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甘草查尔酮 B及其衍生物的制备及抗宫颈癌活性 

米热古丽·买买提明, 杨  争, 木合布力ꞏ阿布力孜*, 艾孜提艾力ꞏ艾海提 

(新疆医科大学药学院, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  提取新疆胀果甘草中的总黄酮, 分离纯化甘草查耳酮 B, 合成三甲氧查耳酮 B, 对比研究其体外

抗宫颈癌活性。方法  采用超声辅助乙醇提取法提取总黄酮; 结合聚酰胺与大孔吸附树脂法纯化总黄酮; 通过薄

层法从总黄酮中分离纯化单体查耳酮 B(化合物 I); 同时, 以取代苯乙酮和取代苯甲醛为原料, Claisen-Schmidt 碱

催化方法合成三甲氧查尔酮 B(化合物 II); 以人宫颈癌 SiHa 和 HeLa 细胞为体外药理实验模型, 以顺铂为阳性对

照, 用噻唑蓝比色法对比测定 2 个单体化合物对宫颈癌细胞增殖的抑制活性。结果  在浓度为 1~100 μg/mL 时, 

化合物 I 对 SiHa 和 HeLa 细胞作用 24、48、72 h 时的抑制率为 2.99%~75.39%; 而化合物 II 在此浓度范围内的

抑制率为 0.76%~86.14%。结论  超声辅助乙醇回流提取法联用聚酰胺和大孔树脂柱层析法是制备含量较高的胀

果甘草总黄酮的可行方法; 甘草查尔酮 B 的甲氧基化修饰可显著提高其抗宫颈癌活性。 
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Preparation of licochalcone B and its derivatives and their anti-cervical 
cancer activity 

MIHRIGUL Mamtimin, YANG Zheng, MOURBOUL Ablise*, HAZIRTIALI Ahat 

(School of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China) 

ABSTRACT: Objective  To extract the total flavonoids from Xinjiang Glycyrrhiza inflata, isolate and purify the 

licorice chalcone B, and synthesize trimethylchalcone B to compare their anti-cervical cancer activity in vitro. 

Methods  Total flavonoids were extracted by ultrasonic assisted ethanol extraction and were purified by polyamide 

and macroporous adsorption resin, and monomeric licochalcone B (compound I) was separated and purified from 

total flavonoids by thin layer method. At the same time, using substituted acetophenone and substituted benzaldehyde 

as raw materials, trimethoxychalcone B (Compound II) was synthesized by Claisen-Schmidt base catalysis. Human 

cervical cancer SiHa and HeLa cells were used as in vitro pharmacological experimental models, and  was used as 

positive control.The inhibitory activity of two compounds were determined by methyl thiazolyl tetrazolium method 

on the proliferation of cervical cancer cells. Results  At a concentration of 1100 μg/mL, the inhibitory rates of 

compound I on SiHa and HeLa cells at 24, 48, and 72 h were 2.99%75.39%, while the inhibition rates of 

Ccompound II in this concentration range were 0.76%86.14%. Conclusion  Ultrasound-assisted ethanol reflux 

extraction and polyamide/macroporous resin adsorption column chromatography are feasible methods for preparing 

high content flavonoids from Glycyrrhiza inflata. The methoxylation of Glycyrrhiza chalcone B can significantly 
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improve its anti-cervical cancer activity. 

KEY WORDS: Glycyrrhiza inflata; licochalcone B; anti-cervical cancer activity 
 
 

