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18β- 甘草次酸抑制肝癌细胞生长的实验研究
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摘   要 目的：探讨 18β- 甘草次酸（GA）对肝癌细胞生长的影响。

方法：用不同浓度的 GA 或阿霉素（ADM）处理肝癌细胞（Hepa1-6）及正常肝细胞（AML-12）不同时间后，

分析细胞的抑制情况及半数抑制浓度（IC50）；根据 IC50，选择合适浓度的 GA 处理 Hepa1-6 细胞一定

时间后，检测细胞的凋亡情况。

结果：低浓度 GA 对两种细胞增殖均无明显影响，当 GA 浓度 >8 µg/mL 时，对两种细胞的增殖均有明

显的抑制作用，且抑制作用随药物浓度升高、作用时间延长而增加；ADM 所有浓度对两种细胞的增殖

均有抑制作用，且抑制作用随浓度升高而增加，但随时间延长而减弱。GA 对 Hepa1-6 细胞的 IC50 低于

对 AML-12 细胞的 IC50，当药物作用 48 h 时，GA 对两种细胞的 IC50 的差值最大，而 ADM 对 Hepa1-6

细胞的 IC50 在任何时间都高于对 AML-12 细胞的 IC50；选择 25 µg/mL 的 GA 处理 Hepa1-6 细胞 48 h（该

条件下，Hepa1-6 细胞的增殖抑制率为 50%，而 AML-12 细胞的增殖抑制率为 3.8%），Hepa1-6 细胞

的明显增加，且主要是早期凋亡（P<0.05）。

结论：GA 能够抑制肝癌的生长，其机制可能与诱导肝癌细胞凋亡有关；在治疗肝癌方面，GA 可能较

ADM 更为安全，毒副作用更小。
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Abstract Objective: To investigate the effect of 18β-glycyrrhetinic acid (GA) on growth of hepatocellular carcinoma 

cells.

Methods: The hepatocellular carcinoma cells (Hepa1-6) and normal hepatic cells (AML-12) were exposed 

to different concentrations of GA or adriamycin (ADM) for different time periods, after that, the cell growth 

inhibition and half inhibitory concentration (IC50) were analyzed. Then, after Hepa1-6 cells were treated with 

GA of an appropriate concentration selected according to IC50 for a certain time period, the cell apoptosis was 
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肝 癌 是 威 胁 人 类 健 康 的 常 见 恶 性 肿 瘤 之 一 。

在 世 界 范 围 内 ， 其 发 生 率 和 病 死 率 在 消 化 系 统 肿

瘤中都仅次于结肠癌和胰腺癌，位居第3位 [1]，而

在 中 国 ， 其 发 生 率 仅 次 于 肺 癌 、 胃 癌 和 食 管 癌 ，

位 居 第 4 位 ， 但 其 病 死 率 仅 次 于 肺 癌 和 胃 癌 ， 居 

第3位 [2]。尽管对肝癌的治疗进行了大量的研究，

也取得了不少研究成果[3-20]。但是，肝癌的治疗目

前 还 是 世 界 性 难 题 ， 其 治 疗 目 前 还 是 主 要 以 手 术

切 除 为 主 ， 但 是 手 术 切 除 后 复 发 率 较 高 ， 而 且 预

后不理想[8]。因此，寻找一种新的治疗肝癌的策略

特别是药物治疗就显得至关重要。

18β-甘草次酸（GA）是甘草中三萜类化合

物甘草甜素（glycyrrh iz in）水解后脱去两分子萄

糖醛酸的产物 [21-22]。研究 [23-24]表明GA具有较强的

抗 癌 和 抗 肿 瘤 转 移 活 性 ， 能 够 抑 制 非 小 细 胞 肺 癌

的增殖 [ 2 5 ]，对人乳腺癌细胞具有较强的抗肿瘤活

性 [ 2 6 ]， 但 是 G A 与 肝 癌 的 相 关 研 究 国 内 外 报 道 较

少 。 因 此 ， 本 研 究 观 察 G A 对 肝 癌 生 长 的 影 响 作

用，以便为进一步研究GA在肝癌治疗中的应用提

供参考。

1　材料与方法

1.1  细胞、试剂及仪器

细 胞 株 ： 肝 癌 细 胞 （ H e p a 1 - 6 ， 厦 门 大 学 附

属 中 山 医 院 消 化 病 研 究 所 实 验 室 提 供 ） 、 正 常 肝

细 胞 （ A M L - 1 2 ， 厦 门 大 学 生 命 科 学 院 实 验 室 提

供）；DMEM高糖细胞培养基（Hyclone公司），

胎牛血清（Hyclone公司）、青霉素和链霉素混合

试剂（Invitrogen公司）、F-12细胞培养基（厦门

大学生命科学院实验室提供）、阿霉素（ADM）

（ H i s u n 公 司 ） 、 G A （ S i g m a 公 司 ） 、 A n n e x i n 

V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（KeyGEN）、CCK-8

细胞增殖和细胞毒性检测试剂盒（碧云天公司）、

流式细胞仪（BECKMAN COULTER EPICS XL）。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养　 将 Hepa1-6 和 AML-12 细 胞 分

