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摘要 目的 探讨甘草次酸通过 Wnt /β-连环素( β-catenin)
通路抑制黑色素瘤恶性生物学行为的可能机制。方法 以
黑色素瘤细胞 B16-F10 为研究对象，MTT法进行浓度梯度试
验选择 0、1、2、4 μmol /L 为细胞处理浓度，并以顺铂 0. 01
mmol /L 干预为阳性对照。采用 Transwell 小室法检测细胞
侵袭及迁移能力; 免疫印迹试验( Western blot ) 实验检测
B16-F10 细胞中 Wnt /β-catenin通路蛋白和侵袭迁移相关蛋
白基质金属蛋白酶( MMP) -2、MMP-9 表达水平。构建裸鼠
移植瘤模型，实验分为对照组( 无药物处理) 、甘草次酸组
( 40 mg /kg) ，观察移植瘤小鼠的肿瘤组织生长情况及肿瘤组
织中 Wnt /β-catenin 通路蛋白和侵袭迁移相关蛋白表达水
平。结果 MTT 结果显示，甘草次酸以浓度依赖性方式抑
制 B16-F10 细胞增殖，当甘草次酸浓度≥2 μmol / /L时，其对
B16-F10 细胞的增殖具有明显的抑制作用( P ＜ 0. 05 ) ; Tran-
swell小室实验结果显示，与对照组相比，甘草次酸 2、4

μmol /L浓度处理后，B16-F10 细胞的侵袭、迁移能力明显下
降( P ＜ 0. 05) ; WB 实验结果显示，与 0 μmol /L 甘草次酸处
理相比，甘草次酸 2、4 μmol / /L浓度处理后 B16-F10 细胞中
的 MMP-9、MMP-2、Wnt1、β-catenin 蛋白表达水平明显下降
( P ＜ 0. 05) ; 荷瘤实验结果显示，与对照组相比，甘草次酸组
小鼠肿瘤重量、体积明显下降，瘤体组织中的 Wnt1、β-cate-
nin、MMP-9、MMP-2 蛋白及表达水平也明显下降( P ＜ 0. 05) 。

结论 甘草次酸能够显著抑制黑色素瘤的体内外恶性生物

学行为，其机制可能是抑制 Wnt /β-catenin 信号通路激活来
发挥作用。
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黑色素瘤是一种恶性程度较高的肿瘤，好发于

皮肤，也可见于胃肠道等器官组织中［1］。近年来，

中国的黑色素瘤发病率呈增加的态势，据统计其平

均年发病率增长在 3% ～ 5%［2］。该病极易发生早
期转移、侵袭，一旦进入快速生长期，患者的预后极
差［3］。目前临床针对黑色素瘤的治疗方法以外科
手术切除为主，但多数患者确诊时已处于中晚期，手

术治疗效果不佳，而术后辅助放化疗对预后的改善

效果也不理想［4］。甘草次酸是一种齐墩果烷型五
环三萜化合物，其主要从甘草中提取，有报道指出其

对肝癌［5］、结直肠癌［6］、乳腺癌［7］等多种肿瘤细胞
增殖具有抑制作用，且对正常细胞的毒性较低。目
前，中国尚未见甘草次酸在治疗黑色素瘤方面的相

关研究，故该研究初步探讨了甘草次酸对黑色素瘤

细胞体内外侵袭和迁移能力的影响及其可能机制，

以期为临床治疗黑色素瘤提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 主要材料
1． 1． 1 细胞 黑色素瘤细胞 B16-F10 购自中国典
型培养物保藏中心。
1． 1． 2 实验动物 20 只鼠龄 4 ～ 5 周的 BALB /C
雌性裸鼠，体质量 17 ～ 22 g，购自山东大学实验动物
中心［许可证号: SCXK( 鲁) 2019 0001］。实验过程
遵循 3Ｒ原则，经滨州医学院附属医院科研伦理委
员会批准( 批号: 2019-008-20) 。
1． 1． 3 试剂 甘草次酸购自江苏永健医药科技有
限公司 ( CAS 号: 471-53-4; 纯度 98% ; 产品编号
200459-3) ; 细胞培养用 10% FBS、ＲPMI 1640 培养基
购自美国 Gibco 公司; Transwell 小室及细胞培养皿
购自美国 BD公司; PVDF 膜、ECL 发光液购自美国
Millipore公司; 基质金属蛋白酶( matrix metallopro-
teinase，MMP) -9、MMP-2、Wnt1、β-连环蛋白( β-cate-
nin) 及 β-actin一抗均购自英国 Abcam 公司或美国
Affinity公司; 辣根酶标记羊抗兔 IgG 购自北京中杉
金桥公司。
1． 2 细胞培养 将黑色素瘤细胞 B16-F10 培养于
含 10% 胎牛血清、100 U /ml 青 /链霉素的 ＲPMI
1640 培养液中，置于 37 ℃ 5%CO2 的加湿培养箱中
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培养至对数期，0. 25%胰蛋白酶消化，每 2 ～ 3 d 换
液传代。
1． 3 MTT实验 取处于对数生长期的 B16-F10 细
胞接种于 96 孔板中，置于 37 ℃、5% CO2 中培养过

