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甘草（Glycyrrhiza uralensis Fisch.）又名国老、甜根子、甜
草、乌拉尔甘草等，为豆科植物。其用历史悠久，具有润肺止
咳、补脾益气、缓急止痛及泻火解毒之功效[1]。现代药学研究
表明，甘草中甘草酸、甘草苷等活性成分具有抗炎、解毒、抗氧
化、降血脂和改善胰岛素抵抗等多种药理活性[2]；而关于甘草
多糖（Glycyrrhiza uralensis polysaccharide）的活性研究则主要
集中在提高免疫力、抗肿瘤等方面，其对肝损伤保护作用方面
的报道较少[3]。鉴于植物多糖生物活性的多样化，且已有大量

关于植物多糖具有保肝作用的文献报道[4]，本文以甘草多糖为
研究对象，探讨其对四氯化碳（CCl4）诱导的急性肝损伤模型小
鼠的保护作用及相关机制，为研究和开发以甘草多糖为主要
活性成分的保肝药物奠定实验基础。

1 材料
1.1 仪器

AllegraTM64R 型高速冷冻离心机、DU640型紫外-可见分
光光度计（美国Backman公司）；DK-S24型恒温水浴锅（上海
基玮试验仪器设备有限公司）；7060型全自动生化分析仪（日
本Hitachi公司）；高通量组织匀浆器（德国Qiagen公司）。

1.2 药材、药品与试剂
甘草购于本地药材市场，由吉林大学药学院王华副教授

鉴定为豆科植物 Glycyrrhiza uralensis Fisch.；联苯双酯（哈尔
滨三精制药厂）；CCl4（北京化工厂）；谷氨酸转氨酶（ALT，批
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摘 要 目的：研究甘草多糖对急性肝损伤模型小鼠的保护作用及其可能的作用机制。方法：60只 ICR小鼠随机分为正常对照

（生理盐水）组、模型（生理盐水）组、联苯双酯（阳性药物，100 mg/kg）组和甘草多糖高、中、低剂量（400、200、100 mg/kg）组，ig给药，

每天1次。15 d后除正常对照组外其余各组小鼠 ip CCl4诱发急性肝损伤模型，测定肝脏指数，检测血清中天冬氨酸转氨酶（AST）、

谷氨酸转氨酶（ALT）及肝脏组织中一氧化氮合酶（NOS）、一氧化氮（NO）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）和丙二醛（MDA）水平。结果：与正常对照组比较，模型组小鼠的肝脏指数，血清中AST、ALT及肝脏组织中NOS、NO、

