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甘草甜素抑制人前列腺癌 PC3细胞生长及其机制

王雪峰，赵琪

(南阳市第一人民医院泌尿外科，河南 南阳 473000)

[摘　要]	 目的：探讨甘草甜素(glyc yrrhizin)对人前列腺癌细胞株PC3的生长抑制作用，并初步研究其作用

机制。方法：采用CCK-8法检测不同浓度(5，10，20，40，80 μmol/L)甘草甜素处理不同时间(6，

12，24，48 h)对PC3细胞抑制率的影响；流式细胞仪检测细胞周期的分布情况；Western印迹法检

测cyclin D1，P21，p-PI3K，PI3K，p-AKT和AKT蛋白表达水平变化。 结果：CCK-8法检测结果显

示甘草甜素呈浓度依赖性和时间依赖性抑制PC3细胞的生长，当浓度到达40 μmol/L时，抑制作用

达到最大；给予甘草甜素干预处理后，PC3细胞周期从G0/G1期向S期转换明显受到抑制，cyclin D1

蛋白表达显著降低，而P21表达则明显增加；此外，甘草甜素能明显抑制PI3K和AKT的磷酸化水

平，但对PI3K和AKT的蛋白表达没有显著影响。结论：甘草甜素具有抑制前列腺癌细胞株PC3生

长的作用，其作用机制可能与甘草甜素调控cyclin D1和P21蛋白表达以及PI3K/AKT信号通路激活

有关。
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Effects and mechanisms of glycyrrhizin on human prostate 
cancer PC3 cells growth
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Abstract Objective: To investigate the effect of glycyrrhizin on cell growth in human prostate cancer cell line PC3 and 

explore the underlying mechanisms. Methods: CCK-8 assay was applied to analyze the inhibition rate of PC3 

cells after treated with different concentrations (5, 10, 20, 40 or 80 μmol/L) glycyrrhizin for different times (6, 

12, 24 or 48 h). Cell cycle distribution was determined by flow cytometry. Moreover, the protein expressions of 

cyclin D1, P21, p-PI3K, PI3K, p-AKT and AKT were detected using Western blot. Results: CCK-8 assay data 

showed that glycyrrhizin inhibited PC3 cell growth in a concentration-dependent and time-dependent manner. 

When the concentration reaches 40 μmol/L, the inhibition reaches its maximum. Glycyrrhizin treatment was 

found to inhibit cell cycle transition from G0/G1 to S phase, which was accompanied with decreased cyclin D1 

expression and increased P21 expression. Moreover, the phosphorylation of PI3K and AKT were significantly 

decreased after glycyrrhizin treatment, whereas the expressions of PI3K and AKT remained unchanged.  
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前列腺癌是常见的与男性性激素相关的恶性

肿瘤，其致死率列居各类男性肿瘤的前列，仅次

于肺癌，严重威胁男性的身体健康[1]。临床上主要

采用手术联合化疗方式治疗前列腺癌，但是抗肿

瘤药物对患者容易产生毒副作用和耐药性，而且

当前列腺癌转化为非激素依赖性的前列腺癌后，

目前尚无有效的治疗方法[2]。因此，寻找新的预防

和治疗药物显得尤为重要。近年来，从天然药物

中提取具有抗肿瘤活性的物质逐渐成为治疗癌症

的新趋势[3]。

甘草甜素(glycyrrhizin)是甘草的根茎中提取的

三萜类化合物，临床上主要用于治疗慢性乙肝[4]。

近年来，多项研究 [5-7]证实甘草甜素在抗炎、抗病

毒、免疫调节以及防止癌症等方面具有广泛的药

理作用。目前研究 [7-8]认为甘草甜素可抑制非小细

胞肺癌、前列腺癌等肿瘤细胞的生长，其作用机

制可能与抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡有关。尽

管如此，甘草甜素的抗癌机制研究目前并不深入

和完善。本研究主要探讨甘草甜素对人前列腺癌

PC3细胞生长的抑制作用及其作用机制，以期为甘

草甜素可作为临床治疗前列腺癌新的天然药物提

供更多依据。

1  材料与方法

1.1  材料

电子天平购自美国S a r to r i u s公司；细胞超净

台购自苏州尚田生物技术公司；酶标仪购自美国

Molecular Dev ices公司；CO2细胞培养箱购自德国

He rae u s公司；移液器购自德国Ep p e n d o r f公司；

台 式 离 心 机 和 流 式 细 胞 分 析 仪 购 自 美 国 T h e r m o
公 司 ； 垂 直 电 泳 装 置 和 凝 胶 成 像 系 统 购 自 美 国 
Bio-Rad公司。

