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■背景资料
我国是胃癌的高
发地区 ,  与现代
社会中的不良饮
食规律和生活习
惯有关 ,  每年新
增 病 例 占 全 球
42%. 手术治疗胃
癌的复发率较高, 
而长期使用化学
药物联合治疗容
易 出 现 耐 药 性 , 
在临床治疗中造
成了一定的困难. 
甘草中的有效成
分之一甘草甜素
具有抗肿瘤的功
效 ,  本文对甘草
甜素对胃癌细胞
BGC-823的增殖
作用及其初步作
用机制进行研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of glycyrrhizin 
on the proliferation of gastric cancer cell line 
BGC-823 and the underlying mechanism. 

METHODS: BGC-823 cells were incubated with 
different concentrations of glycyrrhizin, and 
cell proliferation was examined by MTT 
assay. BGC-823 cells were then treated with 
40 μmol/L glycyrrhizin, and cell cycle, adhesive 
capacity and migration were determined by 

flow cytometry, adhesion assay and transwell 
assay, respectively. The expression of β-catenin, 
Bcl-2, CyclinD1 and survivin was detected by 
Western blot. 

RESULTS: Glycyrrhizin decreased BGC-823 
cell proliferation in a dose-dependent manner, 
and inhibited cell cycle progression from G1 
phase to S phase (P < 0.05). After treatment 
with 40 μmol/L glycyrrhizin, cell adhesion 
and migration were inhibited (P < 0.05). 
Furthermore, the expression of β-catenin, 
Bcl-2, CyclinD1 and survivin was significantly 
decreased (P < 0.05). 

CONCLUSION: Glycyrrhizin inhibits BGC-823 
proliferation, adhesion and migration via the 
regulation of cell cycle, which may be related 
to the Wnt/β-catenin signaling pathway. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨甘草甜素抑制胃癌细胞BGC-823
增殖及其相关机制. 

方法: 不同浓度甘草甜素培养后, 采用MTT
法检测细胞增殖率; 流式细胞术检测细胞周
期; 黏附实验和Transwell小室实验检测细胞
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■研发前沿
中草药用于治疗
肿瘤是近来研究
的热点 ,  甘草来
源广泛 ,  甘草甜
素 对 于 肿 瘤 具
有 良 好 的 效 果 , 
但 其 对 于 胃 癌
BGC-823细胞增
殖作用机制尚不
明确 ,  还需进一
步研究.

的黏附百分比和迁移的变化; 免疫印迹法检
测β-catenin、Bcl-2、CyclinD1和Survivin的
蛋白表达水平.  

结果: 甘草甜素呈浓度依赖性抑制BGC-823
细胞增殖, 并且抑制细胞从G1期向S期的转
变(P <0.05). 给予40 μmol/L甘草甜素处理
BGC-823细胞后, 细胞黏附和迁移的能力减
弱, 且β-catenin、Bcl-2、CyclinD1和Survivin
的蛋白表达水平明显降低(P <0.05).  

结论:  甘草甜素通过调控细胞周期抑制
BGC-823细胞的增殖、黏附、迁移, 其作用
机制可能与Wnt/β-catenin信号通路有关. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究结果显示, 甘草甜素可抑制胃

癌细胞BGC-823细胞的增殖、黏附和迁移能力, 
其作用机制可能与Wnt/β-catenin信号通路有关.
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0  引言 

