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异甘草素联合阿霉素调控上皮-间质转化抑制三阴性乳腺癌侵袭转移的
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摘  要：目的  探究异甘草素联合阿霉素对三阴性乳腺癌细胞 MDA-MB-231 侵袭和转移的作用机制。方法  MTT 实验检

测异甘草素（10、20、30、40 μmol·L−1）联合阿霉素（0.5、1.0、2.0 μmol·L−1）对细胞活力的影响；通过流式细胞术、划

痕及 Transwell 侵袭实验分别分析异甘草素（20 μmol·L−1）、阿霉素（1.0 μmol·L−1）、异甘草素（20 μmol·L−1）联合阿霉

素（1.0 μmol·L−1）对细胞周期及侵袭能力的影响；Western blotting 检测细胞周期关键蛋白表达；应用转录组学筛选异甘草

素联合阿霉素作用于 TNBC 细胞的信号通路，并通过分子对接及 Western blotting 对筛选结果进行验证。结果  与对照组相

比，异甘草素和阿霉素呈时间和浓度相关性抑制 MDA-MB-231 细胞的增殖（P＜0.05、0.01），所选浓度组合均表现出协同

作用，其对应的联合指数（CI）值均小于 1；当阿霉素浓度为 1 μmol·L−1、异甘草素浓度为 20 μmol·L−1 时，CI 值达到最低

（0.62），协同效应最强。流式细胞术显示异甘草素＋阿霉素处理可将细胞阻滞于 S 期，且对 P53 蛋白的上调及 CCND1 蛋

白的下调作用显著（P＜0.05、0.01），效果优于单药组。划痕及 Transwell 实验表明，联合用药组抑制细胞迁移及侵袭的抑

制作用较单药组更为明显（P＜0.01）。Western blotting 显示，与对照组比较，联合用药组 Vimentin、β-catenin 表达减少，E-

cadherin 表达升高（P＜0.05、0.01），效果优于单药组。转录组分析发现 PI3K-Akt 通路调节上皮-间质转化可能参与联合用

药组对 MDA-MB-231 细胞的调节作用；分子对接实验验证，异甘草素＋阿霉素组与 PI3K、Akt 靶蛋白的结合能均显著低于

单独用药组；Western blotting 结果表明，与对照组比较，异甘草素、阿霉素单独或联合处理 MDA-MB-231 细胞后可抑制 p-

PI3K、p-Akt 的表达，联合用药组和异甘草素组差异显著（P＜0.05、0.01），联合给药组作用最明显。结论  异甘草素能通

过抑制 PI3K-Akt 信号通路，调控 EMT 相关蛋白，从而增效阿霉素抑制 MDA-MB-231 细胞增殖与迁移的作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism by which isoliquiritigenin combined with doxorubicin affects invasion and 

metastasis of triple-negative breast cancer (TNBC) MDA-MB-231 cells. Methods  The effect of isoliquiritigenin (10, 20, 30, and 
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40 μmol·L−1) combined with doxorubicin (0.5, 1.0, and 2.0 μmol·L−1) on cell viability was assessed using the MTT assay. Flow cytometry, 

scratch, and Transwell invasion assays were used to analyze the effects of isoliquiritigenin (20 μmol·L−1), doxorubicin (1.0 μmol·L−1), and 

their combination (20 μmol·L−1 isoliquiritigenin + 1.0 μmol·L−1 doxorubicin) on cell cycle progression and invasive capacity. Western 

blotting was performed to detect expression of key cell cycle proteins. Transcriptomics was applied to screen signaling pathways 

involved in the action of isoliquiritigenin plus doxorubicin on TNBC cells, and molecular docking and Western blotting were used to 

validate the results. Results  Compared with the control group, both isoliquiritigenin and doxorubicin inhibited proliferation of MDA-