MDA水平升高，肝脏组织中SOD、GSH-Px水平降低（P＜0.05），肝细胞肿胀、变性、坏死，出现明显炎性损伤。与模型组比较，甘草

多糖各剂量组小鼠肝脏指数降低，其中高、中剂量组差异有统计学意义（P＜0.05）；甘草多糖各剂量组小鼠血清中AST、ALT水平

及肝脏组织中NOS、NO、MDA水平降低，肝脏组织中SOD和GSH-Px水平升高（P＜0.05），肝细胞肿胀、变性、坏死程度减轻，病理

损伤得到改善。结论：甘草多糖对CCl4诱导的小鼠急性肝损伤具有一定的保护作用；其机制可能与甘草多糖抗氧化，降低肝脏组

织中NOS、NO水平，减少自由基的产生有关。
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Study on Protective Effect of Glycyrrhiza uralensis Polysaccharide on CCl4 Induced Acute Liver Injury in
Mice and Its Mechanism
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Intensive Care Unit，Jilin Center Hospital，Jilin Jilin 132000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effect of Glycyrrhiza uralensis polysaccharide（GUP）on CCl4 induced acute
liver injury in mice and its mechanism. METHODS：60 ICR mice were randomly divided into normal control group（normal sa-
line），model group（normal saline），bifendate group（positive drug，100 mg/kg）and GUP high-dose，medium-dose and low-dose
groups（400，200 and 100 mg/kg）. They were given relevant medicine intragastrically once a day. 15 d later，acute liver injury
model was induced by intraperitoneal injection of CCl4 in those groups except for normal control group，and liver index was deter-
mined. The levels of AST and ALT in serum，the NOS，NO，SOD，GSH-Px and MDA levels in liver tissues were detected. RE-
SULTS：Compared with normal control group，the liver index，the levels of AST and ALT in serum and NOS，NO and MDA in
liver tissue increased in model group，while SOD and GSH-Px levels in liver tissue decreased（P＜0.05）；liver cells became swell-
ing，degeneration and necrosis，showed obvious inflammatory injury. Compared with model group，the liver index of GUP groups
decreased，there was statistical significance in GUP high-dose medium-dose groups（P＜0.05）；the levels of AST and ALT in se-
rum and NOS，NO and MDA in liver tissue of mice decreased in GUP groups，while the level of SOD and GSH-Px in liver tissue
increased（P＜0.05）；liver cellular swelling，degeneration and necrosis relieved，and pathological injury had been improved. CON-
CLUSIONS：GUP has a certain protective effect on CCl4-induced acute liver injury in mice and its protective effect may be related
to antioxidation，decrease of NOS and NO levels，and reduction of the production of free radicals.
KEYWORDS Glycyrrhiza uralensis polysaccharide；Acute liver injury；Antioxidation；Free radicals；CCl4；Mice
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号：20140816）、天冬氨酸转氨酶（AST，批号：20140911）、超氧
化物歧化酶（SOD，批号：20140915）、谷胱甘肽过氧化物酶
（GSH-Px，批号：20141012）和丙二醛（MDA，批号：20141021）

检测试剂盒均购自南京建成生物研究所；一氧化氮合酶
（NOS，批号：20150321）、一氧化氮（NO，批号：20150428）检测
试剂盒均购自武汉博士德有限公司。

1.3 动物
ICR小鼠60只，♂，6～8周龄，体质量18～22 g，购于北京

维通利华公司[动物合格证号：SCXK（京）2012-0001]，在实验
前常规条件下适应性饲养1周。

2 方法
2.1 甘草多糖的制备[5]

甘草用蒸馏水洗净，在 80 ℃下烘干，粉碎过 40目筛，备
用。称取甘草粉末 100 g，加 10倍体积的蒸馏水，回流提取 2

h，过滤。滤液浓缩至原体积的 1/5，离心（离心半径为 8 cm，

3 000 r/min、20 min，下同），收集上清液，加入无水乙醇使其终
浓度为75％；室温下放置过夜，离心，收集沉淀。经除蛋白、脱
水及脱脂等步骤后，最终得到浅灰色粉末，收率为2.76％，经紫
外-分光光度仪测定多糖含量为85.6％。

2.2 动物分组、给药及模型建立
60只 ICR 小鼠随机分为正常对照组、模型组、联苯双酯

（阳性药物，100 mg/kg）组和甘草多糖高、中、低剂量（400、200、

100 mg/kg）组，ig给药，每天1次，连续15 d；正常对照组和模型
组 ig等体积生理盐水。实验中各组小鼠给药剂量根据预实验
结果而定。末次给药 1 h后，模型组、联苯双酯组及甘草多糖
各剂量组小鼠均 ip 10％CCl4，注射剂量为2.0 ml/kg；正常对照
组小鼠 ip等体积橄榄油。

2.3 指标检测
2.3.1 血清中 ALT、AST 水平 于造模 6 h 后进行摘眼球取
血，4 ℃离心，吸取上层血清并分装入1.5 ml离心管中，低温冰
箱中保存，备用。采用生化法按试剂盒说明书的要求测定血
清中ALT和AST水平。