甘 草 甜 素 购 自 上 海 将 来 实 业 有 限 公 司 ( 批 号

130526)；人前列腺癌细胞株PC3购自中国科学院

上海细胞库；Dulbecco’s modif ied Eagle’s medium 
(DMEM)培养基、胎牛血清、青霉素、链霉素、胰

酶和磷酸盐缓冲液(PBS)购自美国Invitrogen公司；

CCK-8试剂盒购自中国广州奕源生物有限公司；细

胞周期检测试剂盒购自中国南京凯基生物公司；

兔抗人c ycl in D1，P21，p-PI3K，PI3K，p-Akt，

Akt和GAPDH抗体购自美国CST公司；HRP标记抗

兔二抗、细胞裂解和ECL发光液购自江苏碧云天生

物技术公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

将PC3细胞株培养于含10%胎牛血清、青霉素

(100 U/mL)和链霉素(100 U/mL)的DMEM培养基

中，于37 ℃和5% CO2恒温培养箱中孵育，每天换

液一次。

1.2.2  细胞生存率检测

将PC3细胞(5 000个/孔)接种于96孔板中，待细

胞长至80%融合度时，换用无血清DMEM培养基同步

化24 h，之后分别给予5，10，20，40，80 μmol/L甘

草甜素药物处理，分别处理6，12，24，48 h。待

以上处理结束后，于每孔加入CCK-8试剂10 μL，

反应 2  h 后，用酶标仪在波长为 4 5 0  n m 处测定吸

光度值。细胞的生存率=100%×(加药组−对照组)/
(对照组−空白组)，而生长抑制率= 1 0 0 % −细胞生 
存率。

1.2.3  细胞周期分布检测

将 P C 3 细 胞 接 种 到 6 孔 板 ， 以 2 . 0 × 1 0 6个 / m L
接种，培养4 8  h待细胞贴壁后弃去培养液，改用

无血清DME M培养基同步化24 h，加入10，20， 
40 μmol/L甘草甜素药物处理48 h。随后用0.2%胰

酶消化5 min后，1 000 r/min离心5 min收集各组细

胞，PBS洗3次，然后用含70%乙醇的PBS于4 ℃固

定细胞12 h，吸出乙醇，PBS洗3次，1 000 r/min离

心5 min，避光加入PI染色液，室温孵育30 min，

用流式细胞仪检测细胞周期的分布。

1.2.4  Western 印迹法检测

P C 3 细胞融合至约 8 0 % ，分别加入 1 0 ， 2 0 ， 
40 μmol/L甘草甜素药物处理48 h。吸出细胞培养

基，用冰PBS洗细胞3次，加入适量细胞裂解液于冰

上裂解30 min，将细胞刮下，4 ℃，12 000 r/min，

离心1 2  m i n，吸取上清。B C A法进行蛋白定量，

使每个样品的上样量一致。样品按比例与5 ×上样

缓冲液混合，100 ℃变性5 min，进行SDS-PAGE电

泳，浓缩胶中以80 V恒压，分离胶中以100 mV恒

压进行。电泳结束后，取下分离胶，置于滤纸-胶-
膜-滤纸的电转盒中，在200 mA恒流电转90 min，

Conclusion: Glycyrrhizin inhibits cell cycle transition by regulating expression of cyclin D1 and P21 via 

inactivation of PI3K/AKT signaling pathway, and thereby attenuating PC3 cell growth.

Keywords  glycyrrhizin; growth inhibition; cell cycle; PI3K/AKT signaling pathway; prostate cancer cells
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将蛋白从胶转移到膜上，并将膜置于含5%脱脂奶