胃癌是全球发病率处于第4位的恶性肿瘤, 在
肿瘤致死率中居第2位[1]. 亚洲日本、韩国和中

国是胃癌高发国家[2], 其中男性是胃癌发病的

高危人群, 具有早期诊断率低, 误诊率高, 治疗

效果不理想的特点[3], 其发病与饮食不规律、

酗酒等不良生活习惯有关. 胃癌位于中国恶性

肿瘤发病率的第2位, 每年新增病例占全球的

42%[4,5]. 因此, 胃癌是当前危害我国人民身体

健康的重大疾病之一[6]. 目前手术是胃癌最有

效的手段, 但复发率仍达到60%左右[7]. 随着多

种化学药物联合治疗, 对胃癌的治疗取得阶段

性的临床进展, 但由于化疗药物长时间使用易

出现耐药性, 导致治疗难以继续, 寻找新的抗

癌药物迫在眉睫. 
甘草甜素(Glycyrrhizin)也称甘草酸, 是豆

科植物甘草(Glycyrrhiza uralensis Fisch )根茎的

有效成分之一, 甘草甜味的来源, 具有安全无

毒性及良好的医疗保健的特点[8]. 除了作为甜

味剂外, 甘草甜素还具有抗病毒、抗肿瘤、免

疫调节和抗炎等多种药理作用[9-13]. 本实验将

探讨甘草甜素抑制胃癌细胞BGC-823增殖及

其可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞BGC-823细胞购自上海

生博生物医药科技有限公司; 甘草甜素购自

南京泽朗医药科技有限公司; DMEM、Opti-
MEM培养基购自Gibco公司; 胎牛血清购自

Hyclone公司; CCK-8试剂盒购自碧云天生物

技术有限公司; Transwell小室购自Costar公司; 
β-catenin、Bcl-2、CyclinD1和Survivin抗体均

购自Cell Signaling Technology公司; 其余试剂

均为国产分析纯. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组: 将B G C-823细胞株

置于含10%胎牛血清的DMEM培养基中, 于
37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养, 每2-3 d换
液1次. 将甘草甜素溶于DMSO中, 分别配制为

10、20、40和80 mmol/L的工作液. 设空白对

照组(Control), 细胞不给药处理; 溶剂对照组

(Vehicle), 细胞中加入DMSO; 给药组A-D, 分
别于2 mL培养基中加入2 μL甘草甜素工作液

(比例1∶1000), 使其总浓度为10、20、40和
80 μmol/L. 
1.2.2 MTT法测定细胞增殖率: 收集各组对数

期细胞, 并调整细胞悬液浓度, 取96孔板, 加入

细胞悬液使密度为4000-5000个/孔. 给药后, 分
别于12、24、36和48 h加入MTT溶液, 继续培养

4 h, 吸去孔内培养液, 每孔加入DMSO 100 μL, 
摇床震荡15 min, 在酶联免疫检测仪488 nm
处, 以空白孔调零(不加细胞, 仅加入等量的

DMEM培养基), 测量每孔的吸光度(A )值. 
1.2.3 流式细胞术检测细胞周期: 将处于生长

对数期的各组细胞消化处理后, 800 r/min离心

5 min, PBS洗涤2次, 800 r/min离心5 min, PBS
重悬, 加入70 mL/L预冷无水乙醇, 4 ℃避光过

夜. 1000 r/min离心7 min洗去乙醇, 加入碘化丙

啶(PI), 避光孵育30 min, 记录于激发波长488 nm
处荧光强度, 实验重复3次. 
1.2.4 黏附实验: 取96孔板, 以无菌PBS配制

30 μg/mL纤连蛋白(fibronectin, Fn), 每孔加入

50 μL, 置于37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱包

被1 h, 无菌PBS洗涤2次, 每孔加入1%BSA, 置
于培养箱封闭2 h. PBS清洗3次, 晾干. 收集处

于生长对数期的各组细胞, 调整细胞浓度为
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■相关报道
已有报道甘草甜
素具有广泛的抗
瘤活性 ,  能抑制
乳腺癌、肝癌、
前列腺癌和膀胱
癌等细胞的生长, 
并对其作用机制
进行了研究 ,  其
作用机制与甘草
甜素诱导肿瘤细
胞凋亡或抑制细
胞增殖、侵袭迁
移有关.

5×105/mL, 以每孔100 μL加入预包被的培养

板, 置于细胞培养箱分别静置20、40和60 min
后, 吸取未黏附的细胞, 以无菌PBS清洗2次, 收
集黏附细胞, 计算黏附百分率(黏附百分比 = 
黏附细胞总数/接种细胞总数×100%). 
1.2.5 Transwell迁移实验: 经相应处理后, 将各

组细胞培养于无血清DMEM培养基中, 稀释, 
消化细胞, 计数, 调整细胞浓度为2×104/100 μL; 
将细胞悬液加入至Transwell小室的上室, 下室