夜，使细胞单层铺满孔底。次日将培养好的 B16-
F10 细胞分为 8 组，实验组分别加入不同浓度甘草
次酸溶液( 0、0. 25、0. 5、1、2、4、8、16 μmol /L) ［8］，空
白对照组加入等量生理盐水，每组设 6 个复孔，同时
以顺铂 0. 01 mmol /L 作为阳性对照组。作用 24 h
后，参考MTT试剂盒操作说明，使用酶标仪检测 570
nm处的光密度( optical density，OD) 值，重复测定 3
次取平均值，记录数据并计算增殖抑制率。增殖抑
制率 = 1 － OD药物组 /OD空白组。
1． 4 Transwell 小室法检测细胞侵袭及迁移 取
Matrigel稀释液用移液器均匀涂抹在小室底部，待其
均匀凝固，将对数生长期的各组细胞制成单细胞悬

液，于小室内每孔加入 1 × 105 个细胞，置于 37 ℃、
5% CO2 中培养，24 h 后取出小室，PBS 洗涤，10%
中性甲醛溶液固定，结晶紫染色，在显微镜下随机选

择 10 个高倍( × 200) 视野，统计侵袭过膜的细胞数
目。迁移实验则无需包被 Matrigel 胶，小室内接种
细胞，培养 8 h后进行染色、计数。
1． 5 Western blot 实验检测蛋白表达水平 提取
各组细胞培养 48 h 后的总蛋白，Bradford 调节蛋白
浓度。经 SDS-PAGE凝胶电泳、电转膜至 PVDF 膜，
密封 2 h，分别添加 MMP-9、MMP-2、Wnt1、β-catenin
及 β-actin一抗，4 ℃孵育过夜，加入 HＲP 标记的二
抗，继续孵育 1 h，TBST漂洗，ECL发光液显色，暗室
曝光。
1． 6 裸鼠移植瘤模型构建及分组给药 取处于对
数生长期的 B16-F10 细胞，生理盐水调整细胞悬液
浓度至 2 × 106 /ml。将适应性饲养 1 周后的 BALB /
C裸鼠常规消毒腹部皮肤，经其左侧上腹部皮下注
入细胞悬液 100 μl。接种 1 周后，将 20 只小鼠随机
分为对照组和甘草次酸组，10 只 /组。甘草次酸组
小鼠每天灌胃给予 100 μl甘草次酸溶液，给药剂量
40 mg /kg［9］; 对照组予同体积生理盐水。饲养期间
动态观察肿瘤生长情况，每 5 d 用游标卡尺测量皮
下移植瘤的最大长径( a) 、横径( b) ，肿瘤体积计算
公式: V =1 /2ab2，绘制肿瘤生长曲线。饲养 30 d 后
将所有裸鼠处死，剥离肿瘤，称量质量。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 统计学软件进
行数据分析，计量资料以 珋x ± s 表示，多组间比较采
用单因素方差分析( One-way ANOVA) ，两组间比较

采用 t检验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 甘草次酸对黑色素瘤细胞活力的影响 MTT
结果( 图 1 ) 显示: 用不同浓度的甘草次酸( 0. 25、
0. 5、1、2、4、8、16 μmol /L) 处理黑色素瘤细胞 B16-
F10 后，当甘草次酸浓度≥2 μmol /L 时，其对 B16-
F10 细胞的增殖具有明显的抑制作用( P ＜ 0. 05 ) ，
见图 1。经计算，IC50 值 = 2. 592，表明根据甘草次
酸以剂量依赖性方式抑制 B16-F10 细胞增殖，后续
选取 0、1、2、4 μmol /L作为试验处理浓度。

