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[摘  要]  目的：探讨甘草次酸（GA）调节β-连环蛋白（β-catenin）/转录因子4（TCF4）信号通路对肝细胞癌SMMC-7721细胞增

殖、迁移、侵袭及上皮间质转化（EMT）的影响及其机制。方法：以 HCC 细胞 SMMC-7721为研究对象，将其随机分为对照、

L-GA、M-GA、H-GA组（50、100、200 μmol/L GA）、GA + LiCl组（200 μmol/L GA + 40 μmol/L β-catenin激活剂LiCl）。采用平板克

隆实验、Transwell实验、流式细胞术检测GA对SMMC-7721细胞增殖、迁移和侵袭及细胞凋亡的影响，WB法检测GA对SMMC-

7721细胞中β-catenin/TCF4通路蛋白（β-catenin、TCF4）和EMT相关蛋白（E-cadherin、vimentin）表达的影响。构建SMMC-7721细

胞裸鼠移植瘤模型，观察 GA 对荷瘤裸鼠移植瘤生长及 β -catenin、TCF4 蛋白表达的影响。结果：与对照组相比，L-GA、

M-GA、H-GA组SMMC-7721细胞克隆数、迁移和侵袭数、β-catenin、TCF4、vmentin蛋白表达均显著降低（均P < 0.05），细胞凋亡

率、E-cadherin蛋白表达均升高（均P < 0.05）；与H-GA组相比，GA + LiCl组细胞克隆数、迁移和侵袭数、β-catenin、TCF4、vimentin

蛋白表达均显著升高（均P < 0.05），细胞凋亡率、E-cadherin蛋白表达均显著降低（均P < 0.05）。荷瘤裸鼠模型实验显示，GA组裸

鼠移植瘤质量和体积、β-catenin和TCF4蛋白阳性率均显著低于对照组（均P < 0.05）。结论：GA显著抑制SMMC-7721细胞的增

殖、迁移、侵袭和EMT进程，进而抑制HCC的进展，其机制可能是通过抑制β-catenin/TCF4信号通路实现的。
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[Abstract]  Objective:  To investigate the effects and mechanisms of glycyrrhetinic acid (GA) on the proliferation, migration, invasion, 

and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells by regulating the β-catenin/transcription 

factor 4 (TCF4) signaling pathway. Methods: HCC cells SMMC-7721 were randomly separated into the control, L-GA, M-GA, H-GA 

groups (50, 100, 200 μmol/L GA) and the GA + LiCl group (200 μmol/L GA + 40 μmol/L β-catenin activator LiCl). The effects of GA 

on the proliferation, migration, invasion and apoptosis of SMMC-7721 cells were detected by plate cloning, Transwell experiment and 

flow cytometry. WB was applied to detect the effects of GA on the expressions of β-catenin/TCF4 signaling pathway proteins 

(β-catenin、TCF4) and EMT (E-cadherin, vimentin)-related proteins in SMMC-7721 cells. The model of SMMC-7721 cell transplanted 

tumor in nude mice was established to observe the effects of GA on the growth of transplanted tumor and the expressions of β-catenin 

and TCF4 proteins. Results: Compared with the control group, SMMC-7721 cell clonal number, migration and invasion numbers, 

β-catenin, TCF4 and vmentin protein expressions in the L-GA, M-GA and H-GA groups decreased significantly (all P < 0.05), while the 

apoptosis rate and the expression of E-cadherin protein increased (all P < 0.05). Compared with the H-GA group, the numbers of 

clones, migration and invasion, β-catenin, TCF4 and vimentin protein expressions in the GA + LiCl group increased significantly (all 

P < 0.05), while the apoptosis rate and E-cadherin protein expression decreased significantly (all P < 0.05). Tumor-bearing nude mouse 

model experiment showed that the tumor weight and volume and the positive rates of β-catenin and TCF4 proteins in the GA group 

were significantly lower than those in the control group (all P < 0.05). Conclusion: GA can significantly inhibit the proliferation, 
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migration, invasion, and the EMT process of SMMC-7721 cells, thereby inhibiting the progression of HCC. Its mechanism may be 

achieved by inhibiting the β-catenin/TCF4 signaling pathway.