2.3.2 肝脏指数 取血完成后，采用断颈法处死小鼠，立即剖
腹将肝脏取出，在冰生理盐水中将表面残留血液洗净，滤纸吸
干，称取肝质量，计算肝脏指数：肝脏指数＝肝质量（g）/体质量
（g）×100％。

2.3.3 肝脏组织中NOS、NO、SOD、GSH-Px、MDA水平 取肝
组织，加适量预冷的生理盐水，制备10％肝脏组织匀浆，4 ℃离
心，取上清。采用生化法按试剂盒说明书的要求测定肝脏组
织匀浆中NOS、NO、SOD、GSH-Px、MDA水平。

2.4 形态学观察
采用苏木精-伊红（HE）染色法。取小鼠肝脏组织，生理盐

水冲洗，滤纸拭干后，在 10％中性福尔马林溶液中浸泡固定，

经常规石蜡包埋、切片等操作后，进行染色。于 400倍光镜下
观察肝组织形态改变，照相并保留照片。

2.5 统计学方法
用SPSS 15.0软件进行分析。所得数据以x±s表示，多组

间单因素比较先用单因素方差法分析其正态分布，然后以
LSD法进行组间比较。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 甘草多糖对小鼠血清中AST、ALT水平的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠血清中AST、ALT水平明
显升高（P＜0.05）；与模型组比较，联苯双酯组及甘草多糖高、

中、低剂量组小鼠血清中AST、ALT水平明显降低（P＜0.05），

且甘草多糖的作用呈剂量依赖性增强。各组小鼠血清中
AST、ALT水平的测定结果见表1。

表1 各组小鼠血清中AST、ALT水平的测定结果（x±±s，n＝10）
Tab 1 Determination results of serum levels of AST and

ALT of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
联苯双酯组
甘草多糖高剂量组
甘草多糖中剂量组
甘草多糖低剂量组

剂量，mg/kg

100

400

200

100

AST，U/L

47.69±8.43

230.72±30.59＊

142.31±18.08#

82.06±10.81#

153.18±19.67#

196.99±21.15#

ALT，U/L

76.49±9.35

303.81±35.79＊

197.25±22.94#

79.32±9.60#

185.87±21.11#

211.65±23.53#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.2 甘草多糖对小鼠肝脏指数的影响
正常对照组、模型组、联苯双酯组及甘草多糖各剂量组间

小鼠体质量差异均无统计学意义（P＞0.05）；而模型组小鼠肝
质量、肝脏指数与正常对照组比较显著增加（P＜0.05），提示小
鼠急性肝损伤模型已成功建立；与模型组比较，联苯双酯组及
甘草多糖高、中剂量组小鼠肝质量和肝脏指数明显降低（P＜

0.05），而甘草多糖低剂量组小鼠肝质量和肝脏指数虽也有一
定程度的降低，但差异无统计学意义（P＞0.05）。各组小鼠肝
脏指数测定结果见表2。

表2 各组小鼠肝脏指数测定结果（x±±s，n＝10）
Tab 2 Determination results of liver index of mice in each

group（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
联苯双酯组
甘草多糖高剂量组
甘草多糖中剂量组
甘草多糖低剂量组

剂量，mg/kg

100

400

200

100

体质量，g

29.42±3.86

29.21±4.05

28.93±3.14

29.23±2.92

29.52±3.85

28.65±3.64

肝质量，g

1.47±0.21

1.73±0.28＊

1.53±0.27#

1.57±0.24#

1.61±0.19#

1.68±0.22

肝脏指数，％
5.00±0.53

5.92±0.84＊

5.29±0.75#

5.37±0.94#

5.45±0.36#

5.86±0.82

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.3 甘草多糖对小鼠肝脏组织中NOS、NO水平的影响
与正常对照组比较，模型组小鼠肝脏组织中NOS、NO水

平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，联苯双酯组及甘草多糖
高、中、低剂量组小鼠肝脏组织中 NOS 和 NO 水平降低（P＜

