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甘草配伍大戟的体外肝毒性研究 
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摘  要：目的  研究甘草和大戟配伍的体外肝毒性。方法  采用显微观察法和 MTT 法检测不同浓度的甘草单煎液、大戟单

煎液、甘草-大戟合煎液和甘草-大戟单煎混合液对人肝癌细胞 HepG2 增殖的影响，并比较大戟单煎液、甘草-大戟合煎液和

甘草-大戟单煎混合液相当浓度下细胞毒性的大小。结果  大戟单用及大戟与甘草配伍均有细胞毒性，且呈剂量相关性；与

大戟单煎液相比，甘草-大戟单煎混合液细胞毒性无明显差异，甘草-大戟合煎液细胞毒性减小。结论  甘草和大戟配伍导致

大戟的体外肝毒性减小。 
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In vitro hepatotoxicity of compatibility of Glycyrrhizae Radix and Euphorbiae 
Pekinensis Radix 
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Abstract: Objective  To study the hepatotoxicity of compatibility of Glycyrrhizae Radix (GR) and Euphorbiae Pekinensis Radix 
(EPR) in vitro. Methods  Microscopic observation and MTT assay were employed to evaluate the effects of GR, EPR, GR-EPR 
decoction, and GR-EPR mixture at different concentration on the proliferation of human hepatoma cell line HepG-2, and their 
cytotoxicities were compared. Results  Both EPR and compatibility of GR-EPR exhibited the inhibitory effect on cell proliferation in 
a dose-dependent manner. Compared with EPR, GR-EPR decoction showed lower cytotoxicity, while the GR-EPR mixture was almost 
as cytotoxic as EPR. Conclusion  Compatibility of GR and EPR could reduce the hepatotoxicity. 
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中药“十八反”是中药药性理论的重要组成部

分，是中药七情中“相反”这一配伍关系的具体体

现[1]。相反是指两种药物合用，能产生毒性反应或

副反应，或者降低药效。中药“十八反”是传统中

药配伍禁忌的重要内容之一，自陶弘景的《本草经

集注》对此有明确记载以来[2]，“十八反”被历代医

家所重视，从本草文献到医学教材再到国家药典中

均注明“十八反”药对不宜同用。但是，在古今临

床实践中也一直有相反药物同用的经验，在遣方用

药中应用“十八反”药对配伍治疗某些疑难病症的

例证并不罕见[3-4]，医家们对此也各执看法，未能给

出科学合理的解释。在现代临床实践中，部分相反

中药使用后并未发现明显的毒副作用，且有相反相

成的作用[5-7]。“十八反”是否绝对禁忌，无论是文

献记载，还是临床应用和实验研究，均无定论，因

此，“十八反”仍然是存在争议的问题。 
甘草 Glycyrrhizae Radix 和大戟 Euphorbiae 

Pekinensis Radix 配伍属于“十八反”配伍禁忌药对

之一，二者配伍对实验动物心脏、肝脏、肾脏组织

的影响较单味药物明显增强，导致丙氨酸氨基转移

酶、尿素、肌酐、磷酸肌酸激酶、乳酸脱氢酶、γ-
羟基丁酸脱氢酶比单用明显升高[8-9]。有研究进一步 
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报道，二者配伍后，甘草抑制 CYP3A2，而大戟抑

制 CYP1A2，二者共同的作用可能使大戟的毒性成

分代谢减慢、蓄积而使毒性作用表现明显[10-11]。但

是，以上研究仅是基于间接指标来反映或推测甘草

大戟配伍前后毒性的变化，缺乏直接的细胞或组织

损伤证据，为此，本实验通过直接显微观察法和

MTT 法研究了甘草和大戟配伍对人肝癌细胞

HepG2 的形态及增殖的影响，以期为二者配伍的毒

性机制提供直接证据。 
1  材料 
1.1  药材 

甘草和京大戟均购自河北省安国药材市场，由

北京中医药大学中药学院王如峰副教授鉴定，甘草

为豆科植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch. 的根及

根茎，京大戟为大戟科大戟属植物大戟 Euphorbia 
pekinensis Rupr. 的干燥根。 
1.2  细胞株 

来源于人的肝癌细胞株 HepG2，购自北京协和

医科大学细胞资源中心。 
1.3  试剂 

溴化二甲噻唑二苯四氮唑（MTT）和二甲基亚

砜（DMSO）购自美国 Sigma 公司；RPMI-1640 培

养基购自美国 Gibco 公司；胎牛血清（FBS）购自

杭州四季青生物材料研究所；青-链霉素购自美国

Corning 公司；胰酶购自美国 Hyclone 公司；其他试

剂皆为国产分析纯，实验用水为自制三蒸水。 
1.4  仪器 

MCO—18AIC 二氧化碳培养箱（日本 SANYO
公司）；尼康 TE2000S 型倒置相差显微镜（日本

Nikon 公司）；SpectraMax 190 酶联免疫检测仪（美

国 MDS 公司）；JB—CJ—1500 超净工作台（北京

昌平长城空气净化设备工程公司）；Heal Force 
Neofuge 15R 台式高速冷冻离心机（上海圣科仪器

设备有限公司）；LLA 超声冰点渗透压仪（德国格

林德公司北京分公司）。 
2  方法与结果 
2.1  药液制备 
2.1.1  甘草、大戟单煎液的制备  取甘草 1 g，10
倍量去离子水浸泡 60 min，加热微沸水煎 2 次，每

