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甘草次酸对胃癌细胞SGC7901增殖、凋亡及PI3K-Akt-mTOR通路的影响

刘景华 1，赵 阳 1，李 宾 1，于雅丽 1，王万里 1，任艳红 2

1. 郑州市第七人民医院 消化内科，河南 郑州 450000

2. 济南市人民医院 药剂科，山东 济南 271100

摘 要：目的 探究甘草次酸对胃癌 SGC7901 细胞增殖、凋亡及 PI3K-Akt-mTOR 通路的影响。方法 体外培养胃癌

SGC7901细胞，分为对照组和甘草次酸低、中、高浓度（12.5、25.0、50.0 μmol/L）组，药物处理24、48、72 h后，CCK-8法

检测细胞增殖情况；药物处理 48 h后，流式细胞仪检测细胞周期分布及细胞凋亡情况；Western blotting检测凋亡相关蛋白

Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3以及 PI3K-Akt-mTOR信号通路中磷酸化 PI3K、Akt、mTOR蛋白表达水平。结果 甘草次酸

低、中、高浓度组胃癌 SGC7901细胞增殖受到明显抑制，并呈时间和剂量相关性（P＜0.05）。与对照组比较，甘草次酸

低、中、高浓度组胃癌 SGC7901 细胞 G0/G1期细胞比例显著降低（P＜0.05），G2/M 期细胞比例及凋亡率显著升高（P＜

0.05），Bax、cleaved Caspase-3蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），Bcl-2、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR蛋白表达水平显著降

低（P＜0.05）。结论 甘草次酸可抑制胃癌SGC7901细胞增殖，促进其凋亡，其机制可能与抑制PI3K-Akt-mTOR信号通路

激活有关。
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Abstract: Objective To investigate the effects of glycyrrhetinic acid on proliferation, apoptosis and phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K) -serine/threonine protein kinase (Akt) -mammalian target of rapamycin (mTOR) (PI3K-Akt-mTOR) pathway of gastric

cancer SGC7901 cells. Methods Gastric cancer SGC7901 cells were cultured in vitro, and divided into control group, low, medium

and high concentration (12.5, 25.0 and 50.0 μmol/L) groups of glycyrrhetinic acid. Cells proliferation was detected by CCK-8; Cells

cycle distribution and apoptosis were detected by flow cytometry; The apoptosis-associated proteins Bcl-2, Bax, cleaved Caspase-3,

and phosphorylation of PI3K, Akt and mTOR protein PI3K-Akt-mTOR signaling pathway expression levels were analysed by

Western blotting. Results The proliferation of gastric cancer SGC7901 cells in low, medium and high concentrations groups of

glycyrrhetinic acid was significantly inhibited in a time- and dose-dependent manner (P < 0.05). Compared with the control group,

in the low, middle and high concentration groups of glycyrrhetinic acid, the proportion of G0/G1 phase cells of gastric cancer

SGC7901 cells significantly decreased (P < 0.05), and the proportion of G2/M phase cells and the apoptosis rate significantly

increased (P < 0.05). The expression levels of Bax and cleaved Caspase-3 proteins significantly increased (P < 0.05), and the

expression levels of Bcl-2, p-PI3K, p-Akt and p-mTOR proteins significantly decreased (P < 0.05).Conclusion Glycyrrhetinic Acid

can inhibit the proliferation and promote the apoptosis of gastric cancer SGC7901 cells, which may be related to the inhibition of

PI3K-Akt-mTOR signaling pathway.
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胃癌是临床常见的消化道恶性肿瘤，近年我国

胃癌发病率、死亡率虽呈下降趋势，但仍处于全球

较高水平，而且预后相对较差，治疗仍较为棘手，严

重危害人类健康及生命［1-2］。甘草次酸是一种从甘

草中提取的五环三萜化合物，具有抗肿瘤、抗炎、抗

病毒感染等功效，近年研究发现其对肝癌、胃癌等

癌细胞均具有明显的抑制作用，而对正常体细胞的

毒性较小［3-5］。但目前关于甘草次酸对胃癌细胞增

殖、凋亡的影响及其可能的作用机制研究较少。近

年来，由磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-

kinase，PI3K）、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（protein

kinase B，PKB，又称Akt）及哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mammalian target of rapamycin，mTOR）组成的