0.05），且甘草多糖的作用效果具有剂量依赖性。各组小鼠肝
脏组织中NOS、NO水平的测定结果见表3。

表 3 各组小鼠肝脏组织中NOS、NO水平的测定结果（x±±s，

n＝10）
Tab 3 Determination results of levels of NOS and NO in liv-

er tissue of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
联苯双酯组
甘草多糖高剂量组
甘草多糖中剂量组
甘草多糖低剂量组

剂量，mg/kg

100

400

200

100

NOS，U/mg prot

2.31±0.33

3.15±0.47＊

2.27±0.38#

2.42±0.31#

2.66±0.44#

2.83±0.37#

NO，μg/g prot

4.31±0.56

7.95±1.28＊

4.19±0.86#

5.12±0.74#

5.82±0.84#

6.98±0.79#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.4 甘草多糖对小鼠肝脏组织中SOD、GSH-Px和MDA水平
的影响

模型组小鼠肝脏组织中SOD、GSH-Px水平与正常对照组
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比较显著降低，而MDA水平则显著升高（P＜0.05）；与模型组
比较，甘草多糖高、中、低剂量组小鼠肝脏组织中 SOD、GSH-
Px 水平显著升高，MDA 水平显著下降（P＜0.05），且甘草多
糖的作用效果具有剂量依赖性。各组小鼠肝脏组织中SOD、

GSH-Px和MDA水平的测定结果见表4。

表 4 各组小鼠肝脏组织中 SOD、GSH-Px和MDA水平的测
定结果（x±±s，n＝10）

Tab 4 Determination results of the levels of SOD，GSH-Px
and MDA in liver tissue of mice in each group（x±±s，
n＝10）

组别
正常对照组
模型组
联苯双酯组
甘草多糖高剂量组
甘草多糖中剂量组
甘草多糖低剂量组

剂量，mg/kg

100

400

200

100

SOD，U/mg prot

87.52±10.41

16.38±2.34＊

83.33±9.65#

81.06±11.82#

73.25±10.29#

58.81±8.98#

GSH-Px，U/mg prot

150.03±20.27

69.54±8.46＊

135.81±15.28#

143.77±19.26#

131.92±15.15#

122.42±17.84#

MDA，mmol/mg prot

6.29±0.84

12.25±1.26＊

7.86±0.63#

7.16±0.52#

8.48±0.76#

9.54±0.69#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.5 甘草多糖对小鼠肝脏组织病理形态的影响
正常对照组小鼠肝细胞形态及结构正常，细胞大小均匀、

分界清楚、排列整齐，细胞核大而圆；模型组小鼠肝细胞肿胀、

变性、坏死，细胞核出现固缩溶解现象，大量炎细胞浸润；联苯
双酯组及甘草多糖各剂量组小鼠肝细胞病理损伤程度明显减
轻，肝细胞肿胀、变性及坏死程度均有所减轻，炎性细胞浸润
程度也显著减轻。形态学观察结果见图1。

4 讨论
肝脏是体内最大的代谢器官，外源化学物及人体代谢产

生的有毒、有害物质都在肝脏内贮留或转化，从而引起肝脏的
慢性、急性损伤，进而导致肝细胞凋亡、坏死、纤维化及癌变等
病理性改变[6]。目前为止，肝损伤的发病机制尚未完全阐明，

尚缺乏特效的治疗药物。因此，如何进行有效的预防，开发、

寻找疗效确定的保肝、护肝药物已成为全世界肝病研究者所
关注的焦点。联苯双酯为我国首先研制的保肝药物，临床应
用多年，疗效肯定，故在评价药物对CCl4诱导的急性肝损伤模
型动物的保护作用时多选其作为阳性药物[7-8]。

