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甘草甜素类药对化学损伤人肝细胞的保护作用比较 
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【摘 要】目的：研究4种(3类)甘草甜素药物对半乳糖胺(D—GaIN)和四氯化碳(CC1 )损伤培养人肝细胞(L一02)的保护作用及 

差异，筛选出疗效好的药物，指导临床应用。方法：培养 L一02，用复方甘草酸单铵(Compound ammonium glycyrrhizin，CAG)、复方 

甘草酸苷(Compound glyeyrrhizin，CG)、甘草酸二铵(Diammonium glycyrrihizinate，DG)和异甘草酸镁(Magnesiumisoglycyrrhizinate， 

MI)分别进行保护，再经 D—GaIN或 CC14处理。观察肝细胞生长状态、测定 AST及 LDH酶活力、测定细胞内谷胱甘肽(GSH)含 

量。从而评价 CAG、CG、DG和 MI对 D—GalN和 cch损伤 L一02细胞的保护作用。结果：浓度为 1 mg／ml时，CAG、CG、DG和 MI 

均能显著抑制 D—GaIN和 CC1 所致的 AST及 LDH释放，提高细胞的存活率。其中 CAG抑制 D—GaIN所致的 AST效果显著优于 

CG、DG和 MI(P<0．05)；CAG抑制 CC14所致的 AST及 LDH释放的效果显著好于 DG和 MI；CG抑制 D—GaIN所致的 AST和 

LDH释放效果显著(尸<0．05)好于 MI。浓度为 1 mg／ml的 CAG、CG、DG和 MI 4种药物均能显著抑制 2种化学损伤细胞内的 

GSH降低，其中CAG效果最明显(P<0．05)。结论：1 mg／ml的 CAG、CG、DG和 MI 4种药物对 D—GaiN和 cch致人肝细胞损伤均 

有保护作用，其机制可能与抑制 GSH降低相关。4种甘草甜素药物，CAG保护肝细胞效果最为显著，CG、DG和MI作用依次减 

低。 
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Comparison of protective effect of glycyrrhizin drugs On human hepatocytes 

injured by D-galactosamine and carbon tetrachloride 

zHANG Oun、et al 

(Department ofInfectious Diseases，f e Affiliated ZhongdaHospital，Southeast University) 

【Abstract]Ojective：Toinvestigatetheeffectsandthedifferencesofthefour(3categories)glycyrrhizindrugsinprotectinghumanhepatocytes 

(L-02)from the injury ofgalactosamine(D—GaIN)and carbon tetrachloride(CCL)，and to screen a better one for clinical application． 

Methods：The culturedL-02were pre-treatedwith compound ammonium glycyrrhizin(CAG)，compound glyeyrrhizin(CG)，diammonium 

glyeyrrihizinate(DG)and magnesium isoglycyrrhizinate(MI)，respectively，for protecting these cells from the injury made with CCI4 or 

D-GaIN．Th en，the liver cell growth status were observed，and the AST and LDH enzyme activity in the cultural supernatant were 

determined，and cellular glutathione(GSH)content in the cultural supernatant were tested．All the values above were analyzed to compare 

the protective effects of the four glycyrrhizin drugs．Results：At the concentration of lmg／ml，the four glycyrrhizin drugs could improve the 

survival rate of cells，and significantly inhibit release of AST and LDH induced by D-GaIN or cch．Moreover，the inhibition effect of CAG 

on AST release induced by D—GaiN was significantly(P<0．05)better than that of CG，DG and MI，and the inhibition effects of CAG on 

AST and LDH release induced by cch were significantly(P<0．05)better than those of CG，DG and MI．The inhibition effects of CG on 

AST and LDH release induced by D-GaiN were significantly(P<0．05)better than that of MI．At the Concentration of 1 mg／ml，the four 

glyeyrrhizin drugs could increase the decreased cell mitochondrial membrane potential caused by D—GaIN or cch．These four glycyrrhizin 

drugs could significantly inhibit the intracellular GSH abatement induced by D-GaIN or CC14．Of which，CAG had the most significant 

effect(P<0．05)，and CG was better than MI(P<0．05)．Conclusions：At the concentration of 1 mg／m1．the four glyeyrrhizin drugs have 

protective effects on the D—GaIN or cch injured human hepatocytes．The mechanism of these protective effects may be increasing of the 

intracellular GSH abatement．Among the four glycyrrhizin drugs，CAG has the most sign ificant effect for hepatocytes，and the effects were 

reduced in the order ofCG．DG．and MI． 
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甘草甜素类药物是目前临床常用的保肝药。其 

