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摘　要　探讨甘草黄酮类化合物对细胞周期依赖性蛋白激酶（ＣＤＫ１）的抑制活性及抑制肝肿瘤细胞 Ｂｅｌ７４０２活性。采用
ＣＤＫ１和ＣＣＫ８试剂盒分别测试甘草黄酮类化合物对ＣＤＫ１的抑制活性和对肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞的体外增殖抑制活性。构
建肝癌Ｂｅｌ７４０２裸鼠皮下肿瘤模型，并将小鼠随机分为３组：灌胃给药组、阳性药物组和空白对照组，连续灌胃给药１８ｄ，
每隔１天记录实验小鼠的体重、肿瘤大小变化。结果表明，甘草黄酮类化合物对ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ均展现出了抑制活性，尤其
是异甘草素对ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ的抑制活性（ＩＣ５０＝００５±０００５μｍｏｌ／Ｌ）是阳性药物夫拉平度（ＩＣ５０＝０２９±０２３０μｍｏｌ／Ｌ）
的近６倍；通过分子对接研究发现，异甘草素在ＣＤＫ１中能够与氨基酸残基Ｋ３３、Ｅ８１、Ｌ８３、Ｓ８４、Ｄ８６、Ｄ１４９形成６个氢键，而
阳性药物夫拉平度仅与氨基酸残基Ｅ８１、Ｌ８３、Ｓ８４、Ｑ１３２、Ｄ１４９形成５个氢键；体外抗肿瘤活性研究表明，甘草黄酮类化合物
对Ｂｅｌ７４０２有较强的抑制作用，其中异甘草素对Ｂｅｌ７４０２（ＩＣ５０＝０７±０１１ｍｏｌ／Ｌ）展现出了最强的抑制活性，是阳性药物
夫拉平度（２４±０３４）ｍｏｌ／Ｌ的３倍。动物体内研究表明，异甘草素的 ＬＤ５０为４３８ｍｇ／ｋｇ，并能够有效抑制肝癌 Ｂｅｌ７４０２
细胞的增长。
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　　甘草来源于豆科植物乌拉尔甘草、胀果甘草或
光果甘草的干燥根和根茎，具有清热解毒、补脾益

气、润肺、祛痰止咳、调和诸药等功效，是临床上应

用最广泛的传统中草药，其主要成分为三萜类和黄

酮类化合物［１］。长期以来，对于甘草的有效成分

和药理作用研究主要集中在三萜类化合物甘草酸

和甘草次酸［２－３］。近年来，现代药理学研究发现甘

草中黄酮类化合物也是一类非常有效的活性成分，

具有多种药理活性，如抗菌、抗炎、抗溃疡、抗氧化、

抗糖尿病、抗肿瘤、抗抑郁等作用［４－５］，且毒性低、

不良反应少，具有良好的临床开发潜力。最近研究

表明，甘草黄酮类化合物对肝癌 Ｂｅｌ７４０２细胞展
现出了较强的抑制活性［６］。因此，本研究继续探

讨甘草黄酮单体化合物甘草查耳酮ＡＦ、刺甘草查
耳酮、异甘草素、异甘草苷、光甘草定、甘草素、甘草

苷的抗肝癌活性，以期得到高效、低毒的抗肝癌先

导化合物。

尽管目前对甘草黄酮的抗肿瘤作用靶点研究

较少，但是参考黄酮类化合物抗肿瘤作用靶点发

现，黄酮类化合物对细胞周期依赖性蛋白激酶

（ＣＤＫ）有较强的亲和力［７］，而 ＣＤＫ是控制细胞周
期与增殖过程的重要激酶，已成为新型抗肿瘤药物

设计的重要靶点，尤其是 ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ在多种肿
瘤中过表达［８］。因此，本研究首先测试了１２个甘
草黄酮（图１）对 ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ的抑制活性，以判
断甘草黄酮类化合物的靶向性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｌｉｃｏｒｉｃｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
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　材　料