PI3K-Akt-mTOR 信号通路与恶性肿瘤的相关性成

为研究热点，据报道 PI3K-Akt-mTOR信号通路与甲

状腺癌、前列腺癌等癌症密切相关［6-7］，但关于其在甘草次

酸治疗胃癌中的作用少见报道。本研究通过体外培养人

胃癌细胞SGC7901，探究甘草次酸对胃癌细胞增殖、凋

亡的影响以及可能的作用机制，从而为该病的治疗提供

一定参考。

1 材料

1.1 主要试剂

甘草次酸（货号 MB6099，质量分数≥98%）购

自大连美仑生物技术有限公司；RPMI 1640 培养

基（货号 11875093）、胎牛血清（货号SH30084.02）购

自美国 Thermo Fisher Scientifc 公司；CCK-8 试剂

盒（货号 BA00208）及 GAPDH（货号 bs-0755R）、

Caspase-3（货号 bs-0081R）、Bax（货号 bs-0127R）、

Bcl-2（货号 bsm-33411M）抗体购自北京博奥森生物

技术有限公司；PI3K（货号 20583-1-AP）、p-PI3K（货

号 55311-1-AP）、Akt（货号 60203-2-lg）、p-Akt（货号

66444-1-lg）、mTOR（货号 20657-1-AP）、p-mTOR（货

号 66888-1-lg）抗体购自美国 Proteintech公司；辣根

过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠 IgG 抗体（货号

P8020）购自中国Solarbio公司。

超净工作台（型号 SJ-CJ-1FD）购自苏州苏洁净

化设备有限公司；多功能酶标仪（型号 imark）购自

美国 Bio-Rad 公司；CO2 恒温培养箱（型号 MCO-

18AIC）购自日本三洋公司；流式细胞仪（型号

FACSCalibur）购自美国BD公司；凝胶成像系统（型

号BioSpectrum）购自美国UVP公司。

2 方法

2.1 细胞培养

人胃癌细胞株 SGC7901 购自北京协和肿瘤研

究所。将其接种于无菌培养瓶中进行常规传代培

养，细胞单层贴壁培养于含 10% 胎牛血清、青链霉

素（100 U/mL）的 RPMI 1640 培养液中 ，并置于

37 ℃、5% CO2饱和湿度培养箱中，每 3天换液 1次，

取对数生长期细胞进行传代及用于后续实验。

2.2 CCK-8法检测胃癌SGC7901细胞增殖情况

取对数生长期SGC7901细胞制备成 1×104/mL

的单细胞悬液，以 200 μL/孔接种于 96 孔板中，于

37 ℃、5% CO2饱和湿度培养箱中培养 24 h，细胞贴

壁后微量移液枪去除培养液。将细胞分为甘草次

酸低、中、高浓度组（加入甘草次酸的 DMSO溶液，

使甘草次酸的终浓度分别为12.5、25.0、50.0 μmol/L）［5］、

对照组（加入同体积的DMSO），同时设定仅添加培

养液的空白组，每组每个时间点 6个重复。继续培

养 24、48、72 h 后弃掉培养液，每孔加入含 10%

CCK-8的培养液 100 μL，37 ℃、5% CO2培养箱中孵

育 4 h，全自动酶标仪检测 450 nm波长处各孔的吸

光度（A）值，以空白孔调零，计算细胞增殖抑制率。

细胞增殖抑制率＝（A 对照－A 实验）/（A 对照－A 空白）

2.3 流式细胞仪检测胃癌SGC7901细胞周期分布

取对数生长期 SGC7901 细胞以 3×105/孔接种

于 6孔板中，培养 24 h后弃去培养液，甘草次酸低、

中、高浓度组和对照组加入相应药物（同“2.2”项），

每组 6 个重复。药物处理 48 h 后弃去培养液，用

PBS洗涤 2次，然后用 75%乙醇固定过夜，细胞固定

后用预冷 PBS 洗涤 2 次，1 000 r/min 离心 5 min 后

500 μL PBS 重悬细胞沉淀，加入 2.5 μL RNAase

和 2 μL 0.2% Triton X-100室温避光孵育 30 min，随

后加入 500 μL 100 μg/mL 碘化丙啶（propidium

iodide，PI），4 ℃避光染色 30 min，最后上样流式细

胞仪检测各组SGC7901细胞细胞周期分布。