MB-231 cells in a time- and concentration-dependent manner (P < 0.05, 0.01). All selected concentration combinations showed 

synergistic effects, with corresponding combination index (CI) values all less than 1. The lowest CI value (0.62), indicating the strongest 

synergistic effect, was observed at 1 μmol·L⁻¹ doxorubicin and 20 μmol·L⁻¹ isoliquiritigenin. Flow cytometry revealed that treatment 

with isoliquiritigenin plus doxorubicin arrested cells in the S phase and significantly upregulated P53 protein while downregulating 

CCND1 protein (P < 0.05, 0.01), with effects superior to those of single-agent treatments. Scratch and Transwell assays demonstrated 

that the combination therapy more effectively suppressed cell migration and invasion compared to monotherapy (P < 0.01). Western 

blotting showed that, compared with the control group, the combination group exhibited reduced expression of Vimentin, β-catenin 

and increased expression of E-cadherin (P < 0.05, 0.01), with better outcomes than either single agent. Transcriptomic analysis 

suggested that the PI3K-Akt pathway regulating epithelial-mesenchymal transition (EMT) may be involved in the regulatory effects of 

the combination on MDA-MB-231 cells. Molecular docking confirmed that the binding energies of isoliquiritigenin and doxorubicin 

to PI3K and Akt target proteins were significantly lower in the combination group than in the single-agent groups. Western blotting 

results indicated that, compared with the control group, isoliquiritigenin, doxorubicin, or their combination significantly suppressed p-

PI3K and p-Akt expression, with the most pronounced differences observed between the combination group and the control group 

(P < 0.05, 0.01), showing the strongest effect in the combination group. Conclusion  Isoliquiritigenin enhances the anti-proliferative 

and anti-migratory effects of doxorubicin on MDA-MB-231 cells by inhibiting the PI3K-Akt signaling pathway and modulating EMT-

related proteins. 

Key words: isoliquiritigenin; doxorubicin; triple negative breast cancer (TNBC); invasion; metastasis; epithelial-mesenchymal 

