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姜黄素与甘草次酸联用对肝癌 eepdJO细胞增殖的抑制作用=

常明向，吴梅梅，李瀚旻G=
湖北中医药大学附属医院，湖北=武汉= = QPMMSN=

摘  要：目的= =研究姜黄素与甘草次酸单独、联合用药对肝癌细胞 eeédJO增殖的抑制作用，探讨姜黄与甘草配伍的合理性

和科学性。方法= =不同浓度姜黄素（NMKMM、RKMM、OKRM、NKOR=μgLmi）、甘草次酸（OMKM、NMKM、RKM、OKR=μgLmi）及两者对应

浓度联合应用处理肝癌 eeédJO细胞不同时间后（U、NS、OQ=h），采用 CChJU法检测细胞增殖抑制率；姜黄素 R=μgLmi、甘

草次酸 NM=μgLmi及两者联合应用处理 eeédJO细胞 OQ=h后，用流式细胞仪检测细胞凋亡及细胞周期变化情况。结果= =姜黄

素、甘草次酸及联合用药对 eeédJO细胞增殖均具有抑制作用，呈剂量相关性和时间相关性，且两药联合呈现相加或增强的

作用；姜黄素、甘草次酸均能诱导 eeédJO细胞凋亡，联合用药后诱导凋亡作用更强；姜黄素、甘草次酸及联合用药对 eeédJO
细胞均具有 dO期阻滞作用。结论 =联合用药具有比单用姜黄素或甘草次酸更强的抑制 eeédJO细胞增殖、诱导细胞凋亡作

用，姜黄与甘草配伍具有合理性和科学性。=
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AbstractW=lbjective= = qo= síudó= íhe= inhibiíoró= effecí= of=Curcumin= combined=wiíh=dlócórrheíinic= ~cid= on= érolifer~íion=of=eeédJO=
cellI=~nd=érobe=íhe=re~son~biliíó=~nd=scieníificiíó=of=curcum~=combined=wiíh=glócórrhiz~K=jethods= = qhe=CChJU=meíhod=w~s=used=ío=
íesí=íhe=érolifer~íion=inhibiíion=r~íe=of=eeédJ2 cells after treated with Curcumin (10.00, 5.00, 2.50, and 1.25 μg/mL), Glycyrrhetinic 
~cid=EOMKMI=NMKMI=RKMI=~nd=OKR=μgLmiF=~nd=Curcumin=combined=wiíh=dlócórrheíinic=~cid=in=correséonding=concenír~íion=for=differení=
íime= EUI= NSI= or= OQ=hFK=clow=cóíomeíró=w~s=used= ío=deíecí= íhe= cell= ~éoéíosis= ~nd= íhe= cell= cócle=of=eeédJO= cells= ~fíer= íre~íed=wiíh=
Curcumin (5 μg/mL), Glycyrrhetinic acid (NM= μgLmiF= ~nd= Curcumin= combined= wiíh= dlócórrheíinic= ~cid= in= correséonding=
concenír~íion= for= OQ= hK= oesults= = CurcuminI= dlócórrheíinic= ~cid= ~nd= drug= combin~íion= obviousló= inhibiíed= íhe= érolifer~íion= of=
eeédJO= cells= in= ~= íimeJ= ~nd= concenír~íionJdeéendení= m~nnerI= íhe= effecís= of= combin~íion= groué= w~s= more= síronger= ~nd= showed=
~ddiíive=effecí=or=sónergisíic=effecíK=qhe=~éoéíosis=r~íe=of=eeédJO=cells=w~s=signific~níló=incre~sed=~fíer=íre~íed=wiíh=íhree=groués=of=
drugI= combin~íion=groué= showed=~ddiíive= effecíX=CurcuminI=dlócórrheíinic= ~cid= ~nd= íhe=drug= combin~íion= showed= signific~ní=dO=
~rresíK=Conclusion= = Curcumin=combined=wiíh=dlócórrheíinic=~cid=h~s=éosiíive=effecí=on=inh~biíing=íhe=érolifer~íion=~nd=éromoíing=
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hey=wordsW=CurcuminI=dlócórrheíinic=~cidIdrug=combin~íionI=~níiJíumor=~cíiviíóX=~éoéíosisX=cell=cócle=
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肝癌是世界上最常见的第五大恶性肿瘤，第三