图 1 甘草次酸对黑色素瘤细胞活力的影响

与 0 μmol /L比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 甘草次酸对黑色素瘤细胞侵袭的影响 Tran-
swell小室侵袭实验结果( 图 2) 显示: 2、4 μmol /L甘
草次酸与顺铂处理组 B16-F10 细胞的侵袭细胞数
( 82. 39 ± 4. 24 ) 个 /视野、( 38. 33 ± 3. 46 ) 个 /视野、
( 34. 26 ± 2. 09) 个 /视野均明显低于 0 μmol /L 甘草
次酸的( 154. 68 ± 9. 68 ) 个 /视野( F = 816. 010，P ＜
0. 05) 。表明甘草次酸干预后能够抑制黑色素瘤细
胞的侵袭能力。
2． 3 甘草次酸对黑色素瘤细胞迁移的影响 Tran-
swell小室迁移实验结果( 图 3) 显示，2、4 μmol /L甘
草次酸与顺铂处理组 B16-F10 细胞的迁移细胞数
( 92. 00 ± 8. 06 ) %、( 59. 00 ± 5. 75 ) %、( 46. 00 ±
5. 42) %均明显低于 0 μmol /L 甘草次酸组( 195. 00
± 11. 26) % ( F = 726. 954，P ＜ 0. 05 ) 。表明甘草次
酸干预后能够抑制黑色素瘤细胞的迁移能力。
2． 4 甘草次酸对侵袭迁移相关蛋白表达的影响
Western blot实验结果( 图 4 ) 显示: 与 0 μmol /L 相
比，2、4 μmol /L 甘草次酸与顺铂处理组 B16-F10 细
胞中的侵袭迁移相关蛋白MMP-9、MMP-2蛋白表达
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图 2 甘草次酸对黑色素瘤细胞侵袭能力的影响
A: Transwell检测黑色素瘤细胞侵袭数量 × 200; B: 黑色素瘤细胞侵袭数量统计; 1: 0 μmol /L甘草次酸处理; 2: 1 μmol /L甘草次酸处理; 3:

2 μmol /L甘草次酸处理; 4: 4 μmol /L甘草次酸处理; 5: 顺铂处理。与 0 μmol /L甘草次酸比较: * P ＜ 0. 05; 与顺铂组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 甘草次酸对黑色素瘤细胞迁移能力的影响
A: Transwell检测黑色素瘤细胞迁移数量( × 200) ; B: 黑色素瘤细胞迁移数量统计; 1: 0 μmol /L甘草次酸处理; 2: 1 μmol /L甘草次酸处理;

3: 2 μmol /L甘草次酸处理; 4: 4 μmol /L甘草次酸处理; 5: 顺铂处理; 与 0 μmol /L甘草次酸比较: * P ＜ 0. 05; 与顺铂组比较: #P ＜ 0. 05

水平明显下降( F = 320. 737、311. 940，P ＜ 0. 05 ) 。
表明甘草次酸干预后可能通过抑制侵袭迁移相关蛋

白表达进而抑制黑色素瘤细胞侵袭迁移能力。
2． 5 甘草次酸对 Wnt /β-catenin 通路蛋白表达的
影响 Western blot 实验结果 ( 图 5 ) 显示: 与 0
μmol /L相比，2、4 μmol /L 甘草次酸与顺铂处理组
B16-F10 细胞中的Wnt /β-catenin通路蛋白Wnt1、β-
catenin 蛋白表达水平明显下降 ( F = 116. 136、
39. 976，P ＜ 0. 05) 。表明甘草次酸干预可能通过抑
制黑色素瘤细胞中 Wnt1、β-catenin蛋白表达而抑制
肿瘤恶性生物学行为。
2． 6 甘草次酸抑制荷瘤小鼠肿瘤生长 荷瘤实验
结果( 图 6) 显示: 与对照组相比，甘草次酸组小鼠的

肿瘤重量、体积明显下降，瘤体组织中的 Wnt1、β-
catenin、MMP-9、MMP-2 蛋白及表达水平也明显下降
( t = 17. 897、29. 304、13. 347、10. 525、25. 194、
18. 407，P ＜ 0. 05) 。表明甘草次酸能够在体内抑制
异位移植瘤的恶性生物学行为。

3 讨论

甘草次酸是甘草的重要提取成分之一，由甘草

酸水解脱去糖酸链所形成。近些年体外实验研究显
示，甘草次酸细胞毒性较低，且具有抗肿瘤转移的功

效［10］。本研究将甘草次酸应用于小鼠黑色素瘤细
胞 B16-F10 中，MTT 实验结果显示，用不同浓度的
甘草次酸处理B16-F10细胞后，均能抑制细胞增殖
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图 4 甘草次酸对黑色素瘤细胞中 MMP-2、MMP-9 蛋白表达的影响
A: 甘草次酸干预后黑色素瘤细胞中 MMP-2、MMP-9 蛋白表达水