加入完全培养基, 培养24 h. 0.9%NaCl溶液漂

洗, 用4%甲醛固定15 min, 结晶紫染色, 将上室

有细胞的面贴玻璃, 倒置显微镜下观察并拍照, 
计数. 
1.2.6 免疫印迹法检测相关蛋白表达: 各组细

胞经相应处理后, 离心收集细胞, 提取细胞总

蛋白. 12%SDS-PAGE电泳, 电转至硝酸纤维

素(NC)膜上, 封闭液封闭, 加入一抗4 ℃孵育

过夜, TBST漂洗后加入相应二抗室温孵育2 h, 
TBST洗涤; 化学发光法显色, 胶片用凝胶成像

系统扫描灰度值分析. 
统计学处理 数据处理采用SPSS16.0统计

软件, 实验结果采用mean±SD表示, 组间差

异采用t检验或方差分析(One-way ANOVA), 
P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 细胞增殖率的检测 MTT法分别检测各组

细胞的增殖率, 结果显示, 与空白对照组相比, 
给予甘草甜素培养后的BGC-823细胞增殖率

明显降低(P <0.05); 在相同时间点处, 细胞增殖

率随着甘草甜素浓度的增大而减少, 20、40和
80 μmol/L甘草甜素组与10 μmol/L甘草甜素组

间差异有统计学意义(P <0.05); 40和80 μmol/L
甘草甜素组与20 μmol/L甘草甜素组间差异亦

有统计学意义(P <0.05). 空白对照组与溶剂对

照组间差异无统计学意义(P >0.05)(表1). 同时, 
40 μmol/L甘草甜素和80 μmol/L甘草甜素组间

差异无统计学意义(P>0.05), 因此采用40 μmol/L
进行后续实验. 
2.2 细胞周期的检测 流式细胞术结果显示, 与
空白对照组相比, 给予40 μmol/L甘草甜素培

养后, BGC-823细胞G0/G1期的细胞数占百分

比明显增加, S期细胞数所占百分比明显减少

(P <0.05), 表明甘草甜素能延缓BGC-823细胞

的周期由G0/G1期向S期转换(图1).
2.3 细胞黏附率的检测 分别于20、40和60 min
后计数各组细胞黏附于LN基质的数量, 计算

细胞的黏附百分比. 结果显示, 与空白对照组
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图  1  甘草甜素(40 μmol/L)对BGC-823细胞周期的影响. A: 空白对照组流式细胞图; B: 溶剂对照组流式细胞图; C: 40 μmol/L

甘草甜素给药组流式细胞图; D: 各周期所占百分比统计图. aP<0.05 vs  空白对照组. 
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相比, 给予40 μmol/L甘草甜素培养后的细胞黏

附百分比显著降低(P <0.05), 而空白对照组与

溶剂对照组间无统计学差异(P >0.05)(图2). 
2.4 细胞迁移能力的检测 Transwell迁移实验结

果显示, 40 μmol/L甘草甜素培养后, BGC-823
细胞培养24 h后的细胞迁移数显著低于空白对

照组(P <0.05), 而空白对照组和溶剂对照组间

的细胞迁移数无统计学差异(P >0.05)(图3). 
2.5 BGC-823细胞中Wnt/β-catenin信号通路相

关蛋白表达水平的检测  免疫印迹法结果显

示, 40 μmol/L甘草甜素培养后的BGC-823细
胞中β-catenin、Bcl-2、CyclinD1和Survivin
的蛋白表达显著低于空白对照组(P <0.05), 而
空白对照组和溶剂对照组间无统计学差异

(P >0.05)(图4). 