大常见的癌症致死原因，在我国已上升为恶性肿瘤

的第 O位，每年 NP万人死于肝癌，占全球肝癌死亡

总数的 QOBxNz。由于大部分病例发现时已是晚期，

失去手术时机，目前采用放化疗法治疗的疗效欠佳，

且毒副反应较大，中医药一直是肝癌综合防治的重
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要研究方向，近些年进展较快。地五养肝胶囊（鄂

药制字 wOMNNPNSM）是基于“补肾生髓成肝”肝癌

三级预防方案的主要中药制剂xOz，前期研究表明，

地五养肝胶囊对神经J内分泌J免疫J肝再生调控网络

具有多组分、多途径、多环节和多靶点的整合调节

作用，其疗效机制涉及下丘脑J垂体J肝轴、神经J内
分泌J免疫网络、骨髓干细胞转化为肝脏细胞、肝内

微环境等多个途径与环节，可能通过影响与肝再生

微环境、肝癌发生发展密切相关的 tní、jAmh、
qdcJβ、g~kJpqAqA、qoll样受体等多个的信号通路

基因表达发挥作用xPJSz。姜黄素及甘草次酸是地五养

肝胶囊的主要有效成分，本研究采用细胞药理学实

验方法观察姜黄素与甘草次酸联用抑制肝癌细胞

eeédJO的增殖、诱导其凋亡的作用，探讨姜黄与甘

草配伍的合理性和科学性。=
N= =材料=
NKN= =药品及试剂=

姜黄素（杭州天草科技有限公司，批号

OMNPMSOR，质量分数＞VUB）；甘草次酸（湖北远大

药业，批号 OMNPMONT，质量分数＞VUB）；NSQM 培
养基、青霉素－链霉素双抗（北京海克隆生物化学

制品有限公司）；四季青无支原体胎牛血清（浙江天

杭生物科技股份有限公司）；胰酶（美国 dibco公司，

批号 OROMMJMRS）；CChJU试剂盒（日本同仁化学研

究所，批号 ChMQ）；Annexin=sJcfqCLmf双染细胞凋

亡检测试剂盒（上海贝博生物科技有限公司，批号

__JQNMNJN）；细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒（碧

云天生物技术公司，批号 CNMRO）。=
NKO= =主要仪器=

ecVM 细胞培养箱（力康生物医疗科技控股有

限公司）；RQOQ 离心机（艾本德中国有限公司）；

Cóíoflex 流式细胞仪（中国贝克曼库尔特商贸有限

公司）；cRM酶标仪（上海帝肯贸易有限公司）。=
NKP= =细胞株=

人肝癌细胞株 eeédJO，购自于武汉大学典藏中

心，冻存保种。=
O= =方法=
OKN= = CChJU检测细胞增殖抑制=

取对数期生长的 eeédJO 细胞，胰酶消化后调

整为 R×NMQLmi，VS孔板每孔加入 NMM=μi细胞悬液

（R=MMM个细胞，含血清），培养过夜。用 NSQM培养

基（不含血清）将药物倍比稀释至一系列浓度：姜

黄素为 NMKMM、RKMM、OKRM、NKOR= μgLmi；甘草次酸

为 OMKM、NMKM、RKM、OKR= μgLmi；姜黄素H甘草次酸

为（ NMKMMHOMKM）、（ RKMMHNMKM）、（ OKRMHRKM）、
（NKORHOKR）= μgLmi，对照组为不加药处理的正常细

胞。吸弃 VS孔板中的细胞培养基，迅速加入 NMM=μi
含有药物的培养基；每个药物浓度设置 R个复孔。

加药处理 U、NS、OQ= h后，吸弃培养基；加入含有

NMB=CChJU的 NSQM培养基，PT=℃孵育 PM=min后，

检测 QRM=nm吸光度（A）值，计算肿瘤细胞的增殖

抑制率。=
增殖抑制率＝N－A 实验LA 对照=

采用金氏公式计算药物联用效果xTz：q＝b~HbL