１１　试　剂
甘草查耳酮 ＡＦ、刺甘草查耳酮、异甘草苷购

自北京伊诺凯科技有限公司（质量分数≥９５％）；
甘草素、异甘草素、甘草苷购自百灵威科技有限

公司（质量分数≥９５％）；光甘草定、夫拉平度
（ｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌ）购自阿拉丁试剂有限公司（质量分
数≥９５％）；ＫｉｎａｓｅＧｌｏ ＬｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＫｉｎａｓｅＡｓｓａｙ
试剂盒购自上海浩然生物技术有限公司；ＣＣＫ８
试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司；

ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ购自英国 ＳｉｇｎａｌＣｈｅｍ公司；其他
试剂购自国药集团化学试剂有限公司（质量分数

≥９５％）；ＤＭＥＭ、ＭＥＭ培养基、胎牛血清购自美
国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。
１２　仪　器

ＥＬｘ８０８吸收光酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；Ｃ６
流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＦＡ１００４Ｂ分析天平
（上海越平科学仪器有限公司）；数显游标卡尺（美

国耐美特公司公司）。

１３　动物与细胞
ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠，体重１４～１７ｇ，雌雄各半，由

武汉大学动物实验中心提供，动物使用许可证：

ＳＣＸＫ（鄂）２００８０００４；动物级别：ＳＰＦ级。细胞株：
人正常肝细胞 ＨＨＬ５、人肝癌细胞 Ｂｅｌ７４０２细胞
购自武汉大学细胞典藏中心；人正常肝细胞 ＬＯ２
购自中国协和医科大学基础医学研究所基础医学

细胞中心；非洲绿猴肾细胞 Ｖｅｒｏ购自中国科学院
典型培养物保藏委员会细胞库。

%

　方法与结果

２１　ＣＤＫ１活性测试
使用ＫｉｎａｓｅＧｌｏ ＬｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＫｉｎａｓｅＡｓｓａｙ试

剂盒测试甘草黄酮类化合物对 ＣＤＫ的抑制活性，
以夫拉平度为阳性对照，按照操作说明书在测试板

中每孔加入激酶 ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ、ＡＴＰ荧光底物和
不同浓度的待测物，将测试板在３０℃下反应１ｈ
后，每孔再加入 ＫｉｎａｓｗＧｌｏＰｌｕｓ并继续在３０℃下
放置２０ｍｉｎ。使用酶标仪读取发光强度，分析实
验结果，并计算出 ＩＣ５０，以此判断甘草黄酮类化合
物对细胞周期依赖性蛋白激酶的抑制活性，结果

见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｌｉｃｏｒｉｃｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｄ． ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡ ０５７±００１５
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＢ ００６±０００２
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＣ ００８±０１０１
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＤ ０３４±０００６
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＥ ０４８±０００５
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＦ ０６９±０１６５
Ｅｃｈｉｎａｔｉｎ ０１０±０００５
Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ００５±０００５
Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ １１９±０３５５
Ｇｌａｂｒｉｄｉｎ ０１３±０００５
Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ０１１±０００５
Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ２８０±１５３
Ｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌ ０２９±０２３０

　　总的来说，这些甘草黄酮化合物对 ＣＤＫ１／
ｃｙｃｌｉｎＢ均有较强的抑制活性。但是，两个黄酮苷
化合物（异甘草苷和甘草苷）的活性低于其他黄酮

类化合物。事实上，异甘草苷和甘草苷抑制ＣＤＫ１／
ｃｙｃｌｉｎＢ的ＩＣ５０均在微摩尔水平，而其他甘草黄酮抑
制ＣＤＫ１／ｃｙｃｌｉｎＢ的ＩＣ５０均在纳摩尔水平。尤其是
异甘草素（ＩＣ５０＝００５±０００５μｍｏｌ／Ｌ）对 ＣＤＫ１／
ｃｙｃｌｉｎＢ的抑制活性是阳性药物夫拉平度（ＩＣ５０＝
０２９±０２３０μｍｏｌ／Ｌ）的近６倍。
２２　分子对接

ＣＤＫ１的晶体结构目前还未解析出来，按照参
考文献以ＣＤＫ２晶体结构（ＰＤＢｃｏｄｅ：１ＹＫＲ）为模
板对ＣＤＫ１进行同源建模［９－１１］。通过 ＣｈｅｍＢｉｏ３Ｄ
ｕｌｔｒａ１４０和Ａｕｔｏｄｏｃｋ４２Ｄ中的 Ｌｉｇａｎｄ模块进行
小 分 子 结 构 的 预 处 理。对 接 软 件 使 用