次 0.5 h，随时补水。提取液 15 000 r/min 离心 2 次，

每次 10 min。取上清液，加水稀释至 16.7 mL，0.22 
μm 滤膜过滤除菌，得到 60 mg/mL 甘草单煎液，加

无菌水稀释成 30.00、26.25、22.50、18.75、15.00、

11.25 mg/mL，备用。取大戟 1 g，10 倍量去离子水

浸泡 60 min，加热微沸水煎 2 次，每次 0.5 h，随时

补水。提取液 15 000 r/min 离心 2 次，每次 10 min。
取上清液，加水稀释至 50 mL，0.22 μm 滤膜过滤除

菌，得到 20 mg/mL 的大戟单煎液，加无菌水稀释

成 10.00、8.75、7.50、6.25、5.00、3.75 mg/mL，备用。 
2.1.2  甘草–大戟合煎液的制备  取甘草 0.9 g、大
戟 0.3 g，10 倍量去离子水浸泡 60 min，加热微沸

水煎 2 次，每次 0.5 h，随时补水。提取液 15 000 r/min
离心 2 次，每次 10 min，取上清液，加水稀释至 15 
mL，0.22 μm 滤膜过滤除菌，得到 80 mg/mL 的甘

草–大戟合煎液，加无菌水稀释成 40.00、35.00、
30.00、25.00、20.00、15.00 mg/mL，备用。 
2.1.3  甘草–大戟单煎混合液的制备   将适量

60.00 mg/mL 甘草单煎液和 20.00 mg/mL 大戟单煎

液等体积混合，得到 40.00 mg/mL 的甘草–大戟单

煎混合液，加无菌水稀释成 35.00、30.00、25.00、
20.00、15.00 mg/mL，备用。 
2.2  细胞培养 

将复苏的 HepG2 细胞于 RPMI-1640 培养液（含

10%胎牛血清和 1%双抗），37 ℃、5% CO2 孵箱中

静置培养。细胞生长至 80%汇合后，按 1∶3 比例

传代，每 3～4 天传代 1 次。 
2.3  渗透压测定 

取 180 μL 新鲜 RPMI-1640 培养液，加入 20 μL
上述配制好的不同质量浓度的药液或无菌水，混合

均匀，用渗透压测定仪测定含药培养液和空白培养

液的渗透压。空白培养液的渗透压为 264 mOsm/kg，
各实验组结果见表 1。 

表 1  各实验组的渗透压 
Table 1  Osmotic pressures of each experimental group 

渗透压/(mOsm·kg−1) 
组别 

最高浓度 最低浓度

甘草单煎液 292 275 

大戟单煎液 283 279 

甘草–大戟合煎液 280 264 

甘草–大戟单煎混合液 269 267 
 

从表 1 可知，不同剂量含药培养液的渗透压均

在 260～300 mOsm/kg，而大多数哺乳动物细胞培养

的渗透压要求在 260～320 mOsm/kg[12]，因此，药

液的加入对细胞生长产生的影响不是由于渗透压的

不当造成的，而是药物自身在发挥作用。 
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2.4  显微观察 
取对数生长期的 HepG2 细胞，按细胞浓度 3×

104 个/mL，100 μL/孔接种于 96 孔板中，根据实验

分组分别加入甘草单煎液、大戟单煎液、甘草–大

戟合煎液和甘草–大戟单煎混合液的终质量浓度依

次为 3、1、4、4 mg/mL，空白对照组加入 180 μL 
RPMI-1640 培养液和 20 μL 无菌水。置于 37 ℃、

5% CO2 的孵箱中培养 24 h 后，于倒置相差显微镜

10 倍物镜下观察细胞数目及细胞形态的变化，并使

用 Nikon NIS-Element BR 图像分析系统成像。 

结果见图 1，甘草单煎液组细胞生长良好，细

胞形态正常，大小均一，细胞数目与阴性对照组差

别不明显，而大戟单煎液组、甘草–大戟合煎液组和

甘草–大戟单煎混合液组的细胞明显皱缩，细胞数

明显减少，与空白对照组和甘草单煎液组细胞差别

较大。这说明甘草单煎液基本无毒，对细胞生长无

影响，而另外 3 组由于大戟的存在而表现出细胞毒

性。相同浓度下，大戟单煎液组、甘草–大戟合煎

液组和甘草–大戟单煎混合液组的细胞形态差别不

大，甘草–大戟合煎液组细胞形态略好。 
 

 
A-空白对照组；B-甘草水煎液组：C-大戟水煎液组；D-甘草–大戟合煎液组；E-甘草–大戟单煎混合液组；比例尺=1 000 μm 
A-blank control; B-aqueous decoction of GR; C-aqueous decoction of EPR; D-GR-EPR decoction; E-GR-EPR mixture; bar =1 000 μm 