1  引  言 

甘草作为药食同源的草本植物, 其提取物在食品和

医药中广泛应用, 在食品领域中主要应用于饮料、功能食

品、糖果、烟草中[1]。甘草的主要成分包括三萜皂苷、黄

酮和多糖, 其中三萜类化合物甘草酸(甘草甜素)在食品中

可用作甜味剂、增味剂; 甘草黄酮类化合物可作为防腐剂、

增溶剂、抗氧化剂, 也有一定的降脂功能, 因此在降低胆

固醇的功能食品中具有极高的应用价值[24]。 

甘草查耳酮B(licochalcone B, Lico B)是从胀果甘草中

分离得到的一种天然查耳酮类化合物。研究报道, Lico B

具有抗炎 [5]、抗菌 [6](对革兰氏阳性菌具有较强的抑制活

性)、抗氧化、抗癌[7]、抗阿尔茨海默病、保护肝脏[8]等作

用。最新的研究报道, Lico B 也具有显著的抗肿瘤活性, 它

能抑制肿瘤细胞的增殖并诱导肿瘤细胞的细胞周期停滞和

细胞凋亡[911]。比如, Lico B 以浓度依赖性和时间依赖性显

著抑制人膀胱癌 T24 细胞[12]和乳腺癌 MCF-7 细胞的增  

殖[13], 抑制口腔鳞状细胞癌 HN22 和 HSC4 细胞的增殖[11], 

对皮肤癌细胞 A375 和 A431 具有凋亡作用。这些研究报道

表明 Lico B 对于治疗多种癌症具有潜在价值。 

甘草的品种不同, 所含的查尔酮类成分的化学结构

也有所不同, 因此从不同品种的甘草中提取制备的黄酮类

物质的生物活性也有差异。我们在前期的研究中对从新疆

胀果甘草、光果甘草和乌拉尔甘草中制备的总黄酮类提取

物做体外抗宫颈癌实验发现, 胀果甘草总黄酮类提取物的

抗宫颈癌活性明显高于其他品种的甘草总黄酮[14], 因此将

胀果甘草作为我们的重点研究对象。 

虽然 Lico B 有一定的研究价值, 但其含量低, 天然提

取分离困难; 而且由于 Lico B 化学结构中含有 3 个羟基, 

合成过程复杂 , 通过 4 步合成 , 反复纯化才能得到    

Lico B [15], 这使得 Lico B 的合成成本高, 其药理学研究受

限。本研究将从甘草总黄酮中分离纯化 Lico B; 再将  

Lico B 结构中 B 环的 2 个羟基用甲氧基取代, 合成三甲氧

查耳酮B, 经核磁共振 1H-NMR和 13C-NMR进行结构鉴定; 

通过 MTT 实验对比研究两者对 SiHa 和 HeLa 2 种人宫颈

癌细胞增殖的抑制活性, 对促进 Lico B 相关的药理学研究

和保护甘草资源具有重要意义。   

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

KQ5200DE 型超声仪 (昆山市超声仪器有限公司 ); 

HX56039954 型 Merck 薄层层析硅胶板(德国默克公司); 

UV-2700 紫外可见分光光度计、X-4 型熔点仪(上海精密科

学仪器有限公司); Unity-Inova 600 型核磁共振谱仪(美国

Varian 公司); Heracell 型 CO2 培养箱(德国 Heraeus 公司); 

Multiskan GO 全波长酶标仪(美国 Thermo 公司)。  

芦丁对照品(批号 B20771, 纯度 98%, 上海源叶生物

科 技 有 限 公 司 ); 甘 草 查 耳 酮 B 对 照 品 ( 批 号

MUST-18010807, 纯度 99.8%, 成都曼思特生物科技有限

公司); 顺铂注射液(浓度 5 mg/mL, 江苏豪森药业集团有

限公司); 聚酰胺(30-60 目)、AB-8 大孔吸附树脂、2, 3, 4-

三甲氧基苯甲醛(分析纯)(上海源叶生物科技有限公司); 4-

羟基苯乙酮(分析纯, 北京百灵威科技有限公司); 无水乙

醇(分析纯, 天津市北联精细化学品开发有限公司); TBD

胎牛血清(广州展晨生物科技有限公司); 噻唑蓝(methyl 

thiazolyl tetrazolium, MTT)细胞增殖和细胞毒性检测试剂

盒(上海源叶生物科技有限公司)。 

胀果甘草药材(采摘于新疆库车县, 并品种鉴定为胀

果甘草)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  胀果甘草总黄酮的制备及查耳酮 B 的分离纯化 