（b~＋bb－b~×bb）（q：增效指数；b~Hb：实测合并

效应；b~、bb 分别为 A、_ 单用之效应），MKUR＜= = = = = =
q＜NKNR为相加（＋）；NKNR＜q＜OM为增强（＋＋）；

MKRR＜q＜MKUR为拮抗。=
OKO= = Annexin=sLmf双染法检测细胞凋亡=

取对数期生长的 eeédJO细胞，胰酶消化后调整

为 R×NMRLmi，S孔板每孔加入 O=mi细胞悬液（N×
NMS 个细胞，含血清），培养过夜；用 NSQM 培养

基（不含血清）将药物稀释至一定的浓度：姜黄

素 R=μgLmi；甘草次酸 NM=μgLmi，姜黄素H甘草次

酸为（RHNM）μgLmi，对照组为不加药处理的正常

细胞。吸弃培养基，加入新鲜配制的含有相应药物

的培养基；培养 OQ=h后，吸取各组细胞的培养上清

至 NKR=mi离心管中，P=MMM=rLmin离心 R=min收集上

清中的细胞；各孔吸弃上清后，加入 MKR=mi胰酶，

消化为单细胞后加入 MKR=mi完全培养基终止消化；

吹打分散细胞后，转移细胞悬液至含上清细胞的 NKR=
mi离心管中，P=MMM=rLmin离心 R=min收集细胞。吸

弃上清液，加入 N=mi预冷的磷酸缓冲液（m_p）重

悬细胞，P= MMM= rLmin离心 R= min，去上清；重复 N
次；用 QMM=μi=Annexin=s结合液悬浮细胞，加入 R=μi=
Annexin= sJcfqC 染色液，混匀后 Q=℃避光孵育 NR=
min；加入 NM=μi=mf染色液，混匀后 Q=℃避光孵育

R=min；流式细胞仪检测细胞凋亡情况。=
OKP= =流式细胞仪测定细胞周期=

细胞培养、种板、分组给药、收集、m_p清洗

操作均同“OKO”项。m_p 清洗 O 次后，离心得到

细胞沉淀，加入 ORM=μi预冷的 m_p重悬，然后缓

慢加入 TRM= μi 预冷的无水乙醇，Q=℃固定 O= h；= = = =
P=MMM=rLmin离心 R=min，去上清液，然后加入 N=mi
预冷的 m_p重悬细胞，之后 P=MMM=rLmin离心 R=min
收集细胞；吸弃 m_p，加入 RMM= μi碘化丙啶染色
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液，PT=℃避光孵育 PM=min；流式细胞仪检测细胞

周期。=
OKQ= =统计学处理=

采用 pmpp= NTKM软件进行统计分析，实验数据

以 –x s表示，组间比较采用单因素方差分析。=
P= =结果=
PKN= = CChJU检测细胞增殖抑制结果=

姜黄素、甘草次酸及其联合应用相应浓度组对

eeédJO细胞的增殖抑制作用结果如表 N、O所示。

随姜黄素、甘草次酸及联合用药浓度的增加，细胞

增殖抑制作用增强，呈剂量相关性；随时间的延长，

姜黄素、甘草次酸及其联合用药相应浓度组对

eeédJO细胞的增殖抑制作用增强，呈时间相关性。

由 q值结果可知，联合用药组较相应浓度的姜黄素

或甘草次酸组对 eeédJO 细胞的增殖抑制作用均呈

现相加或增强作用。

表 N= =姜黄素、甘草次酸及姜黄素H甘草次酸不同培养时间对 eepdJO细胞增殖抑制率( x±sI=n=Z=R) 
qable= N= = drowth= inhibition= rate= of=CurcuminI=dlycyrrhetinic= acid= and=Curcumin= combining=with=dlycyrrhetinic= acid= on=
hepatoma=eepdJO=cell=in=different=culture=time=E x±sI=n=Z=RF=