图 1  各实验组显微观察结果 
Fig. 1  Microscopic observation of each experimental group 

2.5  MTT 检测 
取对数生长期的 HepG2 细胞，制成密度为

3×104 个/mL 的细胞悬液，接种于 96 孔板中培养，

每孔 100 μL。分为不同剂量加药组和空白对照组，

每组设 4 个平行孔。细胞贴壁后，弃去旧的培养液，

依次加入 180 μL 新鲜培养液，20 μL 不同浓度的药

液或 20 μL 无菌水，混匀。药物作用于细胞 24 h 后，

弃去含药培养液，每孔加入 0.5 mg/mL 的 MTT 溶

液 100 μL，混匀。继续培养 4 h，弃去上清液，每

孔加入 150 μL DMSO，震荡 10 min 使结晶充分溶

解。用酶标仪测定每孔的吸光度（A）值，波长为

490 nm。根据测得的 A 值计算细胞存活率，再采用

下式计算细胞抑制率： 
细胞抑制率＝（1－加药组 A 值/对照组 A 值） 

应用 SPSS 16.0 软件对数据进行统计学分析，

实验数据以 ±x s 表示，组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 t 检验，结果见图 2。结果表明，

甘草（0～3 mg/mL）对 HepG2 细胞的增殖没有明 

 
浓度 1～5 中，大戟单煎液依次为：1、0.875、0.75、0.625、0.5 mg·mL−1；

甘草–大戟合煎液和甘草–大戟单煎合并液分别依次为：4、3.5、3、2.5、
2 mg·mL−1  与大戟单煎液组比较：*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001 
Concentration 1—5, aqueous decoction of EPR was 1, 0.875, 0.75, 
0.625, 0.5 mg·mL−1; GR-EPR decoction and GR-EPR mixture were 4, 
3.5, 3, 2.5, 2 mg·mL−1  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs aqueous 
decoction of EPR 

图 2  不同水煎液对 HepG2 细胞增殖的抑制作用 
Fig. 2  Inhibitory effects of different decoctions on  

proliferation of HepG2 cells 
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显抑制作用，细胞存活率都在 85%以上，因此，甘

草对 HepG2 细胞没有毒性。而大戟、大戟配伍甘草

可以抑制 HepG2 细胞的增殖，且随着大戟生药浓度

的增加，这种增殖抑制作用逐渐增强，呈现明显的

量效关系。无论是大戟单煎液，还是甘草–大戟合

煎液和甘草–大戟单煎混合液均有明显的细胞毒性

作用。甘草–大戟单煎混合液的细胞毒性与大戟

单煎液的细胞毒性相当（P＞0.05），只有在 2 
mg/mL 时甘草–大戟单煎混合液的毒性略低于大

戟单煎液的毒性（P＜0.05）。表明甘草–大戟单煎混

合液的细胞毒性只是由大戟引起的，也就是说，大

戟单煎液中加入甘草单煎液对大戟的细胞毒性基本

没有影响。然而，在上述 5 个质量浓度下，甘草–

大戟合煎液的毒性均明显低于大戟单煎液的毒性

（P＜0.01），说明大戟和甘草合煎后导致大戟的毒性

降低。 
3  讨论 

本实验从形态学和细胞活力的角度对甘草和大

戟配伍的细胞毒性进行了比较，但是，并没有发现

甘草配伍大戟后导致细胞毒性增加，相反，发现甘

草与大戟合煎具有减缓大戟毒性的作用。而这种作

用是基于二者合煎造成的，二者单煎后再合并则不

然，提示在合煎过程中可能发生了某些化学变化，

导致毒性成分的破坏，或者抑制了毒性成分的溶出。

这虽然有悖于人们传统认识的“十八反”理论，但

是与大戟“有小毒”和甘草“清热解毒，调和诸药”

的性质相符。当然，本实验的研究结果仅是基于体

外细胞试验，不能完全代表药物在体内与机体作用

的实际情况。本研究的结果提示，对甘草和大戟配

伍禁忌的研究不能只集中于毒理学方面，应该结合

药效学和体内药动学等进行综合考虑，如有研究报

道[13]，甘草和大戟配伍后能够减弱大戟的“峻下”

作用，降低其药效。这与大戟的“峻下”和甘草“甘

缓”功效相符。 
“中药十八反”是中医理论中一个古老而神秘的

组成部分，对其合理性及作用机制的探讨一直是科

研工作者的兴趣所在。然而，迄今为止，对“十八

反”的认识还不够深入，争议颇多。对其研究的广

度也有待拓宽，目前主要是试图通过证明相反药对

配伍后毒性增加或药效减弱来证明“十八反”的合

理性及作用机制，研究中也可能存在一些先入为主

的因素。中医理论强调整体观和辨证施治，对“十

八反”的认识也应该结合药对配伍后产生的化学成

分与人体的相互作用，并充分考虑个体差异进行客

观的综合研究。 
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