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注射用甘草酸纳米无菌粉对大鼠慢性肝损伤的影响 
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摘  要：目的  探讨注射用甘草酸纳米无菌粉对 CCl4 所致大鼠慢性肝损伤的影响。方法  采用超临界反溶剂法制备甘草酸

纳米粒，高压蒸气灭菌后制备注射用甘草酸纳米无菌粉；40 只大鼠随机分为 4 组（每组 10 只），分别为甘草酸单铵组、甘

草酸纳米粉组、模型组、对照组；除对照组外，其他 3 组大鼠 ig 50% CCl4-大豆油溶液 8 周以制备慢性肝损伤模型，随后甘

草酸单铵组、甘草酸纳米粉组分别 iv相应药物 1.71×10−5 mol/(kg·d)，连续 4周；测定大鼠肝脏指数，血清中碱性磷酸酶（ALP）、
丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）活性，肝组织匀浆液中羟脯氨酸（Hyp）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）
水平和铜锌超氧化物歧化酶（CuZn-SOD）的活性，HE 染色、光镜观察肝脏病理变化。结果  与甘草酸单铵组相比，甘草

酸纳米无菌粉组血清中 ALP、ALT、AST 活性分别降低 29.68%、5.51%、3.97%；肝脏指数降低 3.42%，肝组织 Hyp 降低 15.67%、

SOD 升高 15.70%、GSH-Px 升高 6.56%。病理学检查结果可见，甘草酸纳米无菌粉组肝组织变性明显减轻，肝组织病变过

程得到缓解。结论  经过粒径改造的甘草酸无菌粉注射液对 CCl4所致大鼠慢性肝损伤有更好的治疗作用。 
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甘草酸是甘草的主要活性成分之一，具有抗溃

疡、抗病毒、抗癌等作用[1-3]，特别是保肝、治疗肝

脏疾病的特点[4]，可使其用于以抵抗由药物等引起

的急性肝毒性[5]，治疗肝纤维化、肝硬化等晚期肝

疾病。甘草酸在水中溶解度低，吸收缓慢，在一定

程度上限制了其应用。药物粒径改造可有效提高其

溶解性，在特定粒径范围内的药物 iv 后被单核-吞
噬细胞系统所吸收，主要分布在肝、脾，使其具有

较好的被动肝靶向性[6]。本实验观察超临界反溶剂

法联合高压蒸气灭菌法制备的甘草酸纳米无菌粉对

CCl4 致大鼠慢性肝损伤模型的治疗作用，并与甘草

酸注射液中的主要有效成分甘草酸单铵进行比较，

为纳米药物的应用提供借鉴与参考，为甘草酸纳米

制剂的临床应用提供理论依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

甘草酸（质量分数为 98%），甘草酸单铵（质

量分数为 98.8%），均为中国江苏天晟药业公司。碱

性磷酸酶（ALP）、丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨

酸转氨酶（AST）、羟脯氨酸（Hyp）、谷胱甘肽过

氧化物酶（ GSH-Px ）、铜锌超氧化物歧化酶

（CuZn-SOD）检测用试剂盒，南京建成生物工程公

司产品；CCl4，分析纯，中国天津进丰化工公司；

大豆油，超纯水。 
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1.2  仪器 
超临界二氧化碳反溶剂纳米粉体制备装置，由

本实验室自行研制[7]；GF—D300 型半自动生化分

析仪，山东彩虹高密分析仪器有限公司产品；Milli- 
pore超纯水系统，美国Millipore 公司；LDZX—40BI
自动电热压力蒸气灭菌器，上海申安医疗器械厂生