2.4 流式细胞仪检测胃癌SGC7901细胞凋亡情况

细胞接种及给药同“2.3”项，给药处理 48 h后弃

掉培养液，加入 0.25%胰蛋白酶进行消化，收集细胞

并用预冷PBS洗涤2次，制备成细胞浓度为2×105/mL

的细胞悬液，吸取 1 mL 细胞悬液于离心管中，

1 000 r/min离心 5 min后PBS洗涤 2次，细胞沉淀中

加入 200 μL Binding Buffering 悬浮细胞，接着加入

5 μL PI 和 5 μL Annexin V-FITC，室温避光孵育

15 min，再加 400 μL 缓冲液，最后上样流式细胞仪

检测细胞凋亡情况。

2.5 Western blotting检测胃癌SGC7901细胞相关

蛋白表达情况

细胞接种及给药同“2.3”项，将经药物处理 48 h
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后的细胞中加入适量RIPA裂解液于冰上裂解细胞

30 min，参照蛋白提取试剂盒说明提取各组细胞中

总蛋白。采用BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度，

然后 SDS变性蛋白，取 50 μg蛋白样品加样于 SDS-

PAGE 凝胶中进行电泳，电泳结束后将凝胶转至

PVDF 膜上，转膜结束后于 5% 脱脂奶封闭 1 h，

TBST 洗 膜 1 次 ，按 照 说 明 书 稀 释 并 加 入 一

抗（Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、p-PI3K、p-Akt、

p-mTOR、GAPDH 抗体），4 ℃孵育过夜 ，TBST

洗膜 3 次，分别加入辣根过氧化物酶山羊抗兔

IgG 作为二抗，室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，

ECL 显影液中显影，最后于凝胶成像仪中拍照，

结 果 经 Image LabTM 软 件 进 行 灰 度 分 析 ，以

GAPDH 为内参。

2.6 统计学分析

数据用 SPSS 22.0 统计软件进行分析，计量资

料以
-x ± s表示，多组比较采用单因素方差分析，进

一步两两比较采用SNK-q检验。

3 结果

3.1 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞增殖的影响

随着药物处理时间延长，甘草次酸低、中、高浓

度组胃癌SGC7901细胞增殖抑制率逐渐升高，呈时

间相关性。同一时间，与对照组比较，甘草次酸低、

中、高浓度组胃癌SGC7901细胞增殖抑制率明显升

高，且呈剂量相关性。见表1。

3.2 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞周期的影响

与对照组比较，甘草次酸低、中、高浓度组

胃癌 SGC7901 细胞 G0/G1 期细胞比例明显降低、

G2/M 期细胞比例明显升高 ，差异有统计学意

义（P＜0.05），并 呈 浓 度 相 关 性 。 见 图 1

和表 2。

3.3 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞凋亡的影响

与对照组比较，甘草次酸低、中、高浓度组

胃癌 SGC7901 细胞凋亡率明显升高，差异有统

计学意义（P＜0.05），并呈浓度相关性。见图

2、表3。

3.4 甘草次酸对胃癌 SGC7901细胞凋亡相关蛋白

表达的影响

与对照组比较，甘草次酸低、中、高浓度组胃癌

SGC7901 细胞 Bcl-2 蛋白表达水平明显降低，Bax、

cleaved-Caspase3蛋白表达水平明显升高，差异均有

统计学意义（P＜0.05），并呈浓度相关性。见图3和表4。

表1 各组胃癌SGC7901细胞增殖抑制率比较（
-x± s，n=6）

Table 1 Comparison of proliferation inhibition rate of gastric cancer SGC7901 cells in different groups（-x± s，n=6）