3  讨论

甘草是中国中医里最常用和沿用历史最悠久

的中草药之一. 通过现代分析技术发现, 甘草

是有多种化学成分组成, 主要有甘草甜素、甘

草次酸、甘草苷、新甘草苷、异甘草苷、新

异甘草苷和黄酮等[14]. 其中甘草甜素是从甘草

根茎提取的三萜皂苷, 由一个甘草次酸分子作

为苷元连接两个葡萄糖醛酸组成[15]. 
本实验采用MTT法检测结果发现甘草甜

素可抑制BGC-823细胞的增殖, 且与浓度呈正

相关. 40和80 μmol/L的甘草甜素对细胞增殖

的抑制作用无显著性差异, 因此采用40 μmol/L
进行后续实验. 再者, 流式细胞仪检测结果同

样表明了甘草甜素对BGC-823细胞的增殖具

有抑制作用. Fn黏附和迁移实验结果表明, 与
空白对照组相比, 给药组的细胞黏附力明显减

弱, 迁移能力也明显降低(P <0.05), 提示甘草

甜素具有降低BGC-823细胞黏附和迁移能力

的功效. 
Wnt信号通路参与了调控细胞增殖及凋

亡等过程[16], Wnt信号转导途径的失调与多种

已知的高发性癌变有关 [17-20]. 由细胞外配体

Wnt蛋白发起, β-catenin是Wnt的活性调控信

号通路的关键成员 [21].  研究 [22-24]发现 ,  W n t
信号通路异常激活常通过A P C 或β-c a t e n i n
基因突变导致 ,  进而参与了多种肿瘤的发

生发展. Wnt经典信号通路调节由胞质β-链接

蛋白的磷酸化/降解引起. 当Wnt通路被激活

后, β-catenin不断积聚形成复合物[25], 从而激活

其下游基因β-catenin、Bcl-2、c-myc、Fral、
CyclinD1、Survivin和基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases, MMPs)等的表达产生变化, 
从而引起生物活性的变化[26]. 有报道[27]指出

Wnt通路的异常激活, 导致β-catenin表达失常, 
导致结肠直肠癌等的发生. 研究[16]认为Wnt通
路的异常激活通过调控CyclinD和c-myc基因

表达, 导致细胞一直处于不断增殖的状态, 产
生突变. 已有学者研究山荷素通过抑制Wnt信
号通路中的LRP6, β-catenin进而抑制c-myc和
CyclinD1来抑制癌细胞增殖[28]. 前列腺癌、乳
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图  2  甘草甜素(40 μmol/L)降低BGC-823细胞的黏附力. 

     分组         12 h         24 h        36 h           48 h

空白对照组 25.43±1.28 50.37±3.76 89.84±4.36 113.25±6.54

溶剂对照组 24.47±2.01 51.84±3.42 90.27±6.41 111.38±8.25

给药组A 20.01±1.02a 39.54±2.57a 64.58±4.37a   83.96±5.37a

给药组B 18.01±1.01ac 33.28±2.47ac 53.37±3.67ac   76.37±5.47ac

给药组C 14.63±1.03ace 24.13±2.54ace 36.37±3.21ace   45.43±4.32ace

给药组D 13.78±1.04ace 25.57±2.01ace 34.92±2.38ace   47.48±5.21ace

aP<0.05 vs 空白对照组; cP<0.05 vs 给药组A; eP<0.05 vs 给药组B. 给药组A: 10 μmol/L; 给药组B: 20 μmol/L; 给药组C: 40 μmol/L; 

给药组D: 80 μmol/L. 

表  1  BGC-823细胞增殖率的变化 (mean±SD, %) ■应用要点
甘草甜素对胃癌
细胞有良好的抑
制作用 .  因此探
讨其作用机制能
对临床上胃癌的
治疗提供了新的
治疗药物 ,  尤其
是对手术后复发
以及产生化疗耐
药性的患者. 
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腺癌、胰腺癌等中均存在Wnt经典通路[29]. 本
实验中免疫印迹法结果表明, 甘草甜素能使

BGC-823细胞的Wnt信号通路中β-catenin、
Bcl-2、CyclinD1和Survivin的蛋白表达显著低

于空白对照组, 提示甘草甜素抑制胃癌细胞增

殖的机制可能与Wnt/β-catenin信号通路有关. 
总之, 甘草甜素具有抑制BGC-823胃癌细

胞增殖的作用, 其机制可能与降低Wnt信号通

路中β-catenin等相关蛋白有关, 为甘草甜素用

于治疗胃癌的临床应用提供了实验依据, 且甘

草的来源广泛, 可大量栽培, 适用于临床上大

量使用. 
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3: 甘草甜素组. aP<0.05 vs  空白对照组. 
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空白对照组. 
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