别 用 DMEM 高 糖 和 F-12 培 养 基 培 养 于 100 mm× 

200 mm 培养盘中，放于 37 ℃，5%CO2 培养箱中培

养，隔天换液 1 次。取对数生长期的细胞进行实验。

1.2.2  ADM（1 mg/mL）和 GA（80 mg/mL）溶液的

准备　取 ADM 粉末 10 mg，加生理盐水至 10 mL； 

取 GA 粉末 2 g，加无水乙醇至 25 mL，充分混匀

至无沉淀后，通过 0.2 μm 滤器过滤灭菌处理，避

光保存于 4 ℃待用。

1.2.3  ADM 和 GA 对肝癌细胞和肝细胞抑制作用

检测　将 Hepa1-6 和 AML-12 细胞接种于 96 孔培

养 皿 中（4×103/200 μL· 孔）， 加 入 不 同 浓 度 的

ADM 和 GA 溶液，放于 37℃，5%CO2 培养箱中培

养，分别于 24、48、72、96 h 于显微镜下观察细

胞的生长状态和数量变化，同时按照试剂盒说明书

用 CCK-8 细胞增殖和细胞毒性检测试剂盒检测细

胞的变化，结果用 450 nm 的 OD 值表示。

1.2.4  细胞抑制率和 50% 细胞被抑制时的药物浓

measured.

Results: Low concentrations of GA exerted no obvious inhibitory effects on proliferations of the two types of 

cells, but had remarkable inhibitory effects on proliferations of them at the concentrations >8 µg/mL, and the 

effects were increased with the elevation of the GA concentration and time prolongation. All concentrations of 

ADM showed evident inhibitory effects on proliferations of the two types of cells, and these effects were increased 

with the rising of the ADM concentration but decreased as time elapsed. The IC50 of GA for Hepa1-6 cells was 

lower than that for AML-12 cells, and the IC50 difference between them reached a largest value at 48 h treatment, 

while the IC50 of ADM for Hepa1-6 cells was higher than that for AML-12 cells at any time period of treatment. 

After treatment with 25 µg/mL GA for 48 h (under this condition, the inhibition rate of proliferation in Hepa1-

6 cells was 50%, while in AML-12 cells was only 3.8%), the apoptosis in Hepa1-6 cells was significantly increased, 

which mainly resulted from early apoptosis (P<0.05).

Conclusion: GA can inhibit the growth of hepatocellular carcinoma cells and the mechanism may be related to its 

inducing cells apoptosis. GA may be safer and has less toxic side effects for treatment of hepatocellular carcinoma. 

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Glycyrrhetinic Acid; Cell Proliferation; Apoptosis

CLC number: R735.7
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度（IC50）的计算　细胞抑制率和 IC50 按下面的公

式进行计算：细胞抑制率（%）=[1-（实验组细胞

的 OD 值）/（对照组细胞的 OD 值）]×100%；然

后将细胞抑制率和药物浓度通过软件（IC50 计算器）

计算 IC50

1.2.5  GA 对 肝 癌 细 胞 凋 亡 作 用 的 影 响　 将

Hepa1-6 细 胞 接 种 于 100 mm×200 mm 培 养 盘 中

（2×104/mL），加入前面实验确定好浓度（25 µg/mL）

的 GA 溶液，放于 37 ℃，5%CO2 培养箱中培养，

于 48 h 后按照 Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂

盒 说 明 书 加 入 Annexin V 和 PI， 然 后 用 流 式 细 胞

仪检测 Hepa1-6 细胞的凋亡，实验重复 4 次。

1.3  统计学处理

所有数据都用均数±标准差（x±s）表示，两

组间的数据用独立样本 t检验进行统计分析，设定

P<0.05时差异具有统计学意义，用SPSS 19.0软件

进行统计分析。

 