外源化合物 CCl4可直接损伤肝细胞，在肝脏中转化为
CCl3自由基和Cl自由基，从而破坏细胞膜上的蛋白质和脂质，

增加细胞膜的通透性，使原本位于肝细胞内的AST、ALT外流
入血，导致血清中AST、ALT水平升高[9-10]。本研究采用 ip CCl4
的方法诱导小鼠急性肝损伤模型，诱导后模型组小鼠肝脏指
数、血清中 AST 和 ALT 水平与正常对照组比较均显著升高
（P＜0.05），提示造模成功；与模型组比较，甘草多糖高、中剂量

组小鼠肝脏指数、血清中AST、ALT水平均降低（P＜0.05），且
具有剂量依赖性，表明甘草多糖对CCl4诱导的小鼠急性肝损
伤模型具有一定的保护作用。

自由基为机体代谢过程中所产生的具有强氧化性的物
质，而脂质过氧化是由自由基所导致的一系列反应，在肝损伤
进程中自由基和脂质过氧化均扮演着重要角色。NO合成限
速酶 NOS 是机体合成 NO 的关键酶，可催化 L-精氨酸生成
NO[11]。NO对肝脏表现为双重作用：在生理浓度下，NO发挥保
肝、护肝的作用；而在高于生理浓度时，NO可以与体内的活性
氧发生反应，生成过氧亚硝基阴离子自由基，该自由基具有抑
制肝细胞蛋白质的合成和损伤DNA结构等细胞毒性，从而导
致肝细胞凋亡和坏死[12]。本研究结果显示，与模型组比较，甘
草多糖各剂量组小鼠肝脏组织中NOS、NO水平明显降低（P＜
0.05），这提示甘草多糖对CCl4诱导的小鼠急性肝损伤模型的
保护作用与其抑制NOS、NO的生成有关。SOD、GSH-Px是体
内重要的抗氧化类酶，可以有效地清除机体产生的自由基，抑
制自由基启动的脂质过氧化反应[13]。当肝细胞受到自由基攻
击时，SOD、GSH-Px会因过度消耗而逐渐减少。体内SOD和
GSH-Px水平越高，表明自由基清除的速度就越快。MDA是
体内自由基攻击脂质产生脂质过氧化物的代谢终产物，MDA
水平的高低可以反映细胞氧化损伤的程度[14]。本研究结果显
示，与模型组比较，甘草多糖各剂量组小鼠肝组织中 SOD、

GSH-Px水平升高，而MDA水平降低，提示甘草多糖对急性肝损
伤的保护作用可能与抗氧化作用有关。

综上所述，甘草多糖对CCl4诱导的小鼠急性肝损伤具有
保护作用；该保护作用可能与其抗氧化，抑制NOS、NO生成，

减少自由基的产生等有关。
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图1 各组小鼠肝脏组织形态学观察结果（HE染色，×400）

Fig 1 Morphology of liver tissue of mice in each group（HE

staining，×400）
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叶酸修饰多西紫杉醇纳米脂质体对肝癌Bel-7402细胞的体内外
靶向性研究Δ
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摘 要 目的：研究叶酸（FA）修饰多西紫杉醇（DOC）纳米脂质体（L-DOC-FA）对肝癌Bel-7402细胞的体内外靶向性。方法：采用

细胞活性检测试剂盒分别检测0、1、2、5、10、20 µg/ml DOC、L-DOC、L-DOC-FA培养细胞24 h后的细胞活性，计算细胞存活率；利

用荧光素异硫氰酸酯标记 L-DOC、L-DOC-FA，检测肝癌细胞 Bel-7402 对 L-DOC、L-DOC-FA 的摄取率；125I 标记 L-DOC、

L-DOC-FA，检测其在皮下肿瘤组织中的含量；取28只Balb/c裸鼠，背部 ih肝癌细胞悬液复制肿瘤模型，模型复制成功后将裸鼠分

为空白对照（生理盐水）组、DOC（3 mg/kg）、L-DOC（3 mg/kg，以DOC计）和L-DOC-FA（3 mg/kg，以DOC计）组，每天尾 iv相应药物