[Key words]  glycyrrhetinic acid (GA); β -catenin/transcription factor 4 (TCF4); hepatocellular carcinoma (HCC); SMMC-7721 cell; 

proliferation; migration; invasion; epithelial-mesenchymal transition (EMT)
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是癌

症相关死亡的第二大原因，是最常见的肝癌类型，占

所有病例的 75%[1]。尽管在过去十年中取得了重大

进展，但HCC仍然是最难治疗的恶性肿瘤之一。在

早期，HCC可以手术切除或采用经动脉化疗栓塞术、

射频消融等治疗方法，对于接受过HCC消融或切除

的患者，其 5年内的复发率高达 70%，且大多数HCC

患者在确诊时已处于疾病晚期，导致局部治疗和手

术都无效或不可行[2]。因此，探讨HCC细胞生物学行

为相关的分子机制、开发治疗HCC新药物至关重要。

甘草次酸（glycyrrhetinic acid, GA）约占甘草根干重的

4%~5%，具有抗炎、抗溃疡、抗过敏、抗病毒、抗氧化、

抗肿瘤、免疫调节，以及护肝、保护心和神经等多种

作用[3]。研究[4]表明，GA在较低剂量时对肝癌有一定

疗效且毒副作用较小。β-连环蛋白（β-catenin）是Wnt

信号通路的关键蛋白，正常情况下位于肝细胞膜，被

激活后会在细胞富集并转位到细胞核，通过调控基

因表达和下游多个信号级联反应促进HCC的形成[5]。

转录因子 4（transcription factor 4, TCF4）是 TCF/LEF

家族的重要成员之一，通过 SOX 样 HMG 结构域与

DNA结合，是Wnt/β-catenin通路中的一个关键转录

因子，TCF4在Wnt/β-catenin信号异常的HCC中高表

达[6]。目前，GA对β-catenin/TCF4信号通路调控作用

及其对HCC细胞增殖、侵袭和上皮间质转化（EMT）

中的具体机制尚不清晰。因此，本研究通过探讨GA

对HCC细胞恶性生物学行为的影响及其分子机制，

以期提高肝癌患者的治疗效果和预后。

1  材料与方法

1.1  细胞、动物及主要试剂

SMMC-7721细胞（货号：JK-2936S）购自上海晶

抗生物工程有限公司。

雄性、6周龄、18~22 g、BALB/C裸鼠[许可证号：

SCXK（鄂）2022-0029] 购自武汉贝赛模式生物科技

有限公司。动物实验通过武汉贝赛模式生物科技有

限公司动物伦理委员会批准[伦理审批号：BSMS动

(福)第2023-04-257A号]。

GA（货号：T0036）购自南京赛泓瑞生物科技有

限公司，氯化锂（LiCl）（货号：YRS3075）购自上海远

慕生物科技有限公司，Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检

测试剂盒（货号：AC12L033）购自上海和元李记生物

技术有限公司，RIPA裂解缓冲液、BCA蛋白浓度测

定试剂盒（货号：MT0066-VMA、ZN1871-ZYU）购自

北京百奥莱博科技有限公司，Super ECL Star检测试

剂盒（货号：S6020L）购自上海杏园瑞民生物工程有

限公司，DAB染色试剂盒（货号：C02-04001）购自上

海彩佑实业有限公司，抗体 GAPDH、β -catenin、

TCF4、上 皮 钙 黏 素（E-cadherin）、波 形 蛋 白

（vimentin）、HRP 标记驴抗兔二抗（货号：ab59164、

ab32572、ab217668、ab227639、ab137321、ab205722）

购自英国Abcam公司。

1.2  细胞分组与GA处理

将SMMC-7721 细胞随机分为对照（未处理细

胞）、L-GA、M-GA、H-GA（50、100、200 μmol/L GA）和

GA + LiCl组（200 μmol/L GA + 40 μmol/L β-catenin激活

剂LiCl）。各组细胞培养24 h后，进行后续实验。

1.3  平板克隆实验检测 GA 对 SMMC-7721 细胞增