平; B: 各组 MMP-2、MMP-9 蛋白表达统计; 1: 0 μmol /L 甘草次酸处

理; 2: 1 μmol /L 甘草次酸处理; 3: 2 μmol /L 甘草次酸处理; 4: 4

μmol /L甘草次酸处理; 5: 顺铂处理; 与 0 μmol /L 甘草次酸比较:
* P ＜ 0. 05; 与顺铂组比较: #P ＜ 0. 05

图 5 甘草次酸对黑色素瘤细胞中Wnt1、β-catenin蛋白表达的影响
A: 甘草次酸干预后黑色素瘤细胞中 Wnt1、β-catenin 蛋白表达

水平; B: 各组 Wnt1、β-catenin 蛋白表达统计; 1: 0 μmol /L 甘草次酸

处理; 2: 1 μmol /L 甘草次酸处理; 3: 2 μmol /L 甘草次酸处理; 4: 4

μmol /L甘草次酸处理; 5: 顺铂处理; 与 0 μmol /L 甘草次酸比较:
* P ＜ 0. 05; 与顺铂组比较: #P ＜ 0. 05

图 6 甘草次酸对裸鼠移植瘤生长及Wnt1、β-catenin、MMP-9、MMP-2 蛋白水平的影响
A: 裸鼠移植瘤; B: 甘草次酸干预后裸鼠移植瘤重量的统计; C: 甘草次酸干预后裸鼠移植瘤体积的统计; D: 各组 MMP-2、MMP-9、Wnt1、β-

catenin蛋白表达分析; E: 各组 MMP-2、MMP-9、Wnt1、β-catenin蛋白表达统计; 1: 对照组; 2: 甘草次酸组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

活性，且随着甘草次酸浓度的增高，其增殖抑制效果

差异显著，证实了甘草次酸对小鼠黑色素瘤细胞

B16-F10 的增殖活性具有抑制作用，提示甘草次酸

在黑色素瘤细胞中也具有抗肿瘤细胞增殖的特性，

孙伟 等［11］以大肠癌 Lovo细胞进行了不同剂量甘草
次酸干预，结果与本研究一致，表明甘草次酸能够呈
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浓度依赖的抑制肿瘤细胞增殖活性。基于 MTT 结
果，本研究进一步选择了 0、1、2、4 μmol /L浓度甘草
次酸进行后续体外实验。
浸润、转移至其他组织并增殖形成新的侵袭转

移瘤是恶性肿瘤的一个生物学特征。为观察甘草次
酸对黑色素瘤细胞体外侵袭和迁移能力的影响，本

研究采用 Transwell 小室实验进行检测，结果显示，
与 0 μmol /L甘草次酸相比，2、4 μmol /L 甘草次酸
处理和顺铂处理 B16-F10 细胞的侵袭过膜的细胞数
目和迁移率明显下降，提示一定浓度的甘草次酸能

有效抑制细胞侵袭、迁移能力; Western blot 实验检
测侵袭迁移相关蛋白表达发现，经 2、4 μmol /L甘草
次酸处理后，B16-F10 细胞的MMP-9、MMP-2 蛋白表
达水平明显下降。细胞外基质和基底膜能为肿瘤细
胞的恶性增殖提供微环境，而二者的降解是肿瘤侵

袭、转移的关键环节。基质金属蛋白酶是现阶段已
知的能降解细胞外基质的唯一酶类，其中，MMP-2
和 MMP-9 是到目前被发现唯一能够降解 IV型胶原
的 MMPs，其与破坏肿瘤细胞侵袭、转移的组织学屏
障关系密切，并能促进新血管生成［12］。MMP-2 与肿
瘤细胞黏附、分离关系紧密，细胞对组织培养板的黏
附能力在加入 MMP-2 抗体后得到增强。上述结果
进一步证实甘草次酸能调控细胞侵袭迁移相关蛋白

MMP-9、MMP-2 表达，降低小鼠黑色素瘤细胞 B16-
F10 的体外侵袭、迁移能力。

Wnt /β-catenin 信号通路是目前公认的一条与
肿瘤密切相关的信号通路，其与肿瘤的侵袭、迁移等
生物学行为关系紧密［13］。Wnt 信号通路广泛存在
于无脊椎动物和脊椎动物中，其在成熟器官的细胞