transition 
 

三阴性乳腺癌（TNBC）占所有乳腺癌病例类

型的 15%～20%，与其他亚型相比，具有分化差，

侵袭和转移率高等特点，总体生存率明显低于非

TNBC 乳腺肿瘤患者[1]。TNBC 患者发生转移后，

术后中位无进展生存期不足 2 年，3 年生存率仅

16.7%[2]。以阿霉素为基础的化疗方案，仍是 2025

年中国临床肿瘤学会（（CSCO）指南推荐的 TNBC 标

准治疗手段[3]。阿霉素为蒽环类抗肿瘤药物，主要

通过抑制 DNA 复制和 RNA 转录抑制肿瘤生长，而

其心脏毒性以及耐药限制了临床应用。因此，需要

开展更多研究，探索与阿霉素协同作用的药物，以

期克服耐药性并增强疗效。 

上皮-间质转化（（EMT）是一种细胞表型转换过

程，以上皮标志物如 E-钙黏蛋白（E-cadherin）下

调，N-钙黏蛋白（（N-cadherin）、波形蛋白（（Vimentin）

等上调，及 Snail、Slug 等转录激活为特征[4]，肿瘤

细胞发生 EMT 后，细胞间黏附降低、运动与侵袭

能力增强，直接促进肿瘤侵袭、扩散及远处转移[5]。

因此，逆转这种 EMT 状态可以降低肿瘤的侵袭和

转移能力，从而改善治疗效果。 

近年来，天然活性化合物与化疗药物的联合策

略因能协同增效，成为TNBC治疗研究的热点方向，

其中异甘草素是从甘草中分离得到的黄酮类化合

物，具有抗氧化[6-7]、免疫调节[8]、抗肿瘤[9-10]等多

种生物学功能。异甘草素单用或联用阿霉素均可增

强如口腔癌[11]、白血病[12]、乳腺癌[13]等化疗效果。

此外，异甘草素还能显著降低化疗药物的不良反

应，如降低阿霉素心脏毒性[14-16]、肝脏毒性[17]。本

研究评估了异甘草素联合阿霉素对 TNBC 增殖、凋

亡及侵袭能力的影响，并进一步通过检测 EMT 进

程中的相关蛋白表达，以期阐明两药联合抑制转移

的作用机制。 

1  材料 

1.1  药物与主要试剂 

异甘草素（（批号 B21525，质量分数 98.0%，上

海源叶生物科技有限公司）；胎牛血清（批号

16140071）、L-15 培养基（（批号 11415064），Gibco

公司；MTT 粉末（（批号 M8180，北京索莱宝科技有

限公司）；细胞级二甲基亚砜（（批号 D2650，Sigma-

Aldrich 公司）；细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒（（批

号 C1052）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号

P0012）、Trizol（（批号 343903），碧云天生物技术
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有限公司；β-actin 抗体（批号 81115-1-RR）、P53

