 也 均 力 值

丨 丨

总变

表 多元线性逐步回 归 系数
—

变 敁 系 数 ■及 标准化 系

常数项

丨

丨

小柴 胡汤各 成分的检测 为毒性成分筛 选提供可 其他组织的 倍左 农 为 形 成肝 毒性提供有 效

能 。 细胞存 活率 ，

一般会 某药物浓塊 成线性关 系 ， 浓度 山 于 常 人肝细 胞来 源 困 难 ， 本 研究选 用 人

为 多元线性 回 归提供可能 ， 根据前期 文献调研和药 肝癌细胞株进 彳 影响 爿 细胞活 性 的药物初筛 ， 考察

理实 验 吋 初 步推断贸 芩 旮 性 作 本 实验通过逐 卜

‘

』杨 素在体 外对 常 细胞 的毒性作用 有 待进
一

步证

步法 多 元线性 回 将 样 品 中 所 化 合 物峰 枳 ； 吋本 验 仅 为 体 外 细 胞 实验 结果 ， 不能推

经前处理 ） 与细胞存 活 率迚 多元 线 性 丨

“
丨 归 方程 ， 断出 体内 实验的悄况 ， 体内实验 有待进

一

步开展

剔除 影 响
“

不 著
”

的 化 合 物 成分 ， 筛 出 近 年 来 ， 多 种体外细 胞培养体系 已 成为研究 药

，
， 相 关系 数 衣 明 、

、
丨 ，

、 物肝毒性的旮 力
丨
培 养细 胞进 行 体外 毒 性分

和 对细胞存活 率总 贞献达 。 其 屮
、
为负 相 析 发展 为 早期 毐性评价 的 歌 要替代 方法 。 有学 者

关 即 为毒性成 分 ，
、 和 相 关

，
即 为 背 养 报逍

‘

海件药物抑 制细 胞 生 长 ，
随 药物浓 度 的增

成分 经 初 步 确定
“

为 凸 杨 素 加 丨增 髙 ， 即细胞存 活 书 与 毒性药物浓度呈 负 相 关

葡萄糖吡喃 基 阿拉伯 吡喃糖 沣或其 异 性 本研究 屮
，
小柴 胡汤潜在毒性成分 的浓度 随 配

构体 ，
为 黄芩黄酮 为 乌拉 尔甘 草 皂苷 乙

，
伍组方不 同 丨发 生 变 化 ， 从而 引 起相应肝细 胞存 活

为 柴胡皂苷 或其异构 体 。 推测 为 毒性成 率的 变化 。 小柴 胡汤 为一含有多种成分的复杂 化学

分 ， 来 自 黄芩 。 黄芩 中 含 量较高 的黄芩苷和汉 黄芩 体 系 ，
对 细胞存活率 的影响是 多组分综合作 用 的结

素 （ 単体对照 品 ） 均无药理毒性 。 果 。 其 中 ， 毒性成分抑制 细胞生长 ， 营 养成分促进细

胞生 长 ，各种组分影响的 程度也各 不相 问 ， 即细胞存

活率 与各组分 的浓度 存 在不 冏权 取 的 负相 关 肝

椐本 实验推测
，
小 柴胡 汤 屮起 耍 海忭成 分 力 细胞存活 书 （ 闪 变 勹 小柴 胡 汤 屮 各组分 浓 度 （

拔芩 屮 的 杨 索 拉 比喃 坫 变
；
符 介多 元线性 丨

！ 投 于 测定 小 柴 明 汤

葡 萄 糖 吡喃 糖 或其 构 体 ’
他 的 报 屮 各种绀分 浓 度 的 ： 作 浩 大 繁琐 ’

本 研 选

道 丨 杨 素 杭肿瘤 作 川 扣吻 介
一般 优 川 法 对 多种绀分进 行相 对记 采川 色 濟

的抗肿瘤药物 ， 对肿 瘤 细 胞 打 敁 性作 川 ， 时 峰 的面枳作 为 纟
丨 分的 对 浓 度 ’ 同 吋 为 消 除 各 绀 分

具有 一定肝毒性 杨 素 对 肿 瘤 细 胞 具有一 定 所响 应 色 济峰 的 扃 计 ， 本 研究 对 各 组 分 的 峰 而 积

的选择性毒性作用 ， 时对肝 毒性较小 ； 白 杨素体 （ 自 变量 ） 进 行 数据你准化

内代谢过程 的研究发现 ， 白 杨 素主要分布在肝脏 ， 是 本研究 初 步 筛杏 出 小 柴 胡 汤 中 肝毒性成分 ，
为
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小柴 胡汤 减毒配伍提供物质基础 ； 同 时建立 了 多 组

分体系整体研究 的分析方法 ，
为 中 药 及 其复 方的 肝

毒 性研究提供可靠模 型 。 该方法 可以 推广到 单方和
‘

’ ‘ ’ ：

复方 中 毒性成分的筛选 ， 同时还 可 以 进行药效成分

蹄选 。 从而
，
规范中 药肝毒性的 物质 基础和 作用 机 ：

制 的 研究 ， 并在此基 础上进行减毒 配伍 ， 充分发挥药 玲 杨 、 斯 ， 等 小 柴胡 汤提取 物灌 胃 给 药的

效
，
提高 中药在 丨 际 市场中 的 地位 。

孙 振球 卞统 卞 北 人民 生 出 版社
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