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Abstract
AIM: To compare the protective effects of 
compound ammonium glycyrrhetate (CAG) 
and magnesium isoglycyrrhizinate (MI) 
on D-galactosamine (D-GalN)- and carbon 
tetrachloride (CCl4)-injured human hepatocytes 
(L-02).

METHODS: After L-02 cells were treated with 

CAG and MI, respectively, they were incubated 
with CCl4 or D-GalN to induce cell injury. Cell 
growth was observed under an inverted micro-
scope. The activity of aspartate aminotransferase 
(AST) and lactate dehydrogenase (LDH) and the 
content of glutathione (GSH) in culture superna-
tants were determined.

RESULTS: At a concentration of 1 g/L, both 
CAG and MI could improve the survival rate 
of cells, significantly inhibit D-GalN- and CCl4-
induced release of AST and LDH and intracel-
lular GSH depletion, and increase D-GalN- 
and CCl4-induced decrease in mitochondrial 
membrane potential. Both of the CAG and MI 
can inhibit D-GalN and CCl4-induced release 
of AST and LDH and intracellular GSH deple-
tion (CCl4: 7.59 ± 1.27, 5.23 ± 0.70 vs 3.33 ± 0.40; 
D-GalN: 7.93 ± 0.36, 5.40 ± 0.52 vs 3.77 ± 0.45, P 
< 0.01 or 0.05).

CONCLUSION: At a concentration of 1 g/L, 
both CAG and MI can exert protective effects on 
D-GalN and CCl4-injured human hepatocytes per-
haps via a mechanism that is associated with im-
proving intracellular GSH depletion. CAG is supe-
rior to MI in protecting injured L-02 hepatocytes.
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Zhang Q, Liu JQ, Sun HL, Chen P, Zhang JJ. Comparison 
of  protec t ive  e f fec ts  o f  compound ammonium 
glycyrrhetate and magnesium isoglycyrrhizinate on 
D-galactosamine- and carbon tetrachloride-injured 
human hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(29): 3019-3022

摘要
目的: 研究2类甘草甜素药物对半乳糖胺
(D -GalN)和四氯化碳(CCl4)损伤培养人肝细胞
(L-02)的保护作用及差异.

方法: 培养L-02, 用复方甘草酸单铵(compound 
ammonium glycyrrhizin, CAG)和异甘草酸镁
(magnesium isoglycyrrhizinate, MI)分别进行保
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■背景资料
甘草甜素类药物
是 目 前 临 床 常
用的保肝药 .  因
其具有抗炎、抗
氧 化 、 抗 肝 脏
毒物、稳定细胞
膜 、 抗 肝 纤 维
化、调节免疫等
功效, 在临床得以
广泛运用.

■同行评议者
张国梁 ,  主任医
师, 天津市第一中
心医院消化内科; 
刘正稳, 教授, 西
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院第一附属医院
感染科



护后, 再经D -GalN或CCl4处理. 观察肝细胞生
长状态、测定AST、LDH酶活力、及细胞内
谷胱甘肽(GSH)含量. 从而评价CAG和MI对
D -GalN和CCl4损伤L-02的保护作用差异. 

结果: 浓度为1 g/L的CAG和MI均能提高细
胞的存活率, 显著抑制D -GalN和CCl4所致的
AST及LDH释放. CAG抑制D -GalN和CCl4所
致的AST与LDH效果显著好于MI(均P <0.05); 
浓度为1 g/L的CAG和MI均能显著抑制2种化
学损伤细胞内的GSH降低(CCl4损伤: 7.59±
1.27, 5.23±0.70 vs  3.33±0.40; D -GalN损伤: 
7.93±0.36, 5.40±0.52 vs  3.77±0.45, P <0.01
或0.05), CAG效果明显好于MI.

结论: 1 g/L的CAG和MI 2种药物对D -GalN和
CCl4致人肝细胞损伤均有保护作用, 其机制与
抑制GSH降低相关. 2种甘草甜素药物相比较, 
CAG保护肝细胞效果好于MI.