抗体（（批号 60283-2-Ig）、P27 抗体（（批号 25614-1-

AP）、ECL 发光试剂盒（（批号 PK10002）、波形蛋

白（（Vimentin，批号 10366-1-AP）、E-cadherin，批

号 20874-1-AP）、β-连环蛋白（（β-catenin，批号 51067-

2-AP）、磷酸肌醇 3-激酶（（PI3K，批号 60225-1-Ig）、

Akt（（批号 10176-2-AP）、p-Akt（（批号 28731-1-AP）

购自 proteintech公司；周期蛋白依赖性激酶（（CDK2）

抗体（（批号 D199431）、细胞周期素 D1（（CCND1）

抗体（批号 D160236）、细胞周期检查点激酶 1

（（Chk1）抗体（D160169）购自上海生物工程公司；

转化生长因子-β1（TGF-β1）（批号 BF8012）、

Smad2/3（（批号 AF6367）、p-Smad2/3（（批号 AF3367）

购自 Affinity 公司。 

1.2  细胞培养 

人 TNBC 细胞 MDA-MB-231，购自中国科学

院上海细胞库。将MDA-MB-231细胞株置于37 ℃、

无 CO2培养箱中，并使用 L-15 完全培养基（（含 10%

胎牛血清、1%青霉素和链霉素）培养细胞，平均 2～

3 d 换 1 次液，取对数生长期细胞进行实验。 

1.3  主要仪器 

BD FACSLyric 流式细胞仪，美国贝克曼库尔

特有限公司；DYCZ-MINI 4 型电泳仪，北京六一公

司；Varioskan LUX 酶标仪、EVOS XL Core 倒置显

微镜，美国赛默飞世尔科技公司。 

2  方法 

2.1  细胞存活率检测 

采用 MTT 法测定在不同浓度条件下异甘草

素、阿霉素单独作用对 MDA-MB-231 细胞存活率

的影响。收集对数期细胞，接种到 96 孔板（每孔

1.5×104 个）中待细胞贴壁后，加入不同浓度梯度

的异甘草素（（20、40、60、80、100 μmol·L−1）、阿

霉素（（1、2、5、10、20、40 μmol·L−1）继续培养 24、

48 h，对照组不加药，向每孔中加入 10 μL MTT 溶

液，避光孵育 4 h 后，弃掉上清液，向每个孔中加

入 100 μL 的二甲基亚砜溶解甲瓒结晶。最后，使用

酶标仪在 490 nm 测量吸光度（（A）值，计算细胞存

活率。 

细胞存活率＝A 给药/A 对照 

2.2  联合作用效果的评估 

将异甘草素（（10、20、30、40 μmol·L−1）与阿

霉素（0.5、1.0、2.0 μmol·L−1）进行配对，形成 12

种不同的浓度组合（异甘草素/阿霉素：10/0.5、

20/0.5、30/0.5、40/0.5、10/1.0、20/1.0、30/1.0、40/1.0、

10/2.0、20/2.0、30/2.0、40/2.0），MTT 法检测联合

作用 48 h 的细胞存活率，方法同“2.1”项，采用

CompuSyn 软件计算联合用药作用之后的联合指数

（（CI）值，当 CI＜1 时表示 2 药有协同作用，CI＝1

时表示加性作用，CI＞1 时表示 2 药有拮抗作用。 

2.3  细胞周期的测定 

收集对数期细胞，以每孔 1×106 个接种于 6 孔

板中，待细胞贴壁后加入异甘草素（20 μmol·L−1）、

阿霉素（1 μmol·L−1）、异甘草素（20 μmol·L−1）＋阿

霉素（1 μmol·L−1）处理 48 h，对照组不加药，将细胞

收集到 1.5 mL 离心管中，用 70%乙醇固定细胞 24 h。

用碘化丙啶（（PI）染色液缓慢并充分重悬细胞沉淀，

37 ℃避光孵育 30 min，采用流式细胞仪检测药物

处理后的细胞周期分布。 

2.4  伤口愈合 

将处于对数生长期的 MDA-MB-231 细胞以

5×105 个·mL−1 的密度接种于 6 孔板中，待细胞贴

壁后用 200 μL 无菌枪头在孔中垂直刮擦细胞，清洗

悬浮细胞后，给药方式同（“2.3”项，在倒置显微镜

下观察 0、48 h 的细胞划痕并拍照，以测量划痕宽

度并计算划痕愈合率。 

划痕愈合率＝(0 h 划痕宽度－48 h 划痕宽度)/0 h 划痕

宽度 

2.5  Transwell 小室检测细胞侵袭 

胰酶消化细胞后用 L-15 完全培养基收集于离

心管中，800 r·min−1 离心后弃去上清，加入 L-15 不

完全培养基重悬，进行细胞计数，将细胞悬液稀释

成浓度为 2×105·mL−1 接种于 24 孔板；向 24 孔板

中加入 L-15 完全培养基，将小室放于上方；给药方

式同“2.3”项，在 37 ℃，无 CO2 培养箱中继续

培养 48 h 后，取出 24 孔板，吸去小室中及下层

的培养基，用 4%多聚甲醛固定细胞 20 min，PBS

清洗，加入 0.1%结晶紫，染色 30 min，洗去多余

染液，擦去小室内层的细胞，小室干燥后，于显

微镜下观察拍照，并通过 Image J 软件计数，每组

实验组重复 3 次。 

2.6  Western blotting 检测 

细胞接种及给药方式同（“2.3”项，裂解并定量

蛋白总浓度，经 10%或 12% SDS-PAGE 电泳分离蛋

白，随后转移至 PVDF 膜，将 PVDF 膜置于 5%脱

脂奶粉中摇晃封闭，加入蛋白特异性一抗 4 ℃孵育

18 h，相应二抗室温孵育 1.5 h，ECL 发光试剂盒显
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色，放入成像系统曝光显影并拍照，用 Image J 软