2　结　果
 

2.1  ADM 和 GA 对肝癌细胞及正常肝细胞生长的

影响

Hepa1 -6细胞加入不同浓度的GA和ADM，分

别于24、48、72、96 h观察细胞的生长情况，结

果显示，低浓度的GA对Hepa1 -6细胞的增殖无明

显影响，但当药物浓度>8 µg/mL时，其对Hepa1-6

细 胞 即 表 现 为 抑 制 作 用 ， 而 A D M 的 所 有 浓 度 对

Hepa1-6细胞都表现为抑制作用而无促增殖作用。

另外，还发现GA和ADM对Hepa1 -6细胞的抑制作

用 都 具 有 浓 度 依 赖 性 ， 浓 度 越 高 ， 抑 制 作 用 越 明

显 ， 而 与 药 物 作 用 时 间 的 关 系 则 表 现 为 ： 作 用 时

间越长，GA的抑制作用越明显，而ADM的抑制作

用却越弱（图1-2）。
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图 1　GA 作用于 Hepa1-6 和 AML-12 细胞 48 h 后的生长情况（×100）
Figure 1　Hepa1-6 and AML-12 cells exposed to GA for 48 h (×100)
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图 2　GA 与 ADM 对 Hepa1-6 细胞生长的影响　　A：不同浓度 GA 作用；B：不同浓度 ADM 作用
Figure 2　Infl uences of GA and ADM on growth of Hepa1-6 cells　　A: Eff ects of diff erent concentrations of GA; B: Eff ects of diff erent 

concentrations of ADM
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加入不同浓度的GA和ADM，分别于24、48、

72、96 h观察正常肝细胞的生长情况，结果发现低

浓度的GA对AML-12细胞的增殖无明显影响，当药

物浓度>8 µg/mL时，其对AML-12细胞也表现为抑

制作用，ADM的所有浓度对AML-12细胞也都具有

抑制作用。另外，GA和ADM对AML -12细胞的抑

制 作 用 也 与 药 物 浓 度 和 药 物 作 用 时 间 有 关 ， 药 物

浓 度 越 高 ， 作 用 时 间 越 长 ， 抑 制 作 用 就 越 明 显 。

但是ADM作用96 h后，抑制作用反而减弱，说明

当ADM作用一定时间后，就会失去药效，这时未

被抑制的AML -12细胞就会开始重新生长（图1、

图3）。

2.2  GA 和 ADM 对肝癌细胞和正常肝细胞的 IC50

为 了 探 讨 G A 对 肝 癌 的 抑 制 作 用 是 否 优 于

A D M ， 计 算 不 同 时 间 （ 2 4 、 4 8 、 7 2 、 9 6  h ） G A

和ADM对Hepa1 -6和AML -12细胞的IC 50。结果显

示，GA对Hepa1 -6和AML -12细胞的IC 50都随着药

物 作 用 时 间 的 增 加 而 减 小 ， 而 A D M 对 H e p a 1 - 6 和

AML -12细胞的IC 50却随着时间的增加而增加。而

且，当药物作用48 h时，GA对Hepa1-6和AML-12

细胞的IC50的差值明显高于其他作用时间，而ADM

在任何时间对Hepa1-6细胞的IC50都高于对AML-12

细胞的IC50（图4A）。

另 外 ， 为 了 进 一 步 探 讨 G A 对 H e p a 1 - 6 细 胞

抑 制 的 最 佳 浓 度 ， 将 H e p a 1 - 6 细 胞 培 养 于 9 6 孔 板

中，然后加入不同浓度的GA（25、30、35、40、

45 µg/mL）处理48 h，然后观察Hepa1-6细胞的生

长情况。结果发现，当GA的浓度为25 µg/mL时，

其对Hepa1-6细胞的抑制率约为50%，而对AML-12

几乎没有抑制作用（抑制率为3.8%），而其他浓

度的GA对Hepa1-6和AML-12细胞都有抑制作用，

而且浓度越高抑制越明显。当GA浓度达到45 µg/mL

时 ， H e p a 1 - 6 细 胞 已 经 完 全 被 抑 制 ， 而 此 时 的

AML-12细胞也抑制了将近一半（图4B）。
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图 3　GA 与 ADM 对 AML-12 细胞生长的影响　　A：不同浓度 GA 作用；B：不同浓度 ADM 作用
Figure 3　Infl uences of GA and ADM on growth of AML-12 cells　　A: Eff ects of diff erent concentrations of GA; B: Eff ects of diff erent 

concentrations of ADM
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图 4　GA、ADM 对 Hepa1-6 与 AML-12 细胞的 IC50 及抑制率比较　　A：GA 和 ADM 不同作用时间的 IC50；B：不同浓度

GA 对 Hepa1-6 和 AML-12 细胞的抑制率
Figure 4　Comparison of the IC50 values and inhibition rates of GA and ADM on Hepa1-6 and AML-12 cells　　A: IC50 values of GA and 

ADM under diff erent treatment times; B: Inhibition rates of diff erent concentrations of GA Hepa1-6 and AML-12 cells 
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2.3  GA 对肝癌细胞凋亡的影响