关键词: 半乳糖胺; 四氯化碳; 甘草甜素; 肝细胞; 药

物作用
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0  引言

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Ca2+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[1-3]. 目
前临床使用于护肝的甘草甜素药物种类和制剂

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L-02作为护肝药物研究体系, 
比较不同甘草甜素类药物对D -GalN或CCl4损伤

L-02保护作用之间的差别.

1  材料和方法

1.1 材料 L-02株购自川大华西医院; CAG为赤峰蒙

欣药业公司产品. MI为正大天晴公司产品. 胎牛

血清和1640培养基为Hyclone公司产品. D-GalN为

BIO BAsic INC产品. CCl4购自重庆博艺化学试剂

公司. 全自动生化仪(日立7600)、酶标仪(Bio-Tek 
ELX800), 荧光分光光度计(Leica wetzar).
1.2 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[4], 药物浓度1-10 g/L护肝效果最佳. 
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本研究取2种甘草甜素药物(CAG、MI)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 g/L, 用
于构建肝细胞保护体系. 不同终浓度的CAG和

MI于细胞预培养24 h后加入. 
1.2.2 L-02细胞培养和D -GalN及CC14处理: 用含

100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液调细胞密

度为2×108/L, 接种于96孔培养板, 置50 mL/L CO2

孵箱中培养24 h后分别加入CAG或MI, 并形成不

同药物的终浓度, 再以D-GalN 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.
统计学处理 此实验为三复孔设计, 所有数

据以mean±SD表示. 采用SPSS16.0 for Windows
中的AVONA对组间差异进行统计分析, P <0.05
为统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 2种甘草甜素药物对D -GalN损伤L-02的保
护作用及差异 D -GalN与L-02细胞共同培养后, 
AST和LDH释放增加. 用CAG和MI处理后, 细胞

贴壁率增加, 呈条索状, 提示2种药物均改善了

L-02的生长状态. 
CAG和MI浓度在1 g/L明显抑制AST(P<0.05)

和L D H(P <0.05)释放 ,  且以C A G效果最显著

(P<0.05). 2种甘草甜素药浓度在0.1, 0.01 g/L时与

模型组比较无明显肝细胞保护作用(表1).
2.2 2种甘草甜素药物对CCl4损伤L-02的保护作
用及差异 CCl4与L-02共同培养后, 细胞活性显

著降低, AST和LDH释放增加. 用CAG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 g/L浓度的2种甘草甜素药均显著

降低AST和LDH释放(P <0.05), CAG效果最明显, 
优于MI(P <0.05, 表2).
2.3 2种甘草甜素药物对GSH的影响及差异 浓
度为1 g/L的C A G和M I均能显著抑制C C l4和

D -GalN所致L-02的GSH降低(P <0.05), 观察2
种药物的相互比较统计表 ,  示C A G效果明显

(P <0.05), 护肝效果好于MI(表3).

3  讨论

本实验检测了D -GalN[5]和CCl4
[6]处理L-02细胞

活性、ALT和AST的时、量效特征. D -GalN 2 
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■创新盘点
目前临床使用于
护肝的甘草甜素
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
期望克服以往的
报道缺陷, 体外培
养人肝细胞, 进行
同等条件研究.
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mmol/L处理24 h, CCl4 10 mmol/L处理2 h对细胞

活性抑制率接近50%, ALT和LDH释放显著增加. 
以此构建L-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. 本研究结果表明, 浓度为1 g/L的CAG和MI 2

种药物均可显著抑制2种损伤模型AST和LDH
升高. 而AST主要存在与线粒体内, 线粒体膜受

损伤时, 可逸出线粒体, 进一步逸出细胞外, 可
见对于2种化学毒物所致损伤, 线粒体是2种甘

草甜素类药物护肝的主要作用环节, 已有提及

甘草甜素类药护肝活性可能与保护线粒体有关, 
本研究结果较好证明该类药物改善D -GalN和

CCl4所致AST释放的作用环节, 阐明了药物作用

机制, 进一步证实了甘草甜素药在抗氧化、抗

肝脏毒性、稳定细胞膜方面功效显著[7-8]. 与MI
相比较, CAG护肝效果较为明显. 