件分析蛋白条带并计算灰度值。一抗包括 P53、P27、

CCND1、CDK2、Vimentin、E-cadherin、β-catenin、

PI3K、Akt、p-Akt、β-actin。 

2.7  RNA-seq 

细胞接种及给药方式同“2.3”项，采用 Trizol

试剂提取各组 RNA，每组平行重复 3 次。委托深

圳华大基因股份有限公司使用 BGISEQ 平台进行

测序服务，使用 DESeq2 对各组进行差异基因表

达分析，筛选差异表达基因的条件为： |log2fold 

change|＞2，且 P＜0.05。将差异基因与 dbEMT2.0

数据库中 EMT 相关基因取交集得到 EMT 相关差

异基因并进行后续京都基因与基因组百科全书

（KEGG）富集分析。 

2.8  分子对接 

异甘草素、阿霉素的三维结构从 PubChem 数

据库中获得，CID 分别为 638278、31703，PI3K、

Akt、TGFβ 的三维结构是从 RCSB 蛋白数据库

（（https://www.rcsb.org/）中获得，PDB ID 依次为：

4J6I、2JDR、3KFD。通过 AutoDock Vina 进行分子

对接计算结合能，并使用 PyMOL 进行可视化分析。 

2.9  数据统计 

数据以 x s 表示，采用 GraphPad 8.0.2 统计软

件，组间比较用单因素方差分析，采用 Tuekey 进行

多重比较检验。 

3  结果 

3.1  异甘草素、阿霉素对 MDA-MB-231 细胞存活

率的影响 

结果如图 1 所示，与对照组相比，异甘草素和阿

霉素呈时间和浓度相关性抑制 MDA-MB-231 细胞的

增殖（P＜0.05、0.01），异甘草素作用 24、48 h 半数

抑制浓度（IC50）分别为（51.47±4.16）、（49.40±

2.36）μmol·L−1，阿霉素作用 24、48 h IC50 分别为

（（32.70±11.13）、（4.79±1.21）μmol·L−1。 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 1  异甘草素、阿霉素对 MDA-MB-231 细胞存活率的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 1  Effects of isoliquiritigenin and doxorubicin on viability of MDA-MB-231 cells ( x ±s，n＝3) 

3.2  异甘草素提高阿霉素对 MDA-MB-231 细胞的

抗肿瘤活性 

采用完全交叉设计的给药方式，检测异甘草素

与阿霉素联合处理对 MDA-MB-231 细胞活力的影

响，结果如图 2 所示，与异甘草素、阿霉素单独给

药组相比，异甘草素与阿霉素联合治疗组的细胞存

活率进一步降低，提示二者对 MDA-MB-231 细胞

可能具有协同抑制作用。为进一步明确联合用药的

协同效应，采用 Compusyn 软件计算 CI 值，结果显

示，所选浓度组合均表现出协同作用，其对应的 CI

值均小于 1。其中，当阿霉素浓度为 1 μmol·L−1、异

甘草素浓度为 20 μmol·L−1时，CI 值达到最低（0.62），

协同效应最强。基于上述结果，选择异甘草素∶阿霉

素＝20∶1 的浓度比进行后续的实验研究。 

3.3  异甘草素、阿霉素单独或联合使用对 MDA-

MB-231 细胞周期的影响 

鉴于异甘草素和阿霉素对 TNBC 细胞的协同

生长抑制作用，接下来检测该药物组合对细胞周期

的影响。20 μmol·L−1 异甘草素和 1 μmol·L−1 阿霉素

单用或联合处理 MDA-MB-231 细胞 48 h，采用流

式细胞术检测细胞周期，结果显示（图 3），与对

照组相比，阿霉素、异甘草素＋阿霉素组 MDA-MB-  
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图 2  异甘草素联合阿霉素作用 48 h 对 MDA-MB-231 细胞活力的影响和 CI 值 (n＝3) 

Fig. 2  Effects of isoliquiritigenin combined with doxorubicin treatment for 48 h on viability of MDA-MB-231 cells and CI 

values (n＝3) 

231 细胞 G0/G1 期比例显著下降（P＜0.01），S 期

比例呈增加趋势，异甘草素与阿霉素联合作用细胞

后 G0/G1 期比例降至 50%。结果表明异甘草素联合

阿霉素将 MDA-MB-231 细胞周期阻滞于 S 期。 

通过 Western blotting 检测相关蛋白表达发

现，与对照组比较，异甘草素、阿霉素单独或联

合作用上调 P53、P27、CDK2 的表达，下调 CCND1

的表达，且联用后上调结果更明显，联用组 P53，

阿霉素组、联用组 CCND1 差异显著（P＜0.05、

0.01）。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与异甘草素组比较：^^P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ^^P < 0.01 vs isoliquiritigenin group. 