组别= 剂量LEμg·mL−NF=
增殖抑制率LB=

U=h= NS=h= OQ=h=
姜黄素= NMKMM= OVKOU±NKQS= QRKVS±OKSS= RMKSM±PKRV=

=
RKMM= SKPV±MKPO= NOKPV±NKRT= OPKTV±OKNQ=

=
OKRM= PKMO±MKPV= RKTQ±MKVT= UKTS±MKUO=

=
NKOR= NKPU±MKON= OKOU±MKQV= RKSM±MKSU=

甘草次酸= OMKM= OTKOT±OKQO= TUKSN±PKUN= UPKMV±RKNO=

=
NMKM= NRKNS±NKUT= QMKTN±OKSR= RQKUV±PKQT=

=
RKM= SKTU±MKUP= ORKNU±PKQM= OTKVO±OKRV=

=
OKR= QKMM±MKVN= NTKVO±NKVM= ONKSR±OKQM=

姜黄素H甘草次酸= NMKMMHOMKM= QRKOT±NKTUG@= UOKMU±RKSG= = UTKMO±OKTPG=

=
RKMMHNMKM= OQKMP±NKOQG@= SPKPM±QKQOG@= TOKOU±QKRMG@=

=
OKRMHRKM= NSKOP±NKNRG@= QPKNS±QKRMG@= PTKTP±PKNNG@=

=
NKORHOKR= TKQT±NKMPG@= OPKNM±MKSSG@= OPKQR±OKTUG=

与姜黄素同剂量组比较：Gm＜MKMN；与甘草次酸同剂量组比较：@m＜MKMN=
Gm=Y=MKMN=vs=Curcumin=~í=s~me=dose=grouéX=@m=Y=MKMN=vs=dlócórrheíinic=~cid=~í=s~me=dose=groué=

表 O= =姜黄素H甘草次酸不同培养时间的 q值=
qable=O= = q=value=of=Curcumin=combining=with=dlycyrrhetinic=acid=in=different=culture=time=

组别= 剂量/(μg·mL−NF=
q值=

U=h= NS=h= OQ=h=

姜黄素H甘草次酸= NMKMMHOMKM= MKVP（H）= MKVP（H）= MKVR（H）=
= RKMMHNMKM= NKNM（H）= NKPN（HH）= NKNM（H）=

= OKRMHRKM= NKSV（HH）= NKQS（HH）= NKNM（H）=
= NKORHOKR= NKQN（HH）= NKNT（HH）= MKVM（H）==
PKO= =细胞凋亡作用结果=

姜黄素、甘草次酸、姜黄素与甘草次酸联合用

药对 eeédJO细胞的凋亡作用见图 N、表 P。图 N中，

左下角 nNJii 象限表示正常细胞，右下角 nNJio
象限表示早期凋亡细胞，右上角 nNJro象限表示晚

期凋亡细胞，左上角 nNJri表示死亡细胞。姜黄素、

甘草次酸、姜黄素H甘草次酸组与对照组比较，早

期、晚期及总凋亡率均明显增强（m＜MKMN）。姜黄

素与甘草次酸联合用药组较单药组早期、晚期及总

凋亡率均明显增强（m＜MKMN）。=
PKP= =药物对 eepdJO细胞周期的影响=

细胞周期包括间期和分裂期（j期）两个阶段。

间期又分为 akA合成前期（dN期）、akA合成期

（p期）、akA合成后期（dO期）。姜黄素、甘草次

酸、姜黄素与甘草次酸联合用药作用 eeédJO 细胞

OQ=h后，对 eeédJO细胞周期的作用见图 O、表 Q。
与对照组比较，姜黄素、甘草次酸、姜黄素H甘草

次酸组对 eeédJO细胞 dN期占比明显下降（m＜=
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对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =姜黄素 R=μg·mL−N= = = = = = = = = = = = =甘草次酸 NM=μg·mL−N= = = = = =姜黄素 R=μg·mL−NH甘草次酸 NM=μg·mL−N=

图 N= =姜黄素、甘草次酸、姜黄素与甘草次酸联合用药对 eepdJO细胞凋亡的作用=
cigK= N= = Cell= apoptosis= of=CurcuminI=dlycyrrhetinic= acid= and=Curcumin= combining=with=dlycyrrhetinic= acid= on= hepatoma=
eepdJO=cell=