为 了 观 察 G A 对 肝 癌 细 胞 凋 亡 的 影 响 作 用 ，

将 H e p a 1 - 6 细 胞 用 2 5  µ g / m L 的 G A 溶 液 处 理 4 8  h

后 ， 收 集 细 胞 制 成 单 细 胞 悬 液 ， 然 后 通 过 流 式 细

胞 仪 检 测 H e p a 1 - 6 细 胞 的 凋 亡 。 结 果 显 示 ， G A

处 理 组 的 H e p a 1 - 6 细 胞 的 凋 亡 率 明 显 高 于 对 照 组

（P<0.05）；而且GA主要影响Hepa1 -6细胞的早

期凋亡（P<0 .05），而对其晚期凋亡几乎没有影

响（P>0.05）（图5）。

3　讨　论

GA是甘草中三萜类化合物甘草甜素水解后脱

去两分子萄糖醛酸的产物（图6）[21-22]。研究[21]表

明GA在游离脂肪酸介导的肝脂肪变动物模型中具

有 治 疗 作 用 ， 能 够 改 善 实 验 小 鼠 的 急 性 肝 损 伤 病

变[27]，具有较强的抗癌和抗肿瘤转移活性[23-24]，能

够 抑 制 非 小 细 胞 肺 癌 的 增 殖 ， 对 人 乳 腺 癌 细 胞 具

有较强的抗肿瘤活性 [26]，对肝癌HepG2细胞具有

化学保护作用，可以作为肝癌的化学保护剂 [ 22]，

能 够 抑 制 人 肝 癌 细 胞 的 增 殖 ， 诱 导 其 凋 亡 和 分

化[28-29]，能够抑制肝星状细胞的免疫抑制活性进而

抑制肝癌的发生和发展[30]。

本研究也证明GA能够抑制肝癌细胞的生长，

诱导其凋亡。结果发现低浓度的GA对肝癌细胞的

增殖无明显影响，当药物浓度>8 µg /mL时，其对

肝癌细胞即表现为抑制作用。

目 前 已 经 有 好 些 药 物 被 临 床 用 于 肝 癌 的 治

疗 ， 比 如 常 见 的 有 阿 霉 素 、 丝 裂 霉 素 和 顺 氯 氨 铀

等 。 但 是 这 些 药 物 在 杀 伤 肝 癌 细 胞 的 同 时 对 正 常

肝 细 胞 的 毒 性 作 用 也 非 常 明 显 。 所 以 ， 为 了 分 析

G A 的 安 全 性 ， 本 研 究 分 析 G A 和 A D M 对 肝 癌 细 胞

和肝细胞的IC 50，发现GA对肝癌细胞和肝细胞的
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Figure 6　Formation process of GA
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I C 5 0都 随 着 药 物 作 用 时 间 的 增 加 而 减 小 ， 而 A D M

对肝癌细胞和肝细胞的IC50却随着时间的增加而增

加。而且，GA对肝癌细胞的IC 50明显低于对肝细

胞的IC 50，特别当药物作用48 h时，GA对肝癌细

胞和肝细胞的IC50的差值最大，而ADM在任何时间

对肝癌细胞的IC50都高于对肝细胞的IC50，当GA的

浓度为25 µg/mL时，其对Hepa1-6细胞的抑制率约

为50%，而对AML -12几乎没有抑制作用（抑制率

为3.8%），说明当GA的浓度为25 µg/mL，药物作

用48 h时，GA能够对肝癌细胞产生较好的抑制作

用 ， 而 对 正 常 肝 细 胞 的 影 响 较 小 ， 几 乎 没 有 抑 制

作用，但ADM在抑制肝癌细胞的同时也对正常肝

细 胞 产 生 明 显 的 抑 制 作 用 ， 而 且 杀 伤 的 正 常 肝 细

胞更多，这说明在治疗肝癌方面GA可能较ADM更

为 安 全 ， 毒 副 作 用 更 小 。 另 外 ， 本 研 究 还 发 现 ，

GA和ADM对肝癌细胞的抑制作用与药物作用时间

有关，作用时间越长，GA对肝癌细胞的抑制作用

越明显，而ADM对肝癌细胞的抑制作用却越弱，

说 明 A D M 是 短 时 间 内 起 作 用 ， 药 效 不 够 持 久 ，

当 作 用 超 过 一 定 时 间 后 ， 就 会 对 肝 癌 失 去 抑 制 作

用 ， 这 时 未 被 抑 制 的 肝 癌 细 胞 重 新 开 始 生 长 ， 但

GA不同，其抑制效果比较持久，能够很好的抑制

肝癌的生长。

凋亡是细胞的程序性死亡，本研究发现GA能

够 诱 导 肝 癌 细 胞 的 凋 亡 ， 而 且 主 要 影 响 肝 癌 细 胞

的早期凋亡，这可能是GA抑制肝癌细胞生长的一

种机制。

综上所述，GA能够抑制肝癌的生长，可能机

制为诱导肝癌细胞凋亡。在治疗肝癌方面，GA可

能较ADM更为安全，毒副作用更小。GA对肝癌生

长的研究值得进一步开展。
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