粉中室温封闭1 h。根据实验需要加入不同浓度的

一抗，4 ℃孵育过夜，随后室温孵育HRP标记二抗

1 h。在暗室中用ECL发光液的A液和B液1:1混匀，

洒在膜的蛋白面，使X胶片感光并用凝胶成像系统

进行灰度分析。

1.3  统计学处理

采用SPSS 11.0软件进行分析。所有实验数据

以均数 ± 标准误 ( x ± S E M ) 表示，采用单因素方差

分析(One-way ANOVA)，P<0.05为差异有统计学 
意义。

2  结果

2.1  甘草甜素对前列腺癌细胞生存率的影响

C C K - 8 实 验 结 果 显 示 ( 图 1 ) ： 甘 草 甜 素 呈 时

间依赖性减少P C 3细胞的生存率，药物抑制率逐

渐增加( P < 0 . 0 5 )。同时，随着甘草甜素药物处理

浓度的逐渐增加( 5，1 0，2 0，4 0  μ m o l / L)，P C 3
细胞的生长抑制率也逐渐增加(P < 0 . 0 5 )，但4 0和 
80 μmol/L两组间差异并没有统计学意义(P>0.05)，

因此后续选用10，20，40 μmol/L的浓度梯度做进

一步检测。

2.2  甘草甜素对前列腺癌细胞周期分布的影响

应 用 流 式 细 胞 术 分 析 甘 草 甜 素 处 理 P C 3 细
胞 4 8  h 后 ， 细 胞 周 期 的 变 化 ( 图 2 ) 显 示 ： 对 照
组，1 0  μ m o l / L，2 0  μ m o l / L，4 0  μ m o l / L处理组 
G0/G1期细胞数所占百分比分别是(52.26±4.52)%，
(59.31±4.01)%，(79.39±4.13)%，(85.47±6.17)%，
S 期 所 占 百 分 比 分 别 是 ( 3 9 . 2 2 ± 3 . 0 1 ) % ，
(32.15±2.94)%，(24.31±2.02)%和(16.22±2.07)%，
说明给予甘草甜素处理后，其可抑制细胞周期从
G 0/G 1期向S期转换(P<0.05)，但对G 2/M期的细胞
数并没有显著的影响(P>0.05)。

图1 甘草甜素对PC3细胞抑制率的作用(n=6)
Figure 1 Effect of glycyrrhizin on the inhibition rate of PC3 cells 
(n=6)
与0 μmol/L相比，*P<0.05。
Compared with 0 μmol/L, *P<0.05.

图2 甘草甜素对PC3细胞周期分布的作用(n=6)

Figure 2 Effect of glycyrrhizin on the cell cycle distribution of PC3 cells (n=6)

(A)典型的细胞周期分布图；(B)细胞周期分布的统计分析。与Control组相比，*P<0.05，**P<0.01。

(A) Relative image of cell cycle distribution; (B) Statistical analysis of cell cycle distribution. Compared with control, *P<0.05, **P<0.01.
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2.3  甘草甜素对细胞周期相关蛋白表达的影响

在 细 胞 周 期 G 0 / G 1 期 向 S 期 转 换 中 起 重 要

调 节 作 用 的 是 细 胞 周 期 素 c y c l i n s 以 及 周 期 素

依 赖 激 酶 抑 制 蛋 白 ( c y c l i n - d e p e n d e n t  k i n a s e  
i n h i b i t o r s ， C D K I s) ，因此我们进一步分析甘草

甜素对 P C 3 细胞中 c y c l i n  D 1 以及 P 2 1 蛋白表达的

影 响 。 We s t e r n 印 迹 结 果 显 示 ( 图 3 ) ： 给 予 药 物

处理4 8  h后，与对照组相比，甘草甜素呈浓度依

赖 性 地 减 少 c y c l i n  D 1 的 蛋 白 表 达 ( P < 0 . 0 5 ) ； 相

反， P 2 1 蛋白表达随着甘草甜素浓度的增加而逐

渐增加( P < 0 . 0 5 )。

2.4  甘草甜素对 PI3K/AKT 通路的影响

为进一步分析甘草甜素对细胞周期影响的机

制，检测与细胞周期G 0/G 1期向S期转换调控相关

的PI3K-Akt信号通路。所有组间PI3K，AKT蛋白表

达条带灰度值差异无统计学意义(P>0.05，图4)，

但p-PI3K和p-AKT的蛋白表达水平随着甘草甜素处

理浓度的逐渐增加而逐渐减少(P<0.05)，提示甘草

甜素可抑制PI3K-AKT信号通路的激活。

图4 甘草甜素对PI3K/AKT通路的影响(n=5)

Figure 4 Effect of glycyrrhizin on the PI3K/AKT pathway in PC3 cells (n=5)

(A) PI3K，p-PI3K，AKT和p-AKT蛋白的Western印迹条带；(B) p-PI3K和p-AKT的蛋白表达统计分析。与对照组(0 μmol/L)相