殖的影响

将各组对数生长期的 SMMC-7721细胞以5 × 102

个/孔接种于6孔板中，培养2~3周。当细胞形成足够大

的克隆，用 4% 多聚甲醛溶液固定，0.1%结晶紫染色

15 min，倒置显微镜拍摄图像，并使用Image J软件分析

并统计细胞克隆数。

1.4  Transwell 实验检测 GA 对 SMMC-7721 细胞迁

移和侵袭的影响

迁移实验：将各组SMMC-7721细胞以5 × 104个/

孔的密度接种于的Transwell上室中，同时加入 100 μL

无血清培养基，下室中加入 500 μL含 10%胎牛血清

的完全培养基。培养 16~24 h后，用 4%多聚甲醛溶

液固定细胞 15 min，0.01%结晶紫染色 30 min。PBS

清洗后，于光学显微镜下观察并拍照，使用 Image J软

件分析迁移细胞数量。

侵袭实验：在上室加细胞之前需预铺基质胶外，

其余方法同迁移实验。

1.5  流式细胞术检测 GA 对 SMMC-7721 细胞凋亡

的影响

将各组对数生长期SMMC-7721 细胞调整细胞

密度至1 × 106个/mL，取100 μL细胞悬液于流式管中，

在避光条件下，分别加入5 μL Annexin Ⅴ-FITC和10 μL 

PI，轻轻混匀后室温避光作用 15 min。随后加入300 

μL结合缓冲液，混合后立即置于冰上。采用流式细胞

仪检测染色细胞情况，分析并统计细胞的凋亡率。细
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胞凋亡率 = 凋亡细胞数/总细胞数 × 100%。

1.6  WB法检测SMMC-7721细胞 β-catenin/TCF4通

路蛋白和EMT相关蛋白的表达

各组SMMC-7721细胞经RIPA裂解液裂解后提

取总蛋白，采用BCA试剂盒测定蛋白浓度。将等量

蛋白质样品进行 10% SDS-PAGE分离，后将蛋白质

转移到 PVDF 膜上，室温下用 TBST（含 0.1% Tween 

20、154 mmol/L NaCl、20 mmol/L的Tris-HCl）封闭膜

1 h，分别加入 β-catenin（1∶5 000）、TCF4（1∶10 000）、

E-cadherin（ 1∶25）、vimentin（ 1∶500）及 GAPDH

（1∶2 000）一抗，4 ℃处理过夜。用TBST洗膜后，加

入HRP标记的驴抗兔二抗（1∶2 000），室温作用 1 h。

在暗室中使用 Super ECL Star 试剂盒显影 ，以

GAPDH为内参，采用 Image J软件分析蛋白质条带的

灰度值。

1.7  SMMC-7721细胞裸鼠移植瘤模型的构建及观察

取BALB/c裸鼠背部皮下注射 SMMC-7721 细胞

（5 × 106个/100 μL PBS），当移植瘤体积达到 50~

100 mm3时，随机分为对照组、GA组，每组6只。GA组

每天背部皮下注射2 mg/kg的GA治疗[7]，对照组注射等

量PBS。22 d时，麻醉处死小鼠，分离HCC移植瘤标本，

称量其质量，依据公式=0.5 × 长径 × 短径 2计算移植瘤

体积。

1.8  免疫组化法检测裸鼠移植瘤组织中 β-catenin、

TCF4蛋白的表达

将两组裸鼠HCC组织标本常规固定、石蜡包埋，

切片 4 µm厚，经脱蜡和水化后，用PBS洗涤 3次，每

次30 s。加入 45 µL 过氧化物酶阻断液，室温处理

10 min，以阻断内源性过氧化物酶的活性。然后，

用 β-catenin（1∶500）、TCF4（1∶100）一抗，4 ℃过夜。

加入驴抗兔二抗（1∶2 000），室温下放置 30 min后，

PBS洗涤 3 次。使用 DAB 染色试剂盒对切片进行

染色，苏木精复染后，于光学显微镜下观察并分

析 β-catenin 和 TCF4 蛋白的阳性率。蛋白阳性率 = 

阳性细胞数/总细胞数×100%。

1.9  统计学处理

以上主要实验均独立重复6次。采用SPSS 26.0

软件进行数据分析。符合正态分布的计量资料以

x̄ ± s表示，两组间比较采用独立样本 t检验；多组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用SNK-q检验。