具有抗炎 、抗氧化 、抗肝脏毒物 、稳定细胞膜 、抗肝 

纤维化、调节免疫、抑制 Ca 内流、防止细胞凋亡以 

及增加内源性类固醇产生等多种功效，是其肝细胞 

保护作用的重要机制【1-4]。目前临床使用于护肝的甘 

草甜素类药物种类和制剂有多种，但缺乏相同条件 

下效果的比较研究。本研究以体外培养人肝细胞 

(L一02)作为护肝药物研究体系，比较不同甘草甜素 

类药物对半乳糖胺(D—GaIN)或四氯化碳(CCI )损 

伤人肝细胞(L一02)的保护作用之间差别。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料与仪器 

L一02株购自川I大华西医院；CAG为赤峰蒙欣药业公司 

产品，CG购 自日本米诺发源制药株式会社，DG、MI为正大天 

晴公司产品；胎牛血清和 RPMI一1640培养基为 Hyclone产品， 

D—GaIN为 BIO BAsic INC产品，CCI 为重庆博艺化学试剂公司 

产品；全自动生化仪(Et立 7600)，酶标仪(Bio—Tek ELX800)， 

荧光分光光度计(Leica wetzar)。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 甘草甜素药物的配制和处理 参照甘草甜素研究文 

献[51，药物浓度在 1 mg／ml至 10 mg／ml护肝效果最佳。本研究 

取 4种甘草甜素药物原液和胎牛血清 ，按 9：1的剂量加入细 

胞上清中，使甘草甜素药的终浓度分别为 0．01、0．1、1 mg／ml 3 

组，用于构建肝细胞保护体系。不同终浓度(见上述)的CAG、 

CG、DG、MI于细胞预培养 24 h后加入。 

1．2．2 L一02细胞培养和 D—GaIN和 CC14处理 用含 10％ 

胎牛血清的 RPMI 1640培养液调细胞密度为 2 X l0s个 ／ml， 

接种于 96孔培养板 ，置 5％CO：孵箱中培养 24 h后分别加 

入 CAG、CG、DG、MI并形成不同药物的终浓度(见上述)，再 

用以 D—GaIN 2 mmol／L浓度共培养 24 h；或 CC14 10 mmol／L 

浓度共培养 2 h后进行相关检测。此损伤模型条件经预试验 

确定。 

1．2．3 甘草甜素药物护肝作用评价 倒置显微镜观察肝细 

胞生长状态；全自动生化分析仪测定 AST和 LDH酶活性；参 

照 Hadley方法测定 GSH含量。 

1-3 统计学处理 

此实验为 3复孔设计 ，所有数据以均数士标准差( ±s) 

表示。采用 SPSS 16．0 for Windows中的ANOVA对组间差异 

进行统计分析，P≤0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 4种甘草甜素药物对 D—GalN损伤 L一02的保 

护作用及差异 

D～GalN与 L一02细胞共 同培养后 ，AST和 LDH 

释放增加。用 CAG、CG、DG和MI处理后，细胞贴壁 

率增加。呈条索状，提示 4种药物均改善了 L一02的 

生长状态。 

CAG、CG、DG和 MI浓度在 1 ms／m]明显抑制 

AST(P<0．05)和 LDH(P<0．05)释放 。且以 CAG效果最 

显著(P<0．05)。4种甘草甜素药浓度在0．1、0．0l mg／ml 

时与模型组比较无明显肝细胞保护作用(见表1)。 

表 1 4种甘草甜素药对 D—Ga1N损伤 L一02AST和 LDH释放作用 

注：+与模型 D—GaIN组比较 P<0．05，“ P<0．01 与溶剂对照组比较 P<0．05，“P<O．01 
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2．2 4种甘草甜素药物对 CC1 损伤 L一02的保护作 