图 3  异甘草素联合阿霉素对 MDA-MB-231 细胞周期及相关蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 3  Effect of isoliquiritigenin combined with doxorubicin on cell cycle and related protein expression in MDA-MB-231 

cells ( x ±s，n＝3) 

3.4  异甘草素联合阿霉素协同减少 MDA-MB-231

细胞的迁移和侵袭 

分别采用划痕实验和 Transwell 实验明确异甘

草素和阿霉素单用及联用对 MDA-MB-231 细胞转

移和侵袭能力的影响。划痕实验结果显示（（图 4），

对照组向划痕边缘迁移速度较快，培养结束后划痕

基本愈合，愈合率为（82.10±1.61）%；与对照组

相比，异甘草素或阿霉素单独处理均能明显抑制细

胞迁移，划痕愈合率分别为（（68.13±2.32）%（（P＜

0.05）、（66.42±3.03）%（P＜0.05）。联用组与
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单药组相比，对细胞迁移的抑制作用进一步增强，

划痕愈合率降至（32.63±8.90）%（P＜0.01）。 

Transwell 实验结果显示（（图 4），对照组穿室

膜细胞数量最多。与对照组相比，异甘草素和阿霉

素单独作用均能抑制细胞的迁移侵袭，侵袭率分别

为（（65.69±10.82）%、（67.80±5.28）%（（P＜0.01）。

两药联用后，抑制效果更为显著，细胞侵袭率为

（（41.79±2.45）%（（P＜0.01），且与单药组相比均具

有统计学意义（P＜0.01）。 

进一步采用 Western blotting 法检测 MDA-MB-

231 细胞中与 EMT 相关的生物标志物蛋白表达。结

果表明（图 4），与对照组比较，异甘草素或阿霉

素单独处理 MDA-MB-231 细胞 48 h 后可抑制

Vimentin、β-catenin 的表达，促进 E-cadherin 表达；

联合用药组 Vimentin、β-catenin 表达进一步减少，

E-cadherin 表达进一步增加，与对照组比较差异显

著（P＜0.05、0.01）。 

结果表明异甘草素联合阿霉素协同减少MDA-  

 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与异甘草素组比较：^^P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ^^P < 0.01 vs isoliquiritigenin group. 

图 4  异甘草素联合阿霉素对 MDA-MB-231 细胞迁移、侵袭的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 4  Effects of isoliquiritigenin combined with doxorubicin on wound healing in MDA-MB-231 cells ( x ±s，n＝3) 

MB-231 细胞的迁移和侵袭。 

3.5  异甘草素联合阿霉素对 MDA-MB-231 细胞的

转录组影响分析 

与对照组相比，阿霉素组、异甘草素组、联用

组分别有 3 832 个、191 个、3 543 个差异表达基因

（（DEGs）（图 5-A）；进一步的通路富集分析显示，

异甘草素组 EMT 相关 DEGs 显著富集于 TGF-β 信

号通路（（图 5-B），阿霉素组富集于 PI3K-Akt 信号

通路及病灶黏附（图 5-C），异甘草素＋阿霉素组

则同时富集于病灶黏附和 PI3K-Akt 信号通路（图 
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A-异甘草素单用或联合阿霉素与 EMT 相关差异基因韦恩图；B-异甘草素与 EMT 相关差异基因 KEGG 富集信号通路；C-阿霉素与 EMT 相关

差异基因 KEGG 富集信号通路；D-异甘草素＋阿霉素与 EMT 相关差异基因 KEGG 富集信号通路。 

A-Venn diagram of differentially expressed genes related to EMT when using isoliquiritigenin alone or in combination with doxorubicin; B-KEGG enriched 

signaling pathways of differentially expressed genes related to EMT when using isoliquiritigenin; C-KEGG enriched signaling pathways of differentially 

expressed genes related to EMT when using doxorubicin; D-KEGG enriched signaling pathways of differentially expressed genes related to EMT when 

using isoliquiritigenin in combination with doxorubicin. 