产；Zetasizer—3000HS 激光粒度仪，英国 Malvern
公司产品；MX2600FE 扫描电子显微镜，英国

Camscan 公司产品。 
1.3  动物 

Wistar 大鼠 40 只，雌雄各半，体质量（200±
20）g，由哈尔滨医科大学附属肿瘤医院实验动物中

心提供，合格证号 SCXK（黑）2006-008。 
2  方法 
2.1  注射用甘草酸纳米无菌粉的制备 

根据本实验室前期实验研究结果[8]，超临界二

氧化碳反溶剂法制备甘草酸纳米粒的最佳制备过

程：将甘草酸溶于无水乙醇中配制成 10 mg/mL 溶

液，在压力 20 MPa、温度 90 ℃、CO2 流量为 10.6 
kg/h、甘草酸乙醇溶液体积流量为 20 mL/min 条件

下，采用超临界 CO2 抗溶剂微纳米粉体制备装置制

备[9]，得到甘草酸纳米粒，高压蒸气灭菌后封装备

用。在使用前，将甘草酸纳米粒按 5 mg/mL 的质量

浓度溶解于超纯水中，0.45 μm 滤膜滤过，直接用

于注射。 
2.2  分组、造模与给药 

40 只 Wistar 大鼠随机分为 4 组，每组 10 只，

分别为甘草酸单铵组、甘草酸纳米无菌粉注射液（简

称甘草酸纳米粉）组、模型组、对照组。除对照组

外，其余各组 ig 50% CCl4-大豆油溶液 1 mL/kg，每

周 2 次，持续 8 周，制备慢性肝损伤大鼠模型。随

后给药组 iv 给予相应药物 1.71×10−5 mol/(kg·d)，
连续 4 周，对照组和模型组给以相同剂量的注射用

去离子水。末次给药后 24 h，采集血清及肝脏标本

待测。 
2.3  检测指标 

按试剂盒说明书检测血清 ALP、ALT、AST 活

性。处死大鼠，迅速剥离肝脏，冰冷生理盐水迅速

漂洗以除去血液，滤纸拭干。称肝脏质量，计算肝

脏指数（肝脏指数=肝质量/大鼠质量）；切取肝左

叶 0.2～1.0 g，制备一定浓度的肝组织匀浆液，按

试剂盒说明书测定 Hyp、GSH-Px 水平、CuZn-SOD
活性。 

2.4  肝组织病理学观察 
大鼠肝右叶常规切片，HE 染色，显微镜下（×

400）观察组织病理学。并按照以下标准[10]进行评

分：1 分（−）：肝小叶结构完整，肝细胞整齐，无

异常；2 分（+）：肝细胞局限性变性、轻微纤维化、

灶状坏死，有少量炎细胞浸润；3 分（++）：肝细胞

弥漫性变性、坏死、纤维化、局限性坏死，肝小叶

结构改变，有较多炎细胞浸润。4 分（+++）：肝细

胞弥漫性变性、坏死、纤维化较重，肝小叶结构严

重破坏，大量炎细胞浸润。 
2.5  数据处理 

所有数据以 SPSS V17.0 软件进行统计分析，包

括方差分析，组间比较采用 t 检验。 
3  结果 
3.1  甘草酸纳米粉收率与粒径 

本实验制备得到的甘草酸纳米粉收率为 89.2%，

经激光粒度仪测定其平均粒径为（100±30）nm。由

扫描电镜图像（图 1）可进一步验证其粒径范围。 

 
图 1  甘草酸原料和甘草酸纳米粉的扫描电镜图像 

Fig. 1  SEM images of glycyrrhizic acid and glycyrrhizic 
acid nanoparticles 

3.2  对慢性肝损伤大鼠血清 ALP、ALT、AST 活

性的影响 
与对照组相比，模型组 ALP、ALT、AST 活性

显著升高（P＜0.01），表明造模成功；与模型组相

比，甘草酸单铵组和甘草酸纳米粉组 ALP、ALT、
AST 活性均显著降低（P＜0.01）；与甘草酸单铵组

相比，甘草酸纳米粉组 ALP、ALT、AST 活性分别

降低 29.68%、5.15%、3.97%，表明甘草酸纳米粉的

效果优于甘草酸单铵。结果见图 2。 
3.3  对慢性肝损伤大鼠肝脏指数的影响 

与对照组相比，模型组大鼠肝脏指数显著升高

（P＜0.01）。与模型组相比，甘草酸单铵组与甘草酸

纳米粉组肝脏指数均显著降低（P＜0.05）。与甘草

酸单铵组相比，甘草酸纳米粉组肝脏指数降低了

3.42%。结果见图 3。 

 
甘草酸原料（×1 000）       甘草酸纳米粉（×60 000） 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：
▲▲P＜0.01 

**P<0.01 vs control group; ▲▲P<0.01 vs model group 

图 2  甘草酸纳米粉对慢性肝损伤大鼠血清 ALP、ALT、AST
活性的影响 ( 01=± n , sx ) 

Fig. 2  Effects of glycyrrhizic acid nanoparticles on activities 
of ALP, ALT, and AST in serum of chronic liver 
injury rats ( 01=± n , sx ) 

 

 与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：
▲P＜0.05 

**P<0.01 vs control group; ▲P<0.05 vs model group 

图 3  甘草酸纳米粉对慢性肝损伤大鼠肝脏指数的影响 
 ( 01=± n , sx ) 

Fig. 3  Effects of glycyrrhizic acid nanoparticles on liver 
     index of chronic liver injury rats ( 01=± n , sx ) 