1次，连续30 d，测定各组裸鼠肿瘤的相对瘤体积。结果：DOC、L-DOC、L-DOC-FA对肝癌Bel-7402细胞活性均有抑制作用，细胞

存活率降低且呈浓度依赖性；与 DOC、L-DOC 比较，L-DOC-FA 作用后细胞活性更低，细胞存活率降低（P＜0.01）。细胞对

L-DOC、L-DOC-FA的摄取率大小为L-DOC-FA（69.5％）＞L-DOC（31.2％），差异有统计学意义（P＜0.01）；肿瘤组织中L-DOC-FA
含量比 L-DOC 含量高（P＜0.01）；3 mg/kg L-DOC-FA 比相同质量浓度 L-DOC、DOC 抑瘤效果更明显，相对瘤体积更小（P＜
0.01）。结论：L-DOC-FA在体内外均对肝癌Bel-7402细胞有明显的主动靶向性，并表现出了很好的体内外肿瘤靶向抑制效果。

关键词 叶酸修饰纳米脂质体；多西紫杉醇；靶向性；肝癌Bel-7402细胞；肿瘤抑制；裸鼠

Study on Targeting of Folic Acid-modified Docetaxel Nano-liposome to Hepatocellular Carcinoma Bel-7402
Cells in vivo and in vitro
JI Zhuwa，QIN Fuhua，XIA Xiaojing，HU Ying（Biological and Pharmaceutical School，Zhejiang Medical Col-
lege，Zhejiang Ningbo 315100，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the targeting of folic acid（FA）-modified docetaxel（DOC）nano-liposome（L-DOC-FA）to
hepatocellular carcinoma Bel-7402 cells in vivo and in vitro. METHODS：The cell viability and survival rate of Bel-7402 cells was
tested by CCK-8 kit after treated with 0，1，2，5，10 and 20 μg/ml DOC，L-DOC and L-DOC-FA for 24 h. And then，the fluores-
cein isothiocyanate was used to label L-DOC and L-DOC-FA nano-liposome，and the rate of L-DOC and L-DOC-FA absorbed by
hepatocellular carcinoma Bel-7402 cells were detected. 125I was used to label L-DOC and L-DOC-FA nano-liposome，and then the
contents of them in the subcutaneous tumor tissues were detected. 28 Balb/c naked mice were selected and given liver cell suspen-
sion via back ih to induce tumor model. After modeling，naked mice were divided into blank control group（normal saline），DOC
group（3 mg/kg），L-DOC（3 mg/kg，by DOC）and L-DOC-FA（3 mg/kg，by DOC）. They were given relevant medicine intrave-
nously once a day for consecutive 30 d. The relative tumor volume in naked mice was detected. RESULTS：DOC，L-DOC and
L-DOC-FA all inhibited the cell viability of Bel-7402 cells，the survival rate of cells decreased in concentration-dependant manner；
compared with DOC and L-DOC，the cell viability decreased after treated with L-DOC-FA，the survival rate of cells decreased
（P＜0.01）. The rate of L-DOC and L-DOC-FA absorbed by Bel-7402 cells in descending order as L-DOC-FA（69.5％）＞L-DOC
（31.2％），with statistical significance（P＜0.01）. The content of L-DOC-FA in tumor was significantly more than that of L-DOC
（P＜0.01）. In addition，3 mg/kg L-DOC-FA showed better inhibitory effect than 3 mg/kg L-DOC and DOC on tumor，and the rela-
tive tumor volume was smaller（P＜0.01）. CONCLUSIONS：L-DOC-FA has obvious targeting to Bel-7402 cells in vivo and in vi-
tro，and shows good inhibitory effect on tumor in vivo and in vitro.
KEYWORDS Folic acid-modified nano-liposome；Docetaxel；Targeting；Liver cancer Bel-7402 cells；Tumor inhibition；Naked mice
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