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摘要： 目的　探讨甘草查尔酮 A（LCA）对人结直肠癌 HT29 细胞凋亡的影响及相关分子机制。方法　通过

CCK-8 实验检测不同药物浓度处理不同时间后 HT29 细胞的半数抑制浓度（IC50），并筛选出最佳药物浓度和时间。

EdU 染色法检测 LCA 对细胞增殖的抑制作用，流式细胞术测定 LCA 对细胞凋亡的影响。Western blotting 检测

LCA 对细胞内凋亡相关蛋白 Bcl-2 和 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）表达的影响，透射电镜观察细胞线粒体结构变化。

结果　CCK-8 实验结果显示，24、48、72 h 后，LCA 对 HT29 细胞的 IC50值分别为 154.3、20.14、7.943 μmol·L-1。筛选

后分别选择 0、10、20、40 μmol·L-1作为空白对照组（NC）、LCA 低（Low）、中（Middle）、高（High）浓度组，处理 48 h 后

用于后续实验。与对照组相比，LCA 组细胞 EdU 阳性率显著降低（P<0.001），且浓度越高抑制效果越显著。流式结

果显示，随着药物浓度增加，细胞凋亡率也增加（P<0.001）。Western blotting 结果显示，与对照组相比，LCA 组 Bcl-2

蛋白表达显著降低（P<0.001），Bax 蛋白表达显著升高（P<0.05），且药物浓度越高，Bcl-2、Bax 蛋白水平变化越明显，

Bcl-2/Bax 比值降低越显著。透射电镜观察发现，LCA 组细胞线粒体变形肿胀，嵴减少。结论　LCA 可通过下调

Bcl-2、上调 Bax 蛋白诱导人结直肠癌 HT29细胞凋亡，并抑制其增殖。
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Abstract: Objective To investigate the effect of licochalcone A (LCA) on apoptosis in human colorectal cancer HT29 
cells and to elucidate the underlying molecular mechanisms. Methods The half-maximal inhibitory concentration (IC₅₀) of 
LCA against HT29 cells at different time points (24, 48, 72 h) was determined using the CCK-8 assay. Based on these re⁃
sults, an optimal treatment duration of 48 h and LCA concentrations of 0, 10, 20, and 40 μmol·L-1 were selected for subse⁃

基础研究

★基金项目：内蒙古医科大学平台建设项目（PIKY2023030）；公立医院科研联合基金科技项目（2023GLLHO136）；自治区卫
生健康委2023年首府地区公立医院高水平临床专科建设科技项目（2023SGGZ114）。

作者简介：耿宏伟，女，硕士研究生，研究方向为肿瘤放射治疗。
*通信作者：杨昊，男，医学博士，副教授，研究方向为肿瘤放射治疗。

DOI： 10.3969/j.issn.2095-1264.2025.05.11

文章编号： 2095-1264（2025）05-0656-08

−− 656



肿瘤药学 2025 年 10 月第 15 卷第 5 期
Anti-tumor Pharmacy, October 2025, Vol. 15, No.5

quent experiments, designated as the blank control (NC), low-, middle-, and high-concentration groups, respectively. The 
inhibitory effect of LCA on cell proliferation was assessed by EdU staining. Apoptosis was measured by flow cytometry. The 
expression levels of apoptosis-related proteins, Bcl-2 and Bax, were analyzed by Western blotting. Morphological changes 
in mitochondria were observed using transmission electron microscopy. Results The IC₅₀ values of LCA for HT29 cells were 
154.3, 20.14, and 7.943 μmol·L-1 after 24, 48, and 72 hours of treatment, respectively. Compared to the control group, 
LCA treatment significantly reduced the EdU-positive rate in a dose-dependent manner (P<0.001). Flow cytometry con⁃
firmed that LCA induced apoptosis in a concentration-dependent fashion (P<0.001). Western blot analysis showed that 
LCA significantly downregulated Bcl-2 expression (P<0.001) and upregulated Bax expression (P<0.05), leading to a 
marked decrease in the Bcl-2/Bax ratio in a dose-dependent manner. Furthermore, transmission electron microscopy re⁃
vealed characteristic mitochondrial damage in LCA-treated cells, including swelling, deformation, and a reduction in cris⁃
tae. Conclusion Licochalcone A suppresses proliferation and induces apoptosis in human colorectal cancer HT29 cells, po⁃
tentially through a mitochondrial pathway involving the regulation of Bcl-2 and Bax expression. 