Ａｕｔｏｄｏｃｋ４２Ｄ，利用晶体结构中的配体定义口袋盒
子，对接盒子边长设置为３０?，使用半经验自由能
进行评价，拉马克遗传算法循环１００次，其余参数
保持默认，结果见图２。

在 ＣＤＫ１的活性口袋中，阳性药物夫拉平度
能够与氨基酸残基 Ｅ８１、Ｌ８２、Ｓ８４、Ｑ１３２和 Ｄ１４９
相互作用形成５个氢键（图２Ａ），其中夫拉平度
与Ｅ８１、Ｌ８２和 Ｄ１４９的氢键作用是抑制 ＣＤＫ１的
关键作用力［１０］；而异甘草素在 ＣＤＫ１的活性口袋
中也能够与氨基酸残基 Ｅ８１、Ｌ８２和 Ｄ１４９形成氢
键（图２Ｂ），因此异甘草素对 ＣＤＫ１也有较强的
抑制活性。此外，异甘草素还能与 Ｋ３３、Ｓ８４和
Ｄ８６相互作用形成氢键，总共与 ＣＤＫ１的活性口
袋氨基酸残基形成了６个氢键。显然，异甘草素
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在 ＣＤＫ１的活性口袋较夫拉平度与更多的氨基酸
相互作用，因此异甘草素对 ＣＤＫ１的抑制活性强

于阳性药物夫拉平度。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰｒｅｄｉｃｔｅｄｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｅｓｏｆｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌＣＤＫ１ａｎｄｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎＣＤＫ１
Ａ：ＤｏｃｋｉｎｇｐｏｓｅｓｏｆｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌＣＤＫ１，ｗｈｉｃｈｃａｎｆｏｒｍｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｓｗｉｔｈｒｅｓｉｄｕｅｓＥ８１，Ｌ８３，Ｓ８４，Ｑ１３２，Ｄ１４９；Ｂ：Ｄｏｃｋｉｎｇｐｏｓｅｓｏｆｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ
ＣＤＫ１，ｗｈｉｃｈｃａｎｆｏｒｍｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｓｗｉｔｈｒｅｓｉｄｕｅｓＫ３３，Ｅ８１，Ｌ８３，Ｓ８４，Ｄ８６，Ｄ１４９

２３　体外抗增殖活性
选取人肝癌细胞 Ｂｅｌ７４０２为测试细胞株，正

常的肝细胞 ＬＯ２、ＨＨＬ５以及非洲绿猴肾细胞
Ｖｅｒｏ为对照细胞。以 ＣＤＫ１抑制剂夫拉平度为
阳性对照药，采用 ＣＣＫ８试剂盒对甘草黄酮进行
抗肿瘤活性评价。取对数生长期的测试细胞株

悬浮于含１０％胎牛血清的培养基中，铺至 ９６孔
培养板中。待细胞完全贴壁后，弃去原培养液，

加入含有测试药物的培养液１００μＬ培养４８ｈ，弃
去原培养液，每孔加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，在培养
箱中继续孵育４ｈ，用酶标仪在４９０ｎｍ测定每孔
的吸收度，分析实验结果，并计算出 ＩＣ５０，结果见
表２。

Ｔａｂｌｅ２　Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｎｄｅｘ（ＩＶＴＩ）ｏｆ
ｌｉｃｏｒｉｃｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓａｎｄｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｄ．
ＩＣ５０（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｂｅｌ７４０２ ＬＯ２
ＩＶＴＩａ

ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＡ ４１±０１２ ＞１００ ＞２４３
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＢ １１±００７ ＞１００ ＞９０９
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＣ ２３±０６５ ＞１００ ＞４３４
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＤ ３６±０４１ ＞１００ ＞２７７
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＥ ６１±０９８ ＞１００ ＞１６３
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＦ ５９±０４９ ＞１００ ＞１２９
Ｅｃｈｉｎａｔｉｎ ２５±０７２ ＞１００ ＞１８８６
Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ０７±０１１ ＞１００ ＞１３８８
Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ７７±０５４ ＞１００ ＞３７０
Ｇｌａｂｒｉｄｉｎ １６±０２４ ＞１００ ＞５２６
Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ２２±０１５ ＞１００ ＞１６１
Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ ８５±０６７ ＞１００ ＞１１７
Ｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌ ２４±０３４ ＞１００ ＞４１６
ａＩＶＴＩ：ｉｎｖｉｔｒｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｎｄｅｘ，ｒａｔｉｏｏｆＩＣ５０（ＬＯ２）ｔｏＩＣ５０（Ｂｅｌ７４０２）

结果（表２）表明，１２个甘草黄酮化合物对肝
癌Ｂｅｌ７４０２细胞均有较强的抑制作用，其ＩＣ５０均小
于１００ｍｏｌ／Ｌ，其中甘草查耳酮 Ｂ、异甘草素和光
甘草定对Ｂｅｌ７４０２的抑制活性强于阳性药物夫拉
平度，特别是异甘草素抑制Ｂｅｌ７４０２的ＩＣ５０达到了
纳摩尔水平，是阳性药物夫拉平度的３倍以上。

为了进一步评价甘草黄酮化合物的毒性，用正

常的肝细胞 ＬＯ２作为测试细胞株来检测其毒性，
并计算出选择性指数（ｉｎｖｉｔｒｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｎｄｅｘ，
ＩＶＴＩ），化合物的ＩＶＴＩ越高，安全性越高［１２］。从表

２中可以发现，这类甘草黄酮基本没有毒性（ＩＣ５０＞
１００ｍｏｌ／Ｌ），并有较高的 ＩＶＴＩ，其中异甘草素的治
疗指数（ＩＶＴＩ＞１３８）显著高于其他甘草黄酮化合物
和阳性药物夫拉平度。但是，异甘草素对另外一种

正常的肝细胞ＨＨＬ５（ＩＣ５０＝６０±０１８μｍｏｌ／Ｌ）和
非洲绿猴肾细胞Ｖｅｒｏ（ＩＣ５０＝３６±０５８μｍｏｌ／Ｌ）均
有较强的毒性作用（图３）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｖｅｄｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｆｏｒａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｎｎｏｒｍａｌＨＨＬ５ａｎｄＶｅｒｏｃｅｌｌｓｏｆｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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２４　异甘草素对Ｂｅｌ７４０２细胞凋亡的影响
取对数生长期的 Ｂｅｌ７４０２细胞株悬浮于含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，铺至 １２孔培
养板中，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。分为
测试组、阳性药物对照组和空白对照组。待细胞

完全贴壁后，弃去原培养液，测试组和阳性药物

分别加入含０７μｍｏｌ／Ｌ异甘草素和夫拉平度的

培养液１ｍＬ，继续培养２４ｈ。按照 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／７ＡＡＤ试剂盒的说明书收集细胞，冰的 ＰＢＳ洗
涤３次，离心弃去上清液，加入 １×结合缓冲液
１００μＬ，分别加入 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ５μＬ和７ＡＡＤ
５μＬ，混匀后室温避光 １５ｍｉｎ，上流式细胞检测
仪进行检测，分析 Ｂｅｌ７４０２细胞凋亡率，结果见
图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎｉｎｄｕｃｅＢｅｌ７４０２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏ
Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　图４Ａ中右下象限和右上象限分别代表早期
凋亡和晚期凋亡，而将两象限的百分率相加即为发

生凋亡的细胞比率。结果显示，与空白对照组相

比，异甘草素和夫拉平度均能显著地诱导Ｂｅｌ７４０２
细胞凋亡，但异甘草素诱导 Ｂｅｌ７４０２细胞的凋亡
作用强于夫拉平度，其凋亡率分别为 ４４１％和
１９２％（图４Ｂ）。
２５　急性毒性实验