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[9], 本研究结果证明了2种药物可改善

细胞内GSH降低, 提高细胞存活率. 上述2种药

物对损伤L-02保护作用, 以CAG为显著. 
总之, 2种甘草甜素药对2种模型损伤的保护

作用, 主要涉及细胞氧化应激和氧还原电位环

节. 其中改善线粒体膜电位是甘草甜素药护肝

表  1  2种甘草甜素药对D -GalN损伤L-02 AST和LDH释放作用的影响 (n  = 3)

     
分组 	              D -GalN(2 mmol/L)	 药物浓度(g/L)	      AST(U/L)	             LDH(U/L)

溶剂对照	   	         -		        0.00		  16.37±3.54	       122.83±28.94

D-GalN模型	         +		        0.00		  56.80±3.08	       208.60±31.97

CAG 		          +		        1.00		  13.57±6.09b	       122.33±24.42a

		          +		        0.10		  46.63±2.40ad	       192.03±21.08c

		          +		        0.01		  50.10±2.88d	       182.03±15.96c

MI 		          +		        1.00		  39.50±0.82bd	       160.17±16.78

		          +		        0.10		  48.93±3.23ad	       202.17±22.91c

		          +		        0.01		  48.30±1.80ad	       201.83±21.89c

aP<0.05, bP<0.01 vs  D-GalN模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  溶剂对照组.

表  2  2种甘草甜素药对CCl4损伤L-02 AST和LDH释放作用的影响 (n  = 3)

     
分组 	                 CCl4(10 mmol/L)	 药物浓度(g/L)	      AST(U/L)	             LDH(U/L)

溶剂对照		          －		        0.00		  12.67±1.76	      110.67±20.50

CCl4模型		          +		        0.00		  69.73±19.80	      252.57±85.77

CAG 		          +		        1.00		  11.27±2.07b	        57.20±10.89ac

		          +		        0.10		  50.63±7.89d	      215.73±67.19

		          +		        0.01		  50.47±4.99d	      230.53±65.80c

MI 		          +		        1.00		  34.47±5.34ad	      149.17±17.43

		          +		        0.10		  55.40±4.29d	      233.10±56.33c

		          +		        0.01		  59.70±6.34d	      230.90±64.90c

aP<0.05, bP<0.01 vs  CCl4模型组; 
cP<0.05, dP<0.01 vs  溶剂对照组.

表  3  2种甘草甜素药物对GSH的影响 (n  = 3)

     
分组 	  药物浓度(g/L)

	              GSH

		                  CCl4	        D -GalN

溶剂对照	        0.00	         6.90±1.04	    8.03±0.15

模型	        0.00	         3.33±0.40	    3.77±0.45

CAG 	        1.00	         7.59±1.27b	    7.93±0.36b

	        0.10	         3.97±0.32c	    4.27±0.25d

	        0.01	         3.90±0.46c	    4.17±0.15d

MI 	        1.00	         5.23±0.70a	    5.40±0.52ad

	        0.10	         3.33±0.29d	    4.10±0.20d

	        0.01	         3.40±0.17c	    3.87±0.42d

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  溶剂对照组.

■应用要点
本研究提示CAG
对肝细胞的保护
作 用 显 著 好 于
MI, 能很好指导
临床医师对 2种
甘草甜素药的认
识与使用. 
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作用的主要作用环节. 本研究结果显示CAG对

肝细胞的保护作用显著好于MI. 第2代甘草甜素

药CAG是以β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4代甘草甜素药MI为
单一18-α异构体, 2种药物之间差异为有效成分

甘草酸分子结构式的不同, 以及是否含有甘氨

酸、盐酸半胱氨酸. CAG含有甘氨酸和盐酸半

胱氨酸, MI则不含有. CAG中, 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, 他在缺血再灌注损伤、

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, 可能使其较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2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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