Keywords: Licochalcone A; colorectal cancer; cell apoptosis; Bcl-2; Bax

0　前言

结直肠癌是临床上常见的消化系统恶性肿瘤

之一，发病率居所有癌症第三位，死亡率居第二位，

严重威胁人类生命健康［1］。目前，结直肠癌的治疗

仍以手术为主，但术后转移复发率高，而辅助放化

疗及抗血管生成治疗等可能因部分患者发生耐药

而导致治疗效果不佳甚至无效［2-4］，晚期转移性结直

肠癌的 5 年生存率仅 14%［5］。因此，进一步探究结

直肠癌的发病机制，寻找更有效的治疗手段来提高

患者的治愈率和长期生存率至关重要。中医作为

一种补充和替代治疗方式，具有可缓解症状、调节

免疫功能、提高生活质量，且副作用小的独特优势，

已经成为一种重要的癌症辅助治疗方式［6-7］。在晚

期结直肠癌的治疗中，中药无论是单独应用还是与

化疗药物联合使用，均展现出了积极的治疗潜力，

为患者开辟了新的治疗途径［8］。近年来，随着对传

统中药的深入研究与探索，许多中药成分已被发现

具有治疗肿瘤的潜力。作为天然药物，中药具有药

性温和、低毒、高效及逆转多药耐药等优势［9］。甘草

为豆科多年生草本植物，是世界上历史最悠久、使

用最广泛的中草药之一。其不仅具备益气补中、止

咳化痰、抗炎等多种功效，还在抗肿瘤方面展现出

了一定潜力［10］。因其药性温，能调和百药，解百药

之毒，在中药中享有“众药之王”“国之药老”等美

誉［11-12］。甘草以根茎入药，富含三萜皂苷类和黄酮

类等成分。甘草查尔酮 A（Licochalcone， LCA）即是

从甘草根部提取的一种黄酮类化合物，因其具有良

好的抗肿瘤效果而逐渐受到广泛关注和重视。研

究表明，LCA可以通过调节凋亡相关蛋白表达诱导

肿瘤细胞发生凋亡，从而发挥抗肿瘤作用［13-14］。

LCA还可以影响细胞周期相关蛋白的表达，导致细

胞周期停滞在 G2/M 期，进而抑制肿瘤细胞的增

殖［15］。此外，LCA还能够下调肿瘤细胞表面程序性

死亡受体配体 1（programmed cell death-ligand 1， 
PD-L1）的表达，从而抑制肿瘤细胞与T细胞表面程

序性死亡受体 1（Programmed Death 1， PD-1）结合，

降低肿瘤细胞逃避免疫系统攻击的可能性，通过增

强免疫应答来提升抗肿瘤效果［16］。
诱导细胞凋亡是 LCA 发挥抗肿瘤活性的重要

途径之一。研究表明，LCA 能够调控凋亡相关蛋

白，如 Bcl-2 和 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated 
X， Bax）的表达，并通过靶向 p38 MAPK信号通路诱

导食管癌、鼻咽癌和肺癌细胞发生凋亡［17-19］。细胞

凋亡是指在生理或病理条件下，细胞通过一种程序

化、受控的方式自主死亡，这一过程通常由Bcl-2家

族蛋白、Caspase蛋白、PD-1/PD-L1及凋亡抑制因子

等多种分子介导。近年来，诱导肿瘤细胞凋亡已成

为治疗多种癌症的重要策略［20］。目前，关于LCA通

过介导线粒体凋亡途径抑制结直肠癌发生发展的

相关研究和报道较少。本研究拟探讨 LCA 对结直

肠癌 HT29 细胞的影响及其作用机制，以期为 LCA
的临床应用提供依据和支持。

1　材料

1.1　细胞株

人结直肠癌 HT29细胞系购于北京北纳创联生

物技术研究院。

1.2　药物与试剂

LCA（批号：DSTDG001201，HPLC 测定质量分
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数≥98%，规格：20 mg）购自德思特生物技术有限公