以P < 0.05表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  GA显著抑制SMMC-7721细胞的增殖能力

平板克隆实验结果（表1，图A）显示，与对照组相

比，L-GA、M-GA、H-GA 组 SMMC-7721 细胞克隆数

均呈剂量依赖性显著减少（均P < 0.05）；与H-GA组

相比，GA + LiCl组克隆数显著增加（P < 0.05）。结果

表明，GA能够剂量依赖性地抑制 SMMC-7721细胞

的克隆形成能力，提示其具有抑制肝癌细胞增殖的

潜力；同时使用LiCl则逆转了GA对细胞增殖的抑制

作用。

表1    GA对SMMC-7721细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响（n = 6，，x̄ ± s））

组别             

对照组

L-GA组

M-GA组

H-GA组

GA + LiCl组

克隆数（个）

145.82 ± 14.86

99.53 ± 12.59*

76.74 ± 11.33*▲

51.25 ± 10.64*▲▽

128.31 ± 13.71△

迁移细胞数（个）

129.51 ± 13.87

99.74 ± 11.53*

78.32 ± 10.95*▲

53.28 ± 9.31*▲▽

113.46 ± 12.69△

侵袭细胞数（个）

114.96 ± 11.77

80.73 ± 9.83*

58.51 ± 8.31*▲

37.22 ± 7.25*▲▽

93.68 ± 10.95△

细胞凋亡率（%）

2.83 ± 0.90

11.86 ± 1.96*

27.31 ± 3.02*▲

48.96 ± 4.99*▲▽

8.54 ± 1.53△

与对照组比较，*P < 0.05；与L-GA组比较，▲P < 0.05；与M-GA比较，▽P < 0.05；与H-GA组比较，△P < 0.05。

2.2  GA显著抑制SMMC-7721细胞的迁移和侵袭能力

Transwell实验结果（表 1，图 1B）显示，与对照组

相比，L-GA、M-GA、H-GA 组 SMMC-7721 细胞的迁

移数、侵袭数均呈剂量依赖性减少（均P < 0.05）；与

H-GA组相比，GA + LiCl组迁移和侵袭细胞数均显

著增多（P < 0.05）。结果表明，GA能够剂量依赖性地

抑制SMMC-7721细胞的迁移和侵袭能力，提示其具

有抑制肝癌细胞迁移和侵袭的潜力；同时使用LiCl

则逆转了GA对细胞迁移和侵袭的抑制作用。

2.3  GA显著促进SMMC-7721细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（表 1，图 1C）显示，与对照

组相比，L-GA、M-GA、H-GA 组 SMMC-7721 细胞凋

亡率均呈剂量依赖性升高（均 P < 0.05）；与H-GA

组相比，GA + LiCl 组细胞凋亡率显著低于H-GA

组（P < 0.05）。结果表明，GA能够剂量依赖性地促进

SMMC-7721细胞的凋亡，提示其具有促进肝癌细胞

凋亡的潜力；同时使用LiCl则逆转了GA对细胞凋亡

的促进作用。
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A：平板克隆实验检测SMMC-7721细胞增殖能力（× 10）；A：Transwell实验检测SMMC-7721细胞的迁移和侵袭能力（× 200）；