表 P= =姜黄素、甘草次酸及姜黄素H甘草次酸组对 eepdJO细胞凋亡作用( x±sI=n=Z=P)=
qable=P= = Cell=apoptosis=of=CurcuminI=dlycyrrhetinic=acidI=and=Curcumin=combining=with=dlycyrrhetinic=acid=on=hepatoma=
eepdJO=cell=E x±sI=n=Z=PF=

组别= 剂量L(μg·mL−NF= 早期凋亡率LB= 晚期凋亡率LB= 合计LB=

对照= —= PKUQ±MKNR= RKON±MKPM= VKNN±MKOR=

姜黄素= R= VKSR±MKRNG= NUKVU±MKVSG= OVKPS±MKUNG=

甘草次酸= NM= TKPV±MKOTG= RRKNS±OKQOG= SNKTU±OKNRG=

姜黄素H甘草次酸= RHNM= NPKQV±MKUPG@= STKUO±PKNPG@= UOKMR±PKRQG@=

与对照组比较：Gm＜MKMN；与姜黄素、甘草次酸组比较：@m＜MKMN=
Gm=Y=MKMN=vs=conírol=grouéX=@m=Y=MKMN=vs=Curcumin=groué=~nd=dlócórrheíinic=~cid=groué=

 

                
 

对照组= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =姜黄素组= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =甘草次酸组= = = = = = = = = = = = = = = = = = =姜黄素H甘草次酸组=

图 O= =姜黄素、甘草次酸、姜黄素与甘草次酸联合用药对 eepdJO细胞周期的影响=
cigK= O= = fnfluence= of= cell= cycle= of= CurcuminI= dlycyrrhetinic= acid= and= Curcumin= combining= with= dlycyrrhetinic= acid= on=
hepatoma=eepdJO=cell=

MKMN），dO 期占比明显升高（m＜MKMN）。与单药组

比较，联合用药组 dN期占比没有差异，dO期占比

明显升高（m＜MKMR）。说明姜黄素、甘草次酸、姜

黄素与甘草次酸联合用药均具有 dO 期阻滞作用，

此外，P组药物作用细胞后，dN期峰形也均出现了

明显的变化，变宽和钝。=
Q= =讨论=

姜黄、甘草均是常用药食同源中药，生物学效

应广泛，毒副反应较低，且均具有一定的抗肿瘤作

用，研究姜黄配伍甘草的合理性及科学性具有重要

的临床价值。=
姜黄素是姜黄的主要活性成分。姜黄素类化合

物具有良好的抗氧化、抗肿瘤、抗艾滋病毒、抗炎、

抗氧化、降血脂、抗动脉粥样硬化等多种生物活性
xUz，且毒性很低，被广泛应用于食品添加剂、食品

色素和医药领域中。姜黄素对多种肿瘤细胞的产生、=
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表 Q= =姜黄素、甘草次酸及姜黄素H甘草次酸组对 eepdJO细胞周期的作用( x±sI=n=Z=P)=
qable= Q= = bffect= on= cell= cycle= of= CurcuminI= dlycyrrhetinic= acid= and= Curcumin= combining= with= dlycyrrhetinic= acid= on=
hepatoma=eepdJO=cell=E x±sI=n=Z=PF=

组别= 剂量L(μg·mL−NF= dN期LB= dO期LB=

对照= —= UTKRN±QKNR= SKON±MKOV=

姜黄素= R= SQKPU±OKRNG= NRKVT±NKRSG=

甘草次酸= NM= SSKTT±OKVMG= NQKQP±NKTQG=

姜黄素H甘草次酸= RHNM= = SRKNO±OKUPG= NVKNO±NKVSG@=

与对照组比较：Gm＜MKMN；与姜黄素、甘草次酸组比较：@m＜MKMN=
Gm=Y=MKMN=vs=conírol=grouéX=@m=Y=MKMN=vs=Curcumin=groué=~nd=dlócórrheíinic=~cid=groué=