司。CCK8细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（批号：

C0009S）购自上海碧云天生物技术有限公司；EdU
试剂盒（批号：E-CK-A376）购自 Elabscience 公司；

4%多聚甲醛固定液（批号：P0099）购自上海碧云天

生物技术有限公司；Bax抗体（批号：ab32503）、Bcl-2
抗体（批号：ab182858）、β-actin抗体（批号：ab8227）、

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase， HRP）标记

的山羊抗兔 IgG 二抗（批号：ab7090）均购自美国

Abcam公司。

1.3　主要仪器

酶标分析仪（型号：DNM-9602）购自北京普朗

新技术有限公司；荧光显微镜（型号：BH2-RFCA）购

自日本OLYMPUS公司；倒置显微镜（型号：SOPTOP 
OD630K）购自上海舜宇恒平科学仪器有限公司；流

式细胞仪（型号：E97501093）购自美国BD Biosciences
公司， DYCZ-24DN 型垂直电泳装置购自北京市六

一仪器厂；DK-8B型电热恒温水槽购自上海精宏实

验设备有限公司；HT7700透射电子显微镜购自日本

日立公司。

2　方法

2.1　细胞培养

HT29 细胞株经液氮复苏后，接种于含 10% 胎

牛血清（fetal bovine serum， FBS）和 1%青霉素-链霉

素溶液（双抗）的高糖DMEM培养基中。置于 37 ℃、

5% CO2的恒温细胞培养箱中培养，待细胞生长至对

数期进行实验。

2.2　CCK-8测定LCA对细胞增殖的影响

取对数生长期细胞，经胰酶消化、离心后，重悬

于培养基中制备细胞悬液，接种至 96孔板，每组设 6
个复孔。待细胞贴壁后，加入含不同浓度（0、5、10、
20、40、80 μmol·L⁻¹）LCA的培养基，并分别在 37 ℃、

5% CO₂培养箱中培养 24、48和 72 h。在各时间点使

用 Hank’s 平衡盐缓冲液（Hank’s balanced salt solu⁃
tion， HBSS）洗涤细胞 3 次，加入 10 μL CCK-8 试剂

孵育 4 h。随后使用酶标仪在 490 nm波长处测定每

孔 的 吸 光 度（A 值 ）。 细 胞 存 活 率 =
（A 实验组-A 空白组）/（A 对照组-A 空白组）×100%。基于吸光度

进一步计算 LCA对HT29细胞的半数抑制浓度（me⁃
dian inhibition concentration， IC50），并确定最佳药物

干预浓度与处理时间。

2.3　EdU实验检测细胞增殖

取对数生长期细胞接种至 24孔板，待细胞完全

贴壁后，加入EdU工作液，继续在培养箱中孵育 2 h。
孵育结束后，用 4%甲醛固定 40 min。吸去甲醛后，

用 PBS缓冲液洗涤细胞 3次，每次 5 min。去除洗涤

液后，每孔加入 1 mL 含 0.3% Triton X-100 的 PBS，
室温下进行通透处理 20 min。配制Click反应液，通

透处理结束后，每孔加入 500 μL Click反应液，室温

避光孵育 30 min。吸去反应液后，PBS洗涤 3次，每

次 5 min。随后加入 500 μL DAPI工作液，避光孵育

5~10 min。弃去上清液后，再次用 PBS洗涤 3次，每

次 5 min。最后，用封片剂封片，并通过荧光显微镜

进行观察和拍照记录。

2.4　流式细胞术检测细胞凋亡

收集各组细胞，以 5×（10⁴~10⁵）个细胞重悬于适

量培养基中，1 000 r·min-1离心 5 min，弃去上清液，

加入 500 μL 1×Binding Buffer 轻轻重悬细胞。加入

5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，室温避光孵育

15 min。孵育结束后，加入10 μL碘化丙啶（propidium 
Iodide， PI）染色液，混匀后，继续室温避光孵育 10~
20 min。最后，将样本置于冰浴中，使用流式细胞仪