(1) 胀果甘草总黄酮的制备  

取胀果甘草粉末 50.0 g, 于 750 mL 的 95%乙醇中浸

泡过夜, 45 ℃超声 15 min, 之后 80 ℃回流提取 2 h, 抽滤, 

得滤液 1。滤渣于 500 mL 95%乙醇中浸泡过夜, 同法处理, 

得滤液 2, 合并滤液, 45 ℃减压浓缩, 50 ℃真空干燥。将粗

提物用 30%乙醇溶解上样于已预处理好的聚酰胺色谱柱, 

吸附 24 h, 先水洗 3 倍柱体积, 然后 10%、20%、30%、40%、

50%、60%、70%、80%、90%乙醇梯度洗脱 3 倍柱体积, 收

集流份, 浓缩, 具有相同特征的流份合并, 于 50 ℃减压干

燥。得到的总黄酮粉末溶解于 20%乙醇中, 上样于已处理

好备用的 AB-8 大孔吸附树脂, 吸附 24 h, 先水洗 3 倍柱体

积, 然后 30%、50%、60%、70%、80%乙醇各洗脱 3 倍柱

体积 , 收集流份 , 浓缩 , 具有相同特征的流份合并 , 于

50 ℃减压干燥得到总黄酮粉末。以芦丁为对照品, 按照

2015 版药典测定总黄酮的方法测定其含量[16]。 

(2) 甘草查耳酮 B 的分离纯化  

称取总黄酮粉末 100 mg, 用甲醇溶解 , 点样于    

20 cm×20 cm 的制备薄层板上, 以查耳酮 B 对照品为对照, 

以石油醚: 乙酸乙酯=1: 1(V:V, 各 2 mL)再加一滴(0.2 mL)

甲酸为展开剂展开, 在 365 nm 紫外光下观察斑点, 标记与

对照品对应的斑点, 干燥后刮去, 加甲醇溶解, 45 ℃减压

浓缩, 干燥, 得到黄色粉末。再用硅胶柱层析法纯化, 石油

醚: 乙酸乙酯=2:1(V:V)洗脱, 收集亮黄色斑点的流份, 浓
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缩, 干燥, 得到亮黄色粉末, 用光谱法进行结构鉴定。 