比，**P<0.01。

(A) Western blot band of PI3K, p-PI3K, AKT and p-AKT; (B) Statistical analysis of the p-PI3K and p-AKT protein expression. Compared 

with 0 μmol/L, **P<0.01.
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图3 甘草甜素对cyclin D1和P21蛋白表达的影响(n=4)

Figure 3 Effect of glycyrrhizin on the expressions of cyclin D1 and P21 in PC3 cells (n=4)
(A)Cyclin D1与P21蛋白的Western印迹条带；(B)Cyclin D1与P21的统计分析。与0 μmol/L相比，**P<0.01。

(A) Western blot band of cyclin D1 and P21; (B) Statistical analysis of cyclin D1 and P21. Compared with 0 μmol/L, **P<0.01. 
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3  讨论

目 前 我 国 前 列 腺 癌 发 病 率 虽 然 低 于 欧 美 地

区，但近2 0年来其发病率逐年上升，严重危害我

国男性的健康[9]。作为一种从天然药物中提取出来

的化合物，目前体外研究 [ 8 ]发现甘草甜素能促使

前列腺癌细胞凋亡，表明其可能具有作为前列腺

癌治疗药物或者是辅助治疗药物的潜力。然而目

前研究还远未足以解释甘草甜素抗肿瘤的所有机

制。因此本实验首先验证甘草甜素对前列腺癌细

胞株PC3细胞生长的抑制作用，并证实甘草甜素可

以显著抑制PC3细胞的生长。同时，该作用效应具

有一定的时间和剂量依赖性，但甘草甜素对细胞

生长的抑制效应在40和80 μmol/L两种剂量间差异

无统计学意义，提示甘草甜素体外抑制PC3细胞生

长的最大效应的剂量应该小于或等于40 μmol/L。

为 进 一 步 分 析 甘 草 甜 素 抑 制 前 列 腺 癌 细 胞

生长的机制，本研究观察甘草甜素对细胞周期的

影响。真核细胞增殖是通过细胞周期的运转实现

的，按时间顺序可将细胞周期确定为DNA合成前

期(G 1期)、合成期(S期)、合成后期(G 2期)和分裂

期( M期)。处在G 1期的细胞也可以进入静止状态 
(G 0期)，在适当刺激因子的诱导下，细胞又可以

从G0期恢复到G1期，并由此进入细胞周期[8]。结果

显示甘草甜素能抑制细胞周期从G 0/G 1期向S期转

换，减少处于S期DNA复制的细胞比例。进一步，

我们发现甘草甜素通过减少细胞周期素cyclin D1从

而抑制细胞通过G1/S节点进入S期，相反另外一个

重要的抑制细胞周期CDKI蛋白P21表达却显著增

加。这部分结果说明甘草甜素是通过控制细胞周

期从G 0/G 1期向S期的周期调控蛋白，从而抑制前

列腺癌细胞的生长。

PI3K/AKT信号通路在细胞周期G1/S转换调控

中起重要作用 [ 1 0 - 1 1 ]。这些信号通常被生长因子或

活性物质与其受体结合后所引发，向下传递过程

中可以分为很多不同的分支，经过复杂的信号级

联反应向细胞核中心集中，引起细胞周期素cyclins
表达改变以及CDKI的相应变化，从而推动细胞从

G1期进入S期复制DNA[12]。本研究结果证实甘草甜

素能剂量依赖性地抑制PI3K以及下游分子A KT蛋

白的磷酸化水平，说明甘草甜素可能是通过抑制

PI3K/AKT信号通路的激活从而参与调控细胞周期

蛋白的表达。

另外，本研究尚有研究不足之处：1 )体外研

究，未进行在体研究；2 )只在P C 3细胞上进行研

究，并未在其他前列腺癌细胞上进行；3 )未研究 
4 0  μ m o l / L 甘草甜素是否对正常细胞产生毒性作

用。这些将是下步研究的重点。

综上所述，本研究验证了甘草甜素对前列腺

癌细胞株PC3的生长具有抑制作用。其机制可能是

通过抑制PI3K/AKT通路，减少细胞周期素c ycl in 
D1表达，促进周期负性调节蛋白P21表达，使细胞

周期G 1/S转换受阻，最后抑制细胞的生长。但具

体的机制还需进行更深入的研究。
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