更新、组织稳态中起重要作用，而在自身免疫性疾
病、骨关节病、结直肠癌等多种疾病的病理过程中，
Wnt信号通路也可能被抑制或激活，进而参与疾病
的发生、发展过程［14］。目前研究［15］显示，Wnt /β-
catenin信号通路在影响成黑色素细胞的发展、加速
黑色素瘤的形成方面具有重要作用。本研究结果显
示，与 0 μmol /L 甘草次酸相比，2、4 μmol /L 甘草次
酸和顺铂处理 B16-F10 细胞中的 Wnt /β-catenin 通
路蛋白 Wnt1、β-catenin 蛋白表达水平明显下降，且
加入 Wnt /β-catenin 通路蛋白激活剂 LiCl 后，细胞
的 Wnt1、β-catenin 蛋白表达水平明显上升。此外，
本研究还进一步构建了裸鼠移植瘤模型，观察了甘

草次酸对黑色素瘤细胞体内侵袭和迁移能力的影

响，发现与对照组相比，甘草次酸组小鼠的肿瘤重

量、体积明显下降，瘤体组织中的 Wnt1、β-catenin、

MMP-9、MMP-2 蛋白及表达水平也明显下降，进一
步证实了甘草次酸在体内也具有抑制肿瘤侵袭和迁

移的作用。上述结果提示甘草次酸可能是通过抑制
Wnt /β-catenin信号通路激活来实现抑制黑色素瘤
细胞体内外侵袭、迁移的作用。
综上所述，甘草次酸对黑色素瘤细胞体内外侵

袭、迁移具有抑制作用，其机制可能是抑制 Wnt /β-
catenin信号通路激活来发挥作用，有助于了解甘草
次酸对黑色素瘤的作用机制。然而肿瘤的生物学行
为机制十分复杂，是否存在其他通路实现甘草次酸

的抗肿瘤侵袭、迁移能力仍有待进一步探索。
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Mechanism of glycyrrhetinic acid on inhibiting malignant
biological behaviors of melanoma by Wnt /β － catenin pathways

Li Yuan1，Ma Chong2，Ma Lei1，Wang Jing1，Shu Chunmei1，Hu Haiyou1，Li Na1

( 1Dept of Dermatology and Venereology，2Dept of Colorectal Anus，
Hernia and Abdominal Wall Surgery，Affiliated Hospital of Binzhou Medical College，Binzhou 256600)

Abstract Objective To explore the possible mechanism of glycyrrhetinic acid on inhibiting malignant biological
behaviors of melanoma by Wnt /β-catenin pathways． Methods The melanoma cells B16-F10 were selected as the
research objects． The concentration gradient tests ( 0，1，2，4 μmol /L) were conducted by MTT． The cells given
cisplatin intervention was enrolled as positive controls． The cells invasion and migration were detected by Transwell
chamber assay． The expression levels of Wnt /β-catenin pathway proteins，invasion and migration related proteins
( MMP-2，MMP-9) in B16-F10 cells were detected by Wester blot． The xenograft models of nude mice were con-
structed，and they were divided into control group ( without drugs treatment) and glycyrrhetinic acid group ( 40 mg /
kg) ． The growth of tumor tissues，and expression levels of Wnt /β-catenin pathway proteins，invasion and migration
related proteins were observed． Ｒesults MTT results showed that glycyrrhetic acid could inhibit the proliferation of
B16-F10 cells in a concentration-dependent manner． The inhibition effect of glycyrrhetic acid ( ≥2 μmol /L) was
significant on the proliferation of B16-F10 cells ( P ＜ 0. 05 ) ． The results of Transwell chamber assay showed that
compared with control group，invasion and migration abilities of B16-F10 cells were significantly reduced after treat-
ment with glycyrrhetinic acid ( 2，4 μmol /L) ( P ＜ 0. 05 ) ． Wester blot results showed that compared with those
without glycyrrhetinic acid treatment，expression levels of MMP-9，MMP-2，Wnt1 and β-catenin protein in B16-
F10 cells significantly decreased after treatment with glycyrrhetinic acid ( 2，4 μmol /L) ( P ＜ 0. 05) ． The results
of tumor-bearing assay showed that compared with control group，weight and volume of tumors significantly de-
creased in glycyrrhetinic acid group，and expression levels of Wnt1，β-catenin，MMP-9 and MMP-2 proteins also
significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Glycyrrhetinic acid can significantly inhibit the malignant biolog-
ical behaviors of melanoma in vitro and vivo． And its mechanism may be related to inhibiting the activation of Wnt /
β-catenin signaling pathways．
Key words glycyrrhetinic acid; melanoma; invasion ability; migration ability; Wnt /β-catenin
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