图 5  异甘草素单用或联合阿霉素与 EMT 相关差异基因及富集分析 

Fig. 5  Analysis of EMT-related differential genes and enrichment when isoliquiritigenin used alone or in combination with 

doxorubicin 

5-D）。其中，PI3K-Akt 信号通路表达差异最为显

著，提示其可能是异甘草素联合阿霉素协同抑制

MDA-MB-231 细胞侵袭与转移的关键机制，后续实

验将围绕 PI3K-Akt 信号通路进行验证。 

3.6  分子对接再验证异甘草素、阿霉素在靶蛋白上

的协同作用 

为进一步探讨异甘草素、阿霉素及二者联合

作用于 PI3K、Akt 蛋白的潜在分子机制，本研究

采用分子对接技术进行结合模式分析，结果见表

1、图 6。异甘草素、阿霉素及二者联合用药组均

可与 PI3K（4J6I）、Akt（2JDR）蛋白形成稳定的

分子结合。异甘草素与 PI3K、Akt 的结合能分别

为−28.87、−37.66 kJ·mol−1；阿霉素与上述蛋白的结

合能分别为−31.80、−32.64 kJ·mol−1。异甘草素＋阿

霉素联合组与各靶蛋白的结合能均显著低于单独

用药组，结合能分别低至−45.73、−50.12 kJ·mol−1，

提示联合用药可与靶蛋白形成更稳定的结合构象。

在结合残基方面，异甘草素主要与 SER-204、PRO-

200、LEU-195、ALA-232、THR-292 等残基相互作

用；阿霉素主要与 THR-229、SER-230、LYS-390、

GLY-396、ARG-329 等残基形成相互作用；而异甘

草素＋阿霉素联合组可通过 LYS-425、ARG-437、

THR-436、ARG-108 等关键残基与靶蛋白结合，进

一步提示异甘草素与阿霉素联用可能通过增强与

PI3K-Akt 通路关键蛋白的结合能力，从而发挥更优

的抗肿瘤效应。 

 

 

C 

 

 

 

D 
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表 1  分子对接中的结合能与结合位点相互作用残基 

Table 1  Binding energy and binding site interaction residues in molecular docking 

配体小分子 受体蛋白 结合能/(kJ·mol−1) 结合位点残基 

异甘草素 PI3K (4J6I) −28.87 SER-204、PRO-200、LEU-195、ASP-192 

 Akt (2JDR) −37.66 ALA-232、THR-292 

阿霉素 PI3K (4J6I) −31.80 THR-229、SER-230 

 Akt (2JDR) −32.64 LYS-390、GLY-396、ARG-329、ASP-303、GLY-328 

异甘草素＋ PI3K (4J6I) −45.73 LYS-425、THR-229、SER-230 

阿霉素 Akt (2JDR) −50.12 AGR-437、THR-436、LYS-156、ASP-441、ASP-440、ASP-441 

 

A～C-异甘草素、阿霉素、异甘草素＋阿霉素与 PI3K 对接模式图；D～F-异甘草素、阿霉素、异甘草素＋阿霉素与 Akt 对接模式图；蓝色代表

异甘草素、红色代表阿霉素。 

A-C-Docking mode diagrams of isoliquiritigenin, adriamycin, and isoliquiritigenin + adriamycin with PI3K; D-F-Docking mode diagrams of 

isoliquiritigenin, adriamycin, and isoliquiritigenin + adriamycin with Akt; blue represents isoliquiritigenin, and red represents adriamycin. 