组别

对照
甘草次酸

浓度/（μmol·L−1）

－
12.5
25.0
50.0

细胞增殖抑制率/%
24 h
－

6.52±2.13
12.63±2.98
30.15±3.49

48 h
－

14.56±2.85
24.28±3.42
46.23±2.68

72 h
－

21.52±2.65
36.35±2.12
54.26±3.54

 

 

 

 

 

 

 

 

2 400 

1 800 

1 200 

600 

0 

1 600 

1 200 

800 

400 

0 

500 

400 

300 

200 

100 

0 

2 400 

1 800 

1 200 

600 

0 

0    50  100  150  200 0    50  100  150  200 0    50  100  150  200 0    50  100  150  200 

Channels (FL2-A) Channels (FL2-A) Channels (FL2-A) Channels (FL2-A) 

N
u

m
b

er
 

N
u

m
b

er
 

N
u

m
b

er
 

N
u

m
b

er
 

对照                   甘草次酸 12.5 μmoL∙L−1                   甘草次酸 25.0 μmoL∙L−1             甘草次酸 50.0 μmoL∙L−1 

图1 各组胃癌SGC7901细胞周期分布情况

Fig. 1 Cell cycle distribution of gastric cancer SGC7901 cells in different groups

表2 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞周期的影响（
-x± s，n=6）

Table 2 Effect of Glycyrrhetinic Acid on cell cycle of gastric cancer SGC7901 cells（
-x± s，n=6）

组别
对照

甘草次酸

浓度/（μmol·L−1）
－

12.5
25.0
50.0

G0/G1期/%
59.58±4.91
50.09±3.89*

43.71±3.16*

22.92±4.02*

S期/%
24.47±5.06
23.73±3.81
22.18±3.42
20.89±4.78

G2/M期/%
15.95±3.06
26.18±3.62*

34.11±4.06*

56.19±5.63*

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group
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3.5 甘草次酸对胃癌 SGC7901 细胞 PI3K-Akt-

mTOR信号通路相关蛋白表达的影响

如图 4 和表 5 所示，与对照组比较，甘草次

酸低、中、高浓度组胃癌 SGC7901 细胞 p-PI3K、

p-AKT、p-mTOR蛋白表达水平明显降低，差异均有

统计学意义（P＜0.05），并呈浓度相关性。

4 讨论

胃癌是全球常见的恶性肿瘤，其中我国胃癌发

病、死亡数约占世界的 50%，疾病负担严重，是国家

癌症防治的重点［2］。目前该病多采用手术、放化疗

治疗，虽然具有一定的临床效果，但部分患者 5年生

存率不高，因此探究疾病的发病机制、寻找更为有

效且副作用小的治疗药物，对患者的预后极为重

要。大量研究表明，甘草次酸可抑制肺癌、乳腺癌、

肝癌等多种肿瘤细胞的增殖、诱导肿瘤细胞凋亡、

阻滞细胞周期、抑制肿瘤细胞的侵袭、转移及诱导

分化等［8］。本研究采用甘草次酸处理体外培养的胃

癌 SGC7901 细胞，观察到甘草次酸可通过 PI3K-

Akt-mTOR 通路影响胃癌 SGC7901 细胞的增殖、

凋亡。

细胞凋亡是机体正常状态下自主调控的过程，

可清除衰老、病变细胞，对于维持机体的正常发育
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图2 各组胃癌SGC7901细胞凋亡率情况

Fig. 2 Apoptosis rate of gastric cancer SGC7901 cells in different groups
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图4 各组胃癌SGC7901细胞PI3K-Akt-mTOR信号通路

相关蛋白表达情况

Fig.4 Expression of PI3K-AKT-mTOR signaling pathway-

related proteins in SGC7901 cells in different groups

表4 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞凋亡相关蛋白表达的影响（
-x± s，n=6）

Tab.4 Effect of Glycyrrhetinic Acid on expression of apoptosis-related proteins of gastric cancer SGC7901 cells（
-x± s，n=6）