进行检测。

2.5　Western blotting检测凋亡相关蛋白表达

在细胞中加入相应浓度（0、10、20、40 μmol·L-1）
的LCA溶液，培养 48 h后，每孔加入 300 μL RIPA裂

解液裂解细胞，提取蛋白质，并通过Bradford法进行

蛋白定量。配制 SDS-PAGE 10% 下层聚丙烯酰胺

凝胶与 5% 上层聚丙烯酰胺凝胶，加载等量蛋白样

品进行电泳分离。电泳结束后，将目标蛋白转移至

PVDF 膜，置于含 5% 脱脂奶粉的封闭液中，室温封

闭 2 h。随后，加入相应一抗（Bcl-2、Bax），4 ℃孵育

过夜。次日，加入同源二抗，室温孵育 1.5 h。膜用

显色剂处理 30 s，随后置于曝光盒中，暗室曝光

1 min。显影、定影后，用扫描仪扫描胶片图像，并分

析各组蛋白条带的相对亮度值。以对照组为标准

绘制相应柱状图。

2.6　透射电子显微镜观察线粒体结构

各组细胞经 2.5% 的戊二醛固定 3~4 h后，磷酸

漂洗液漂洗 3次，每次 15 min。漂洗结束后经 1%锇

酸室温固定 2 h，再漂洗 3次。随后用不同浓度梯度

酒精进行脱水，每次 15 min。渗透过夜后包埋，常规

切片，经醋酸双氧铀及柠檬酸铅染色后室温干燥过

夜。透射电镜观察各组细胞线粒体结构，拍片。
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2.7　统计学方法

采用 Graphpad 6 统计软件进行数据处理，组间

比较采用单因素方差分析。P<0.05 表示差异具有

统计学意义。

3　结果

3.1　不同浓度LCA对HT29细胞存活率的影响

本研究评估了不同浓度 LCA对HT29细胞存活

率的影响，并进一步确定了药物的 IC50值。实验结

果表明，随着 LCA 浓度的增加及处理时间的延长，

HT29细胞存活率下降。经过 24、48和 72 h处理后，

LCA 对 HT29 细胞的 IC50 值分别为 154.3、20.14、
7.943 μmol·L-1（图 1）。我们根据 IC50值选择了适宜

的培养浓度和时间，即设置培养时长为 48 h，并选择

接近 IC50值的 20 μmol·L-1作为中浓度，以其 1/2和 2
倍分别作为低浓度（10 μmol·L-1）和高浓度（40 
μmol·L-1），同时将 0 μmol·L-1作为空白对照组用于

后续实验。

3.2　LCA显著抑制HT29细胞增殖

EdU 实验结果显示，与空白对照组比较，LCA
低、中、高浓度组 EdU 染色阳性率均显著下降（P<
0.001），且具有明显的剂量依赖性（图2）。

3.3　LCA对HT29细胞凋亡的影响

流式细胞术结果显示，与对照组相比，LCA 组

HT29细胞凋亡率显著升高，且药物浓度的增加与凋

亡率呈明显正相关（P<0.001）（图 3）。处理 48 h后，

各组细胞凋亡率分别为：对照组（6.65±0.08）%、低浓

度组（12.77±0.08）%、中浓度组（33.21±0.08）%、高浓

度组（78.43±0.16）%，提示 LCA 能够有效诱导 HT29
细胞凋亡，且作用呈浓度依赖性，进一步支持了

LCA作为潜在抗肿瘤药物的应用前景。

3.4　LCA对HT29细胞凋亡相关蛋白的影响

Western blotting 结果显示，与对照组相比，LCA
组Bax蛋白表达均显著升高（P<0.05），而Bcl-2蛋白

表达均显著下降（P<0.001），且两种蛋白在 LCA 浓

度为 20、40 μmol·L-1 时变化更为显著（图 4），表明

LCA可能通过调控Bax和Bcl-2蛋白表达诱导HT29
细胞凋亡。

3.5　LCA对HT29细胞线粒体的影响

透射电镜观察结果显示，图像中箭头所指示区

图1　LCA对结直肠癌细胞的 IC50值
Fig.  1　IC50 values of LCA in colorectal cancer cells

注：与对照组比较，***P<0.001。
Note: Compared with the control group, ***P<0.001.