图 6  分子对接模式图 

Fig. 6  Molecular docking patterns 

3.7  异甘草素联合阿霉素显著抑制 PI3K-Akt 信号

通路激活 

为进一步确证异甘草素联合阿霉素抑制 MD-

MB-231 细胞发生侵袭、转移的作用机制，检测了

相关蛋白（图 7）。与对照组比较，异甘草素或阿

霉素单独处理 MDA-MB-231 细胞 48 h 后可抑制 p-

PI3K、p-Akt 的表达，联合用药组和异甘草素组差

异显著（（P＜0.05、0.01），联合给药组作用最明显。 

4  讨论 

与单药化疗相比，联合化疗方案在 TNBC 治疗

中展现出更优的临床疗效，但部分患者仍出现原发

性或获得性耐药，且联合用药常伴随更严重的骨髓

抑制、胃肠道反应及心脏毒性等不良反应，因此亟

需探索更合理的联合治疗策略以提升疗效并降低

毒性。研究证实，异甘草素与化疗药物具有协同抗

肿瘤作用[18]，减少抗肿瘤治疗的副反应，如 Zhang

等[19]研究表明，异甘草素通过 p38 MAPK 信号通路

阻断自噬，协同增强吉西他滨对胰腺癌的杀伤作

用，同时动物实验结果显示异甘草素联用组中性粒

细胞减少、贫血、体质量下降等不良反应显著少于

化疗单药组。在本研究中，转录组学结果发现 PI3K-

Akt 信号通路表达在阿霉素＋异甘草素组中最为显

著。通过分子对模拟，发现异甘草素＋阿霉素与

PI3K、Akt 具有良好结合活性，提示其可能是异甘

草素协同阿霉素在TNBC中发挥抗肿瘤作用的关键

通路。细胞实验证实，异甘草素能抑制 TNBC 细胞

的增殖和集落形成，并阻滞细胞周期进展。 

同时，Western blotting 结果显示，异甘草素与

阿霉素联合作用后，可进一步上调 P53、P27 蛋白

表达，并下调 CCND1 表达，且该调控作用较单药 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 7  异甘草素联合阿霉素对 MDA-MB-231 细胞 PI3K-Akt 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 7  Effect of isoliquiritigenin combined with adriamycin on expression of proteins related to PI3K-Akt signaling pathway 

in MDA-MB-231 cells ( x ±s，n＝3) 

组更为显著。p53-p27-Cyclin D1 信号轴是调控细胞

G1/S 期检查点的关键通路。DNA 损伤可激活 p53，

进而诱导 p27 表达；p27 进一步抑制 Cyclin A-CDK2

复合物活性，最终介导细胞周期阻滞[20]。 

转移和侵袭是乳腺癌相关死亡的主要原因[21]，

而 EMT 的激活是调控这一过程的关键环节[22]。

EMT的发生与PI3K-Akt通路的异常激活密切相关，

活化的 Akt 可通过磷酸化修饰抑制 GSK3β 的活性，

进而减少转录因子 Snail 的泛素化降解，使其在细

胞核内异常累积，最终抑制上皮标志物 E-cadherin

的表达，同时上调间质标志物 N-cadherin、Vimentin

的表达，引发典型的钙黏蛋白转换 [23]，该转换可显

著降低细胞间黏附能力，增强细胞的迁移与侵袭能

力，最终导致肿瘤发生远处转移。Wang[24]等在胆管

癌的相关研究中证实，PLCB1 可通过激活 PI3K-

Akt-GSK3β-Snail 通路诱导 EMT，不仅促进胆管癌

细胞的侵袭转移，还可诱导吉西他滨产生耐药，而

应用 Akt 抑制剂 MK2206 阻断该通路后，可有效逆

转 EMT 表型，并恢复化疗敏感性。 

本实验结果证实，在 TNBC 细胞中，异甘草素

可抑制 PI3K-Akt 的活化，下调 Vimentin、β-catenin

的表达并上调 E-cadherin 表达，进而增强阿霉素对

TNBC 细胞的侵袭转移的抑制作用。 

异甘草素可作为一种天然化疗增敏剂，可能

通过靶向 PI3K-Akt 信号轴发挥协同抑制作用。受

研究周期所限，本研究尚未开展该通路相关的体

内实验及回复实验，后续将在细胞及动物水平通过

回复实验进一步明确 PI3K-Akt 信号轴的关键作用，

从而更全面的验证该通路在二者协同作用中的关键

作用。 
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