3.4  对慢性肝损伤大鼠肝组织 Hyp、GSH-Px 水平

及 SOD 活性的影响 
与对照组相比，模型组大鼠肝组织中 SOD 活 

性、GSH-Px 水平显著降低（P＜0.01），Hyp 水平显

著升高（P＜0.01），表明模型制备成功。与模型组

相比，甘草酸单铵组与甘草酸纳米粉组大鼠肝组织

中 SOD 活性和 GSH-Px 水平显著升高（P＜0.05、
0.01），而 Hyp 水平显著降低（P＜0.01）。与甘草酸

单铵组相比，甘草酸纳米粉组 SOD 活性提高

15.70%，GSH-PX 水平提高 6.56%，Hyp 水平降低

15.67%，表明甘草酸纳米粉的效果优于甘草酸单

铵。结果见图 4。 
3.5  对慢性肝损伤大鼠肝组织病理学的影响 

HE 染色结果显示，对照组肝细胞排列较规则，

未见脂肪变性、水肿、坏死及纤维增生。模型组肝

组织正常结构被破坏，肝索排列紊乱，肝细胞水肿， 
部分呈现气球样变，纤维组织大量增生，分割肝小

叶。甘草酸单铵组与甘草酸纳米粉组肝细胞坏死区

域、纤维增生减少，细胞轻度肿胀；其中甘草酸单

铵组肝细胞弥漫性变性，有大量炎细胞浸润；甘草

酸纳米粉组肝组织轻微纤维化，有少量炎细胞浸

润，多数细胞结构较正常，部分接近正常细胞。表

明甘草酸纳米粉作用强于甘草酸单铵。结果见表 1
及图 5。 
4  讨论 

ALP 主要由骨细胞分解得到，随后经过肝脏、

胆道排出体外。若肝胆发生病变，ALP 不能及时排

出，导致其回流入血液中，致使血清中检测的 ALP
值偏高。肝纤维化由慢性肝炎发展而来，并与异常

的细胞外基质蛋白，尤其是胶原的积累有关。Hyp
是胶原的主要成分，其量可用来评估胶原的量，因

而可用来反映肝纤维化的程度，Hyp 的量越高，表

明肝损伤程度越重。 
由 CCl4 导致的肝毒性，其机制在于 CCl4 产生 

 
与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：

▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01 
**P<0.01 vs control group; ▲P<0.05 ▲▲P<0.01 vs model group 

图 4  甘草酸纳米粉对慢性肝损伤大鼠肝组织 Hyp 和 GSH-Px 的量、SOD 活性的影响 ( 01=± n , sx ) 
Fig. 4  Effects of glycyrrhizic acid nanoparticles on Hyp, GSH-Px levels, and SOD activity in liver tissue 

of chronic liver injury rats ( 01=± n , sx ) 
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表 1  大鼠慢性肝损伤病理评分 (  sx ± ) 
Table 1  Pathological grading of chronic liver injury 

 in rats (  sx ± ) 

组  别 动物/只 评分 

对照 10 − 

模型  8 3.25±0.71** 

甘草酸纳米粉  9 1.78±0.44▲▲ 

甘草酸单铵  8 2.25±0.38▲▲ 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：
▲▲P＜0.01 

**P<0.01 vs control group; ▲▲P<0.01 vs model group 

活性氧自由基的生物效应。当肝脏处于过量的碳中

心三氯甲基毒性环境中时，黄嘌呤氧化酶的活性随

着细胞损伤的发展而升高，而该酶可产生致肝毒性

的超氧负离子和过氧化氢，这些活性氧簇（ROS）
量的增加导致负责清除这些物质的抗氧化酶如

SOD、GSH-PX 减少，而这些酶的减少程度也反映

了肝脏受损的程度。 
注射剂由于没有首关效应，且具有较高的生物

利用度，已逐渐成为常用给药方式。甘草酸水溶性

较差，吸收缓慢，一定程度上影响了其应用。现有 

 
图 5  慢性肝损伤大鼠肝脏病理学观察 

Fig. 5  Liver pathologic image of chronic liver injury in rats 

的甘草酸注射剂型以甘草酸单铵及甘草酸二铵为主

要有效成分，改善了溶解性，但屡有不良反应及安

全性问题的报道，影响肝、肾功能，引起钠水潴留、

肝性腹水等症状[11-13]。药物粒径改造可有效地解决

甘草酸的溶解性的问题，通过纳米化过程，可以增

加药物的相对表面积，提高生物利用度，增强靶向

性[14]。本实验结果表明，注射用甘草酸纳米无菌粉

对 CCl4 导致的大鼠慢性肝毒性的治疗效果优于现

有注射剂中的主要有效成分甘草酸单铵，原因可能

为：直径 10～1 000 nm 的纳米球经 iv 给药后，主

要被单核-巨噬细胞系统摄取，而该系统的分布具有

特异性，导致纳米球主要分布于肝（60%～90%），

其次分布于脾（2%～10%）、肺（3%～10%）中，

少量进入骨髓[6]，因此经过粒径改造的甘草酸 [直

径（100±30）nm ]被单核-吞噬细胞系统摄取，被

动靶向作用于肝脏，改善了原有的治疗效果。 
2005 年美国 FDA 批准了纳米注射新药

Abraxane®（直径 130 nm）上市[15]，开创了纳米药

物实际应用的先河。与传统方法相比，超临界反溶

剂法制备甘草酸纳米粒具有产物粒径小、分布均匀、

水溶性好，且制备过程对环境友好等优点，有望成

为纳米制药的常用方法之一。 
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