组别
对照

甘草次酸

浓度/（μmol·L−1）
－

12.5
25.0
50.0

Bcl-2/GAPDH
0.87±0.16
0.52±0.08*

0.39±0.05*

0.26±0.04*

Bax/GAPDH
0.10±0.03
0.23±0.05*

0.52±0.08*

0.63±0.10*

cleaved-Caspase3/GAPDH
0.12±0.03
0.28±0.07*

0.42±0.10*

0.79±0.12*

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group
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图3 各组胃癌SGC7901细胞凋亡相关蛋白表达情况

Fig.3 Expression of apoptosis-related proteins in gastric

cancer SGC7901 cells in different groups

cleaved-
Caspase 3

表3 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞凋亡的影响（
-x±s，n=6）

Table 3 Effect of Glycyrrhetinic Acid on cell apoptosis of

gastric cancer SGC7901 cells（-x± s，n=6）

组别

对照

甘草次酸

浓度/（μmol·L−1）

－

12.5

25.0

50.0

细胞凋亡率/%
9.54±1.48

14.40±1.08*

15.39±1.92*

53.71±3.58*

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group
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和自身稳定性具有重要作用［9］。当细胞受到外部或

者内部刺激时，细胞失去对其生长的正常调控，导

致细胞凋亡程序发生紊乱，从而诱导细胞增殖抑制

及异常凋亡［10］。研究报道，甘草次酸对人前列腺癌

PC3 细胞具有一定的增殖抑制作用及促凋亡作

用［11］。另有研究报道，甘草次酸对人肝癌HepG2细

胞、胃癌 SGC7901 细胞的增殖均具有明显抑制作

用［4-5］。本研究发现，甘草次酸可显著抑制胃癌

SGC7901细胞的增殖，且对细胞的抑制作用呈时间

相关性和浓度相关性。研究报道，G2/M期细胞比例

增多与细胞凋亡具有密切关系，而且细胞凋亡不受

机体正常控制，是导致癌细胞无限增殖的主要原

因［12］。进一步采用流式细胞仪检测胃癌 SGC7901

细胞周期及凋亡率，结果显示，甘草次酸低、中、高

浓度组胃癌 SGC7901细胞G0/G1期细胞比例显著低

于对照组、G2/M 期比例及凋亡率均显著高于对照

组，并呈浓度相关性，提示甘草次酸可能通过诱导

胃癌 SGC7901细胞停滞在G2/M期，抑制细胞分裂，

促进其凋亡，并且其可能通过诱导细胞凋亡的方式

从而抑制细胞增殖。但关于甘草次酸诱导胃癌

SGC7901细胞凋亡的具体机制还有待进一步研究。

研究报道，细胞凋亡过程是细胞内一系列基因

的激活、表达及调控过程，其中凋亡诱导因子和凋

亡抑制因子在凋亡程序中发挥重要作用［13］。Bcl-2

家族是与细胞凋亡密切相关的一类蛋白，包括

Bcl-2、Bcl-XL 等凋亡抑制因子和 Bax 等促凋亡因

子。正常情况下，Bcl-2、Bcl-XL防止细胞色素C释

放以及与Bax结合形成二聚体拮抗Bax蛋白的促凋

亡作用，抑制细胞调亡；当细胞受到凋亡刺激时，

Bax蛋白表达增加，促使线粒体膜通透性增加，使细

胞色素C释放出来，激活 caspase级联反应进而诱发

细胞凋亡［14-15］。 Caspase 家族是包括 Caspase-3、

Caspase-9等多种促使细胞凋亡的蛋白酶，在细胞凋

亡机制网络中处于核心地位，其中Caspase-3是最为

关键的细胞凋亡执行者，广泛参与肿瘤等疾病的发

生发展过程中，而 cleaved Caspase-3作为 Caspase-3

活化过程中经剪切产生的活性片段，其表达水平可

有效反映细胞凋亡情况［16］。本研究发现，与对照组

比较，甘草次酸低、中、高浓度组胃癌SGC7901细胞

Bcl-2蛋白表达水平显著降低，Bax、cleaved Caspase-

3蛋白表达水平显著升高，并呈浓度相关性，提示甘