在表２中，异甘草素对正常的肝细胞 ＨＨＬ５

和非洲绿猴肾细胞 Ｖｅｒｏ有毒性。因此，为了进一
步探讨异甘草素在动物体内是否有毒性，按照参考

文献的方法［１３］，选取４～５周龄的裸鼠４８只，随机
将其分为６组不同的给药剂量组，给药剂量分别为
２１７，２８０，３６１，４６５，５９９，７７２ｍｇ／ｋｇ，每组 ８
只，雌雄各半，在灌胃给药后１ｈ、５ｈ、３ｄ、４～１８ｄ
观察记录实验小鼠的存活状态，并用寇氏法计算出

异甘草素的ＬＤ５０及ＬＤ５０的９５％可信限，结果如表３
所示。

Ｔａｂｌｅ３　Ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎｉｎｍｉｃｅ

Ｄｏｓｅ／
（ｍｇ／ｋｇ）

ｎ
Ｍｏｕｓｅｍｏｒｔａｌｉｔｙ

１ｈ ５ｈ ３ｄ ４１８ｄ
Ｔｏｔａｌｍｏｒｔａｌｉｔｙ

Ｓｕｒｖｉｖａｌ／％
ｏｎｄａｙ１８

ＬＤ５０ａ／（ｍｇ／ｋｇ）

２１７ ８ ０ ０ ０ ０ ０ １００
２８０ ８ ０ ０ １ ０ １ ８８
３６１ ８ ０ ０ ３ ０ ３ ６３
４６５ ８ ０ ０ ４ ０ ４ ５０
５９９ ８ ０ ０ ６ ０ ６ ２５
７７２ ８ １ ２ ５ ０ ８ ０

４３８

ａ９５％ Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｌｉｍｉｔｓ：３７８５０７ｍｇ／ｋｇ

　　当给予小鼠２１７ｍｇ／ｋｇ剂量时，小鼠在１８ｄ
内存活率为１００％；而给予大剂量７７２ｍｇ／ｋｇ剂量
时，３ｄ内全部死亡。根据不同剂量组的小鼠死亡
率，计算出了异甘草素的 ＬＤ５０为 ４３８ｍｇ／ｋｇ，其
９５％的可信限为３７８～５０７ｍｇ／ｋｇ。

２６　体内抗肿瘤活性
从表２和图３的体外抗肿瘤活性实验结果可

以看出，异甘草素对肝癌 Ｂｅｌ７４０２细胞展现出了
较强的抑制活性。因此，本研究建立了肝癌 Ｂｅｌ
７４０２裸鼠皮下瘤模型，来进一步考察异甘草素的
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动物体内抗肝癌活性。选取４～５周龄的裸鼠在其
右侧肩部皮下接种 Ｂｅｌ７４０２的细胞混悬液，每只
１００μＬ（４×１０６～５×１０６个细胞），接种１周后，随机
对小鼠分为治疗组、阳性药物组和空白对照组，每组

４只，雌雄各半，灌胃给药。通过急性毒性实验本研
究发现异甘草素经口给药剂量为２８０ｍｇ／ｋｇ在第３
天将引起实验裸鼠死亡，而在剂量为２１７ｍｇ／ｋｇ不

会造成实验裸鼠死亡。因此，为了保证在给药治疗

期间实验裸鼠的存活率，治疗组异甘草素和阳性药

物组夫拉平度的给药剂量均为２１７ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），其
中空白对照组给予等体积的 ＰＢＳ，连续给药１８ｄ。
每隔１天称量裸鼠的体重，并测试肿瘤长宽，计算
肿瘤体积。治疗结束后将裸鼠处死，取下肿瘤并称

重，结果见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＢｅｌ７４０２ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｔｕｍｏｒｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎａｎｄｆｌａ
ｖｏｐｉｒｉｄｏｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ａ：ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ；Ｂ：ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ；Ｃ：ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ；Ｄ：ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　异甘草素和阳性药物夫拉平度［２１７ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）］经灌胃连续给药１８ｄ，给药期间实验裸鼠的体
重在逐渐地增加（图５Ａ）。从肿瘤体积随时间变
化曲线（图５Ｂ）可以发现，与对照组相比，异甘草
素和阳性药物夫拉平度在裸鼠体内均能够有效地