2.2.2  三甲氧查尔酮 B 的制备  

分别称取 10 mmol 4-羟基苯乙酮和 2, 3, 4-三甲氧基

苯甲醛于三颈瓶中, 加 50 mL 无水乙醇溶解。将三颈瓶置

于磁力搅拌器上, 室温搅拌, 混匀原料药后加 20%KOH 溶

液 10 mL 开始反应。以石油醚:乙酸乙酯=2:1(V:V)为展开剂

检测反应进度, 待产物中原料药的斑点几乎消失时结束反

应。反应结束后, 反应液转移至 500 mL 的烧杯中, 缓慢加

入 1 mol/mL 的盐酸溶液调节 pH 至强酸性(一般 pH=2), 过

滤弃去产生的白色沉淀 KCl; 将滤液转移至烧杯中, 加入 

3 倍量的蒸馏水至溶液颜色变为浑浊的黄白色, 封口, 置

于 4 ℃冰箱观察。待结晶析出后抽滤, 将滤渣在加热条件

下加入少量无水乙醇溶解, 置于 4 ℃冰箱重结晶, 过滤析

出物, 于 50 ℃烘箱中避光干燥, 得到三甲氧查尔酮 B。 

2.2.3  化合物的体外抗宫颈癌活性   

MTT 法测甘草查尔酮 B 和三甲氧查尔酮 B 2 个单体

化合物对细胞增殖的抑制活性: 分别取 HeLa 和 SiHa 细胞, 

接种于含 10% 胎牛血清、１%双抗和１%谷氨酰胺的高糖

培养基(dulbecco6’s modified eagle medium, DMEM)的完全

培养液中, 在５%CO2、37 ℃的培养箱中培养。将对数生长

期的细胞计数并稀释成 5×104 个/mL 的细胞悬液, 200 μL/孔

接种到 96 孔板中培养 24 h。化合物的给药浓度为 1、10、

25、50、75、100 μg/mL, 给药体积为 200 μL/孔, 每个浓度

6 个复孔, 以顺铂为阳性对照组, 只加培养液的细胞悬液为

空白组进行实验。给药培养 24、48、72 h 后每孔直接加

20 μL 5 mg/mL 的 MTT 溶液培养 4 h。吸出上清液, 每孔加

入 150 μL DMSO, 用酶标仪在 490 nm 下测吸光度(OD)值, 

计算抑制率。抑制率=[(OD 空OD 测)/OD 空]×100%, 用 SPSS 

21.0软件计算化合物的半数抑制浓度(IC50)值, 数据进行统

计分析, 结果均以均数±标准差表示。 

3  结果与分析 

3.1  胀果甘草总黄酮的制备 

超声辅助乙醇提取法提取胀果甘草总黄酮, 50 g 药材

得到 10.7 g 浸膏, 出膏率为 21.4%。以芦丁浓度(C)为横坐

标 (X), 吸光度(A)为纵坐标 (Y), 绘制标准曲线 , 其方程 :  

Y =0.0124X0.0209 (r=0.9991), 线性范围为 17~60 μg/mL。

同法处理样品, 509 nm 处测 A, 计算总黄酮含量。粗提物

中总黄酮含量为 17.98%, 精制后含量提升到 57.96%。标准

曲线见图 1。 

3.2  化合物的结构表征 

3.2.1  化合物 I 

甘草查耳酮 B, 亮黄色粉末, 分子式为 C16H14O5, 熔

点: 204.7~205.9 ℃。核磁共振结果为: 1H-NMR (600 MHz, 

C2D6SO) δ: 10.34(1H, S, 4’-OH), 9.81(1H, S, 3-OH), 8.76(1H, 
S, 4-OH), 8.01(2 H, d, J = 7.8 Hz, 2’, 6’-H), 7.85 (1H, d, 

J=15.6 Hz, β-H), 7. 68(1 H, d, J = 15.6 Hz, a-H), 7.34 (1H, d, 
J=7.8 Hz, 6-H), 6.89(2H, d, J=7.8 Hz,3’, 5’-H), 6.64(1H, d, 
J=7.8 Hz,5-H),3.77(3H,s,2-OCH3). 

13C-NMR (150 MHz, 
C2D6SO) δ: 187.65 (C=O), 162.28 (C-4’), 150.01 (C-4), 148. 
99(C-2), 138.74 (C-β), 138.59 (C-3), 131.27 (C-2’, 6’), 
130.00(C-1’), 119.98(C-a), 119.58(C-6),118.95(C-1), 
115.76(C-3’, 5’), 112.10(C-5), 61.19(2-OCH3). 

 

 
 

图 1  芦丁标准曲线 

Fig.1  Standard curve of rutin 

 
3.2.2  化合物 II 

2, 3, 4-三甲氧-4’-羟基查尔酮, 黄色粉末, 分子式为

C18H18O5, 熔点: 157.6~158.8 ℃。核磁共振结果为: 1H-NMR 

(600 MHz, C2D6SO) δ: 10.39(1H, S, -OH), 8.04(2 H, d, J = 8.4 
Hz, 2’, 6’-H), 7.87 (1H, d, J=16.2 Hz, β-H), 7. 78(1 H, d, J = 
15.6 Hz, a-H), 7.75 (1H, d, J = 9.6 Hz, 6-H), 6.91~6.92(2H, d, 
J=6.6 Hz, 3’, 5’-H), 6.89(1H, d, J=6.6 Hz, 5-H), 3.87(3