草次酸可能通过下调抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达、上调

促凋亡蛋白 Bax、cleaved Caspase-3表达，促进胃癌

SGC7901细胞发生凋亡。

PI3K-Akt-mTOR 信号通路是细胞内重要的信

号转导途径，参与调控细胞增殖、分化、凋亡等多种

生物学功能，并且其失调与癌症的发生发展密切相

关［17］。为了进一步探讨甘草次酸治疗胃癌的作用

机制，本研究观察了PI3K-Akt-mTOR信号通路在其

中的作用。机体正常状态下，Akt以无活性的形式

存在；当受到信号刺激后，PI3K被募集到细胞膜，催

化磷脂酰肌醇-4，5-二磷酸（phosphatidylinositol-4，

5-bisphosphate，PIP2）转化为磷脂酰肌醇-3，4，5-三磷

酸（phosphatidylinositol-3，4，5-bisphosphate，PIP3），

PIP3促进Akt蛋白磷酸化而活化，活化的AKT通过

抑制结节性硬化（tuberous sclerosis complex，TSC）-

1 和 TSC-2 形成二聚体，激活下游 mTOR，活化的

Akt、mTOR通过多种途径使癌细胞免于死亡，促进

癌细胞生存，抑制凋亡发生［6-7］。研究报道，PI3K-

Akt-mTOR通路可促进前列腺癌细胞侵袭、转移，并

抑 制 癌 细 胞 凋 亡［18］ 。 化 疗 药 物 伊 立 替

康（Irinotecan，CPT-11）可通过抑制 PI3K/Akt通路诱

导胃癌细胞SGC7901凋亡，抑制其增殖［19］。通过靶

向治疗可抑制甲状腺癌中 PI3K-Akt-mTOR 通路激

活及癌细胞增殖［20］。本研究结果显示，与对照组比

较，甘草次酸低、中、高浓度组胃癌SGC7901细胞 p-

PI3K、p-Akt、p-mTOR蛋白表达水平均显著降低，并

呈浓度相关性，提示甘草次酸可能通过抑制 PI3K、

表5 甘草次酸对胃癌SGC7901细胞PI3K-Akt-mTOR信号通路相关蛋白表达的影响（
-x± s，n=6）

Table 5 Effect of Glycyrrhetinic Acid on expression of PI3K-Akt-mTOR signaling pathway-related proteins of gastric

cancer SGC7901 cells（
-x± s，n=6）

组别

对照

甘草次酸

浓度/（μmol·L−1）

－

12.5

25.0

50.0

p-PI3K/PI3K

0.90±0.18

0.59±0.12*

0.41±0.10*

0.30±0.07*

p-AKT/AKT

0.82±0.13

0.52±0.08*

0.41±0.07*

0.29±0.05*

p-mTOR/mTOR

0.84±0.16

0.56±0.12*

0.43±0.08*

0.33±0.06*

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group
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Akt、mTOR蛋白磷酸化表达，抑制 PI3K-Akt-mTOR

信号通路激活，从而诱导胃癌 SGC7901细胞凋亡，

抑制细胞增殖。另有研究表明，Akt未活化时，Bcl-2

家族成员BAD可与Bcl-2形成复合体发挥促凋亡作

用，而活化的 Akt催化 BAD发生磷酸化，阻断其与

Bcl-2形成二聚体，进而抑制其发挥促凋亡作用［21］。

此外，Akt 还能通过抑制 Caspase-3 酶活性，阻止凋

亡级联反应激活。本研究中，甘草次酸低、中、高浓

度组胃癌 SGC7901细胞Bcl-2、p-Akt蛋白表达水平

均显著低于对照组，cleaved Caspase-3 蛋白表达水

平显著高于对照组，表明甘草次酸可能通过抑制

Akt活化，促进凋亡因子发挥促凋亡作用。

甘草次酸可能通过抑制 PI3K、Akt、mTOR蛋白

磷酸化表达阻断PI3K-Akt-mTOR信号通路转导，从

而抑制胃癌 SGC7901细胞增殖，诱导其凋亡，发挥

抗肿瘤作用。但本研究局限于观察时间点较少以

及未在研究中设计通路抑制进行验证，甘草次酸抑

制胃癌 SGC7901细胞增殖并诱导其凋亡的具体作

用机制还需进一步研究。
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