C：流式细胞仪检测SMMC-7721细胞凋亡水平。

图1    GA对SMMC-7721细胞增殖、迁移和侵袭和凋亡的影响

2.4  GA下调SMMC-7721细胞β-catenin、TCF4和vimentin

表达，上调E-cadherin表达

WB实验结果（图 2，表 2）显示，与对照组相比，

L-GA、M-GA、H-GA组SMMC-7721细胞中β-catenin、

TCF4、vimentin 蛋白表达均呈剂量依赖性降低（均

P < 0.05），E-cadherin蛋白表达呈剂量依赖性升高（均

P < 0.05）；与 H-GA 组相比，GA + LiCl 组 β-catenin、

TCF4和vimentin 蛋白表达显著增加（均P < 0.05），

E-cadherin蛋白表达显著降低（P < 0.05）。结果表明，

GA能够剂量依赖性地抑制β-catenin、TCF4、vimentin

蛋白表达，促进E-cadherin蛋白表达，提示其具有抑

制β-catenin/TCF4通路和肝癌细胞EMT的潜力；同时

使用LiCl则逆转了GA对β-catenin/TCF4通路和细胞

EMT的抑制作用。

图2  GA对SMMC-7721细胞中β-catenin、TCF4、E-cadherin

和vimentin表达的影响

表2    SMMC-7721细胞中β-catenin、TCF4、E-cadherin和vimentin表达比较

组别            

对照组

L-GA组

M-GA组

H-GA组

GA + LiCl组

β-catenin

1.34±0.15

0.99±0.13*

0.72±0.12*▲

0.35±0.11*▲▽

1.18±0.14△

TCF4

1.53±0.19

1.09±0.17*

0.81±0.16*▲

0.47±0.15*▲▽

1.36±0.18△

E-cadherin

0.22±0.07

0.67±0.12*

0.94±0.13*▲

1.34±0.14*▲▽

0.48±0.09△

Vimentin

1.27±0.13

0.89±0.10*

0.54±0.08*▲

0.23±0.07*▲▽

1.13±0.12△

与对照组比较，*P < 0.05；与L-GA组比较，▲P < 0.05；与M-GA比较，▽P < 0.05；H-GA组比较，△P < 0.05。
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2.5  GA抑制裸鼠移植瘤生长并下调β-catenin、TCF4