增殖、转移均具有抑制作用，如肝癌、结肠癌、乳

腺癌等。因大量试验证明姜黄素具有明确的抗肿瘤

活性，且抗癌谱较广，毒副作用小，美国国立肿瘤

所已将其列为第三代癌化学预防药xVz。=
甘草次酸是甘草的主要有效成分之一，是一种

齐墩果烷型五环三萜化合物。近年来研究发现，甘

草次酸对于肝癌、肺癌、宫颈癌、胃癌、结肠癌及

白血病等具有广泛的抑制作用，并且对于正常体细

胞的毒性较小xNMz。研究还发现其具有较高的肝组织

分布特征和肝细胞靶向性，使其不仅可作为药物载

体，也可与药物产生协同作用。=
姜黄与甘草配伍的合理性及科学性一直缺乏深

入地研究，本研究采用细胞药理学方法，运用姜黄

的主要有效成分（姜黄素）与甘草的主要有效成分

（甘草次酸）对比观察二者合用增强抑制肝癌细胞

eeédJO的增殖和诱导其凋亡的作用。=
细胞培养初期采用含血清培养基，加药培养时

用不含血清的培养基，因为在进行实验时发现甘草

次酸采用含血清培养基稀释后没有观察到细胞增殖

抑制作用，分析其原因可能是甘草次酸与血清蛋白

结合而不能发挥细胞增殖抑制作用。研究表明甘草

次酸的人血浆蛋白结合率为 VUKQB，其结合率不受

药物浓度的影响，因血浆蛋白浓度变化而改变xNNz。

因而，在用甘草次酸进行细胞实验时，宜采用不含

血清的培养基。=
周京辉等xNOz采用 jqq 法，研究姜黄素、甘草

次酸以及姜黄素和甘草次酸联合用药分别与人肝癌

细胞株 eeédJO、人乳腺癌细胞株 jCcJT、人肺癌

细胞株 ARQV细胞作用 OQ= h，结果表明姜黄素和甘

草次酸联合用药在 P种癌细胞的增殖抑制方面表现

出协同作用。在本研究条件下，姜黄素、甘草次酸

及联合用药对 eeédJO 细胞增殖抑制作用呈剂量相

关性和时间相关性，剂量越大，抑制作用越强；相

同浓度，药物作用时间越长，抑制作用越强。姜黄

素联合甘草次酸对 eeédJO 细胞的增殖抑制作用呈

现相加或增强的作用，说明姜黄素与甘草次酸联合

应用可增强抗肝癌 eeédJO细胞的作用。=
恶性肿瘤细胞具有快速、无限增殖能力，抑制

肿瘤细胞的增殖、促进凋亡已成为目前抗肿瘤治疗

的热点之一。细胞凋亡是在基因调控下细胞的自我

消亡过程。研究xNPz表明，肿瘤的发生不仅与细胞增

殖有关，而且与细胞的抗凋亡密切相关。对 eeédJO
细胞的凋亡诱导作用表明，姜黄素、甘草次酸、姜

黄素H甘草次酸组与对照组比较，早期、晚期及总凋

亡率均明显增强，且联合用药组较单药组早期、晚

期及总凋亡率也均明显增强。对 eeédJO 细胞周期

的影响表明，姜黄素、甘草次酸、姜黄素与甘草次

酸联合用药组均具有 dO期阻滞作用。文献xNQJNRz也报

道了姜黄素对 eeédJO细胞 dO期阻滞作用，但甘草

次酸对 eeédJO细胞 dO期阻滞作用尚未见报道。=
临床化疗药物使用表明，单一抗肿瘤药物应用

往往达不到好的效果，为此临床常采用多药联合治

疗。合理的多药联用往往可以达到增强疗效，减轻

毒副作用的。本实验研究结果显示，姜黄素与甘草

次酸均为中药活性成分，毒副作用小，均具有良好

的抗 eeédJO 肿瘤细胞株的作用，而且，两者联合

用药增强了对人肝癌 eeédJO 细胞的增殖抑制和诱

导凋亡的作用，这一研究结果为两者临床联合应用

提供了依据，同时也间接验证了姜黄与甘草配伍的

合理性及科学性。 
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