图2　EdU实验检测各组细胞增殖能力

Fig.  2　EdU assay to test the proliferation ability of various cell groups
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域为线粒体及其对应的放大结构。对照组细胞线

粒体形态较为规整，结构完整。与对照组相比，经

LCA处理后，低、中、高浓度组细胞的线粒体均出现

不同程度的改变，包括线粒体肿胀、膜嵴减少及形

态不规则等（图 5），提示 LCA 可能通过损伤线粒体

结构干扰线粒体功能，从而促进HT29细胞凋亡。

注：与对照组比较，*P<0.05，***P<0.001。
Note: Compared with the control group, *P<0.05, ***P<0.001.

图4　Western blotting检测各组HT29细胞中Bcl-2、Bax的蛋白表达水平

Fig.  4　Detection of Bcl-2 and Bax protein expression levels in HT29 cells by Western blotting

注：与对照组比较， ***P<0.001。
Note: Compared with the control group, ***P<0.001.

图3　流式细胞术检测HT29细胞凋亡率

Fig.  3　The apoptosis rate of HT29 cells was measured by flow cytometry.

图5　透射电镜下细胞线粒体结构

Fig.  5　Mitochondrial structure of various cell groups under transmission electron microscopy
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4　讨论

近年来，随着经济的快速发展及人们生活方式

和饮食习惯的变化，结直肠癌的发病率和死亡率在

我国呈持续上升趋势［21］。因此，积极寻找直肠癌的

高效治疗方法十分重要。在结直肠癌的治疗过程

中，中医药展现出了显著疗效。中医理论认为，结

肠癌属于“肠风脏毒”“下痢”等范畴，多数是由人体

正气虚弱，无力抗邪，导致淤、气、毒滞留结肠，日久

形成“肠风脏毒”。中药在预防和治疗结直肠癌方

面有着悠久的应用历史，可行气活血、祛瘀散结、健

脾固泄，在对抗结直肠癌方面具有极好的潜力。中

医药通过调节肠道微生物的组成、分布及其代谢产

物，改善肠道微环境，促进益生菌功能增强，从而为

抗肿瘤治疗提供有利的生理基础。中药成分在这

一过程中发挥了生物调节作用，优化肠道菌群的平

衡，并通过这一机制增强抗肿瘤药物的疗效［22-23］。
研究表明，中医药及其成分可以有效阻断细胞周期

的关键调控点，抑制结直肠癌细胞增殖并诱导其凋

亡，还能够促进细胞自噬，进一步抑制肿瘤生长［24］。
中医药与放疗和化疗联合应用时，能够增强放化疗

的抗肿瘤效果，同时显著减轻由治疗引起的毒副作

用，延长结直肠癌患者的生存期［25-26］。
甘草作为传统中药材之一，应用历史悠久。

LCA 是从甘草根中提取的黄酮类化合物，具有抗

炎、抗过敏、抗肿瘤等多种药理活性［27-29］。LCA可以

通过抑制 NF-κB 信号通路的激活减少 TNF、IL-1、
IL-6等炎症因子的产生，发挥抗炎作用［30］。LCA还

可以减少 NO和前列腺素 E2的产生，延缓慢性炎症

的进展［31］。研究表明，LCA 可通过下调 Bcl-2 蛋白

表达促进细胞色素C（cytochrome C， CytC）的释放和

Caspases 3 的活化，最终引起 PARP-1 的裂解，从而

诱导乳腺癌细胞凋亡［32］。LCA 通过调节 CyclinA、

CyclinB 等蛋白的表达阻断食管癌细胞从 G2期进入

M期，抑制食管癌进展［17］。LCA还能够通过抑制酪