蛋白表达水平

成功构建 SMMC-7721 细胞裸鼠移植瘤模型。

测量结果（表3，图3A）显示，与对照组相比，GA组裸

鼠移植瘤的质量和体积均显著下降（均 P < 0.05）。

免疫组化检测结果（表3，图 3B）显示，与对照组相比，

GA组裸鼠移植瘤组织中 β-catenin、TCF4 阳性表达

率均显著下降（均 P < 0.05）。结果表明，GA 能够

显著抑制裸鼠移植瘤的生长，其机制可能与抑制

Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白β-catenin和TCF4的

表达有关。

图3    剥离的裸鼠移植瘤的形态（A）及移植瘤组织中β-catenin、TCF4蛋白（B）的表达

表3    裸鼠移植瘤质量和体积及β-catenin、TCF4蛋白的表达

组别

对照组

GA组

质量（g）

1.94 ± 0.23

0.83 ± 0.20*

体积（mm3）

1382.11 ± 142.63

507.94 ± 133.95*

β-catenin阳性率（%）

77.81 ± 7.96

26.85 ± 7.14*

TCF4阳性率（%）

82.55 ± 8.40

30.14 ± 7.68*

与对照组比较，*P < 0.05。

3  讨  论

在大多数国家，男性的HCC发病率和病死率比

女性高 2~3倍，其恶性程度高和预后差[8。HCC病例

通常由乙型或丙型肝炎病毒感染或长期酗酒引起。

此外，代谢综合征、成人肥胖症、糖尿病高发病率，以

及非酒精性脂肪性肝病和肝炎的高发病率，已成为

HCC的重要诱因，其不同病因也反映在HCC的分子

异质性上[9]。然而，目前仅5%~15%的HCC患者适合

手术切除（限于早期病例），而晚期HCC患者化疗效

果欠佳，且因严重的不良反应导致肝损伤，增加患者

痛苦[10]。因此，阐明HCC的发病机制并开发新型药

物，对提高HCC患者的临床治疗效果和生存率具有

重要意义。

GA是一种从甘草中提取的具有生物活性的代

谢物，在体外可以抑制宫颈癌、结直肠癌、非小细胞

肺癌和HCC等多种类型的癌细胞的活性，在体内GA

在多种癌细胞来源的异种移植小鼠模型中也显示出

抗肿瘤活性[3]。袁建晖等[11] 发现，GA 通过调控

caspase-9的表达，抑制子宫内膜癌细胞的恶性生物

学行为，进而抑制子宫内膜癌的进展。GUO等[12]发

现，GA通过促进Prdx6-和 caspase-3介导的线粒体凋

亡来抑制非小细胞肺癌的进展。SANG 等[13]发现，

GA 通过增加肿瘤部位 CD4+ T 和 CD8+ T 细胞的比

例，促进 CD4+ T 细胞向 Th1 细胞分化，降低 Treg 和

Th2细胞亚群的比例，从而改善肿瘤微环境，抵消苯

丁酸氮芥对肿瘤免疫的不利因素，并通过干扰DNA

复制和调节肿瘤微环境，有效治疗肝癌。相关研究[14]表

明，E-cadherin、vimentin可以调控肝癌的 EMT，在肝

癌转移过程中发挥作用。本研究发现，GA处理后使

SMMC-7721细胞增殖、迁移及侵袭能力下降，细胞凋

亡率升高，EMT相关蛋白呈浓度依赖表达降低，提示

GA 可能通过抑制癌细胞的恶性生物学行为，抑制

HCC的进展，因此GA可作为治疗肝癌的潜在新药

物。

Wnt/β-catenin的失调可促进包括肿瘤在内的不

同肝病的发展[5]。异常的细胞内 β-catenin积累和核

易位可增强TCF4的反式激活，TCF4的异常激活进

一步增强了其与靶基因E-box序列的结合能力，激活

下游靶基因的转录，促进肿瘤细胞的增殖、血管侵袭

及远处转移 [15] 。 CHENG 等 [16] 发现 ，FOXM1通过

β-catenin/TCF4信号转导，促进食管癌细胞的迁移、侵

袭，以及肿瘤发生、血管生成。GULATI等[17]发现，磷

酸化介导的 β-catenin/TCF4通路激活可增加侵袭性

肝癌患者的癌基因表达，并促进肝母细胞瘤的发展。

SONG 等[18]发现，半乳糖凝集素 -3 激活 β -catenin/
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TCF4信号通路，在体外调控HCC细胞的血管生成和

EMT进程，在动物模型中增强HCC移植瘤发生和转

移。赵伶伶等[19]发现，白茅苷通过抑制 β-catenin/

TCF4通路的活化，在体外抑制肝癌HepG2细胞的恶

性生物学行为，在体内抑制肝癌移植瘤的生长。本

研究发现，GA处理后的SMMC-7721细胞 β-catenin、

TCF4 蛋白的表达均降低，同时经 β-catenin 激活剂

LiCl处理后则逆转了GA对HCC细胞增殖、迁移与侵

袭的抑制作用，提示 GA 可能通过介导 β -catenin/

TCF4 信号通路抑制 HCC 细胞的恶性生物学行为。

进一步体内实验证明，GA显著抑制 SMMC-7721细

胞裸鼠移植瘤的生长，并且可以降低移植瘤组织中

β-catenin、TCF4蛋白的表达，表明GA在体内外均可

能通过抑制β-catenin/TCF4信号通路，进而抑制HCC

的进展。

综上所述，GA可以抑制 SMMC-772细胞增殖、

迁移、侵袭和EMT，进而抑制HCC的进展，其机制可

能是通过抑制 β-catenin/TCF4信号通路实现的。然

而，本研究中GA对HCC的细胞作用局限于 β-catenin/

TCF4信号通路，然而，GA调控HCC细胞生物学行为

的其他靶点及通路仍有待进一步深入研究。
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