用及差异 

cc]4与 L—O2共同培养后 ．细胞活性显著降 

低 ，AST和 U)H释放增加 。用 CAG、CG、DG和 MI 

处理后，死亡细胞减少 ，细胞贴壁率增加，改善了细 

胞生长状态，1 mg／ml浓度的 4种甘草甜素药均显著 

降低 AST(P<0．05)释放和 LDH(P<0．05)释放，CAG 

效果最明显(P<0．05)；而CG、DG和 MI 3者之间两 

两比较 ，无显著统计学差异 (见表 2)。 

2-3 4种甘草甜素药物对 GSH的影响及差异 

浓 度 为 1 mg／ml的 CAG、CG、DG 和 MI均 能 

显著抑制 CCI 和 D—GaIN所致 L一02的 GSH降低 

(P<0．05)，观察4种药物的相互比较统计表及均数 

图，示 CAG效果最明显(P<0．05)，CG次之、且护肝 

效果 明显好于 DG和 MI(P<0．05)，DG与 MI比较 ， 

护肝作用无显著差异(见表 3)。 

表 2 4种甘草甜素药对 CC1 损伤 L一02 AST和 LDH释放作用 

n 药物浓度(mg／m1) GSH 

ccL, D—GalN 

注： 与模型组比较 P<0．05，”P<O．01 与溶剂对照组比较▲P<0．05，AAp<O．01 
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3 讨 论 

本实验检测了 D—GalN[6]和 CCI [71处理 L一02细 

胞活性 、ALT和 AST的时 、量效 特征 。D—GalN 2 

mmol／l处理 24 h，CC1 10 mmolfl处理 2 h对 细胞活 

性抑制率接近5O％，AIJT和 LDH释放显著增加。以 

此构建 L一02 2种化学损伤模型，用于药物护肝作用 

的研究。 

肝脏是物质代谢的中心，当肝功能受损时，物 

质代谢过程受到障碍，很多酶就会从肝脏逸出[8l。本 

研究结果表明，浓度为 1 mg／ml的 CAG、CG、DG、MI 

4种药物均可显著抑制两种损伤模型 AsT和 LDH 

升高 ，证明甘草甜素类药物在抗氧化 、抗肝脏毒性 、 

稳定细胞膜方面功效显著翻，其中以CAG护肝效果 

最为明显。 

肝细胞内GSH减少，提示肝细胞损伤伴随氧化 

还原态被破坏。细胞内恒定的GSH浓度是保持细胞 

稳定氧还原电位的前提，与细胞生命活动正常进行 

密切相关，氧还原电位降低将触发细胞凋亡[】01，本研 

究结果证明了4种药物可改善细胞内GSH降低，提 

高细胞存活率。上述 4种药物对损伤 L一02保护作 

用，以CAG最为显著。 

综上所述，4种甘草甜素药均能显著改善肝功 

能，从不同层面起到肝细胞的保护作用，以CAG对 

肝细胞的保护制剂最为显著，CG、DG、MI作用依次 

减低。4种甘草甜素药物差异主要为有效成分甘草 

酸分子结构式的不同，以及甘氨酸、盐酸半胱氨酸 

的含量不同。第二代甘草甜素药 CAG和CG是以 B 

体甘草酸单铵为主要成分，还含有甘氨酸和盐酸半 

胱氨酸，第三代甘草甜素药 DG是 o【体甘草酸二铵 

盐，不含有甘氨酸和盐酸半胱氨酸 ，第四代甘草甜 

素药 MI为单一 18一仅异构体，也不含有甘氨酸和盐 

酸半胱氨酸。甘氨酸主要用以对抗甘草酸单铵的水 

钠潴留作用，近年来研究显示，甘氨酸具有抗炎、免 

疫调节和细胞保护等作用 ，动物实验表明，它在缺 

血再灌注损伤、休克、酒精性肝炎、肝硬化、关节炎、 

急性坏死性胰腺炎、肿瘤和药物中毒等多种疾病中 

发挥有效的治疗作用 ，目前其作用机制尚不明确 ， 

可能通过抑制钙离子信号的传导、阻止炎性细胞的 

激活、减少氧自由基和其他毒性因子的合成、降低 

肿胀细胞胞膜的通透性等多种机制发挥辅助性或 

协同性 的保护作用 ；盐酸半胱氨酸具有解毒功能 ， 

参与细胞的还原过程和肝脏内的磷脂代谢 ，能保护 

肝细胞不受损害。CAG因含有甘氨酸和盐酸半胱氨 

酸比例较高，可能使其较 CG、DG、MI具有更好的肝 

细胞保护作用 。至于是否 因甘草酸分子结 构式不 

同，导致四种甘草甜素药护肝作用存在差异，目前 

尚不能定论 ，需要进一步深入研究。 
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