氨酸酶的活性起到保护皮肤、防止皮肤老化的功

效［33］。总之，LCA 具有广泛的药理学作用，对多种

疾病的治疗具有潜在应用价值。

目前关于 LCA 治疗结直肠癌的研究较少。有

研究发现，LCA 够通过增加细胞内活性氧（reactive 
oxygen species， ROS）的水平诱导结直肠癌细胞凋

亡，并下调 PD-L1 的表达，抑制结直肠癌细胞增

殖［34-35］。LCA在结直肠癌治疗中的具体作用机制尚

不完全明确。为进一步探讨其作用机制，本研究通

过体外实验评估了 LCA对结直肠癌HT29细胞的影

响。结果显示，随着 LCA 浓度和处理时间的增加，

HT29 细胞存活率显著下降。EdU 实验结果表明，

LCA浓度越高，细胞增殖能力越弱。流式细胞术分

析表明，HT29 细胞经 LCA 处理后均有不同程度的

凋亡，当药物浓度为 40 μmol·L-1时，细胞凋亡率最

高。上述结果表明，LCA 能够有效抑制 HT29 细胞

增殖，其抑制作用可能通过激活特定的细胞凋亡途

径实现。

细胞凋亡通常分为外源性和内源性两条主要

途径。在内源性凋亡途径中，细胞遭受诸如药物、

DNA损伤或缺氧等内在刺激时，通过线粒体介导的

机制启动凋亡，而 Bcl-2 家族蛋白在此过程中发挥

着关键调节作用［36］。当接收到凋亡信号时，Bcl-2
家族中促凋亡蛋白发挥作用，使线粒体膜电位降

低、外膜通透性增加，随后局限于内外膜间隙的

CytC和其他促凋亡因子释放到细胞质中，从线粒体

中释放的 CytC 与 Apaf-1结合，形成凋亡复合体，进

而激活Caspase-9，触发下游Caspase级联反应，最终

导致细胞死亡［37］。Bcl-2 家族可以分为两大类：一

类可抑制凋亡，如 Bcl-2、Bcl-XL、Bcl-W 等；另一类

可促进凋亡，如 Bax、Bak等［38］。这些家族成员通过

控制线粒体外膜通透性来调节细胞凋亡。抗凋亡

蛋白通常在线粒体外膜上发挥抑制凋亡因子释放

的作用［39］。而促凋亡蛋白则通过寡聚化形成复合

物，与线粒体外膜结合，促进凋亡因子释放，从而启

动细胞凋亡程序［40］。由此可见，Bcl-2 家族蛋白在

线粒体凋亡途径中起到了“凋亡开关”的作用。细

胞是否发生凋亡的关键在于促凋亡蛋白和抗凋亡

蛋白之间的平衡，当 Bcl-2/Bax比值下降时，细胞发

生凋亡，反之凋亡受到抑制［41-42］。本研究中，HT29
细胞经LCA处理后促凋亡蛋白Bax表达水平显著升

高，而抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平则显著下降，从而

导致Bcl-2/Bax比值显著降低。此外，药物浓度的增

加进一步增强了这种效应，表明 LCA 处理可引发

Bcl-2家族蛋白表达失衡，进而推动细胞凋亡的发

生。透射电子显微镜观察结果也表明，LCA组细胞

的线粒体结构发生了明显改变，表现出线粒体肿

胀、内膜结构紊乱等典型的凋亡特征，进一步支持

LCA通过线粒体途径诱导凋亡的推测。

综上所述，本研究通过体外实验验证了 LCA能

够抑制HT29结直肠癌细胞增殖，并通过调节Bcl-2、
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Bax 蛋白表达激活线粒体依赖的凋亡途径，这可能

是 LCA 发挥抗结直肠癌作用的关键机制。这一发

现为 LCA 在结直肠癌治疗中的应用提供了新的理

论依据，提示其作为一种潜在抗肿瘤药物具有重要

的临床应用前景。然而，本研究仍存在一些不足之

处。本实验仅基于HT29细胞系对 LCA的抗肿瘤效

果进行了验证，未在其他结直肠癌细胞及动物模型

中进一步验证，也未全面评估LCA在体内的抗肿瘤

效果及安全性。未来的研究应着重于动物实验中

的验证、不同肿瘤细胞系的筛选，以及 LCA 与其他

治疗方式联合应用的可能性，为结直肠癌的治疗提

供更加有效的策略。
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