减慢肿瘤的增长，其中异甘草素的效果更佳。实验

结束后，取下的实验小鼠肿瘤也是异甘草素给药组

小鼠的肿瘤重量（图５Ｃ）和肿瘤体积均小于阳性
药物夫拉平度组（图５Ｄ）。

(

　讨　论

本研究结果显示，这些甘草黄酮对ＣＤＫ１具有
靶向性。但是，甘草黄酮化合物之间对酶的抑制活

性却有较大的差异。从结构上看，两个甘草黄酮苷

（异甘草苷和甘草苷）对 ＣＤＫ１的抑制活性低于其
相应的甘草黄酮，这说明甘草黄酮上与糖基相连的

羟基是药效团。从分子对接的结果看，与糖基相连

的羟基能够与酶形成氢键作用，而形成糖苷后不能

形成氢键，因此甘草黄酮苷的ＣＤＫ１酶抑制活性低
于甘草黄酮。在甘草查耳酮 ＡＦ、刺甘草查耳酮、
异甘草素、光甘草定、甘草素中，甘草查耳酮 ＡＦ、
刺甘草查耳酮、异甘草素属于黄酮的另一个分

支———查耳酮，这类 ８个化合物具有 α，β不饱和
酮结构，有较好的柔性，能够与多种受体结合，也是

一个抗肿瘤的药效团，因此甘草查耳酮 ＡＦ、刺甘
草查耳酮、异甘草素的酶抑制活性要强于光甘草定

７７
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和甘草素。但是，其 α，β不饱和酮的位置有变化，
其中异甘草素的α，β不饱和酮的羰基与间苯二酚
相连，而该羰基能够同间苯二酚的羟基一起与酶的

氨基酸残基形成氢键，因此异甘草素的酶抑制活性

强于其他类型甘草黄酮。

在体外抗肿瘤活性中，这类甘草黄酮对肝癌

Ｂｅｌ７４０２有较强的抑制活性，其抑制 Ｂｅｌ７４０２的
趋势与酶抑制活性一致，也是甘草黄酮（甘草查

耳酮 ＡＦ、刺甘草查耳酮、异甘草素、光甘草定、甘
草素）强于黄酮苷（异甘草苷和甘草苷），具有 α，
β不饱和酮的化合物甘草查耳酮 ＡＦ、刺甘草查耳
酮、异甘草素强于化合物光甘草定、甘草素。其中

异甘草素（ＩＣ５０＝０７±０１１ｍｏｌ／Ｌ）对 Ｂｅｌ７４０２展
现出了最强的抑制活性，是阳性药物夫拉平度

（ＩＣ５０＝２４±０３４ｍｏｌ／Ｌ）的３倍。
尽管这类甘草黄酮对正常的肝 ＬＯ２细胞没有

毒性，但是异甘草素对另一种正常的肝细胞ＨＨＬ５
（ＩＣ５０＝６±０１８μｍｏｌ／Ｌ）和非洲绿猴肾细胞 Ｖｅｒｏ
（ＩＣ５０＝３６±０５８μｍｏｌ／Ｌ）均有较强的毒性作用
（图３）。进一步研究发现异甘草素对小鼠的 ＬＤ５０
为４３８ｍｇ／ｋｇ。异甘草素对 ＬＯ２细胞没有毒性，
可能是由于ＬＯ２细胞系是在人正常肝细胞原代培
养的基础上经过特殊处理而获得的细胞，该细胞株

已经永生化，并不是正常的肝细胞，也不是原代细

胞，只是其生长和死亡的规律和正常肝细胞较为接

近，但已不具备很多正常细胞的特性，因此异甘草

素对ＬＯ２没有毒性，而采用正常肝细胞 ＨＨＬ５更
能反映出异甘草素内在毒性，实验结果（表３）表明
异甘草素对 ＨＨＬ５细胞有较强的毒性，在动物体
内也显示毒性较大。在动物体内实验中，异甘草素

也能够有效地抑制肿瘤的增长，其抑瘤率为

５１０％，是阳性药物夫拉平度（３１０％）的１６倍。
总之，甘草黄酮是一类细胞周期依赖性蛋白激

酶（ＣＤＫｓ）抑制剂，其中异甘草素可以作为先导物
进行结构修饰和改造，以获得抗肝癌活性高、毒性

较小的化合物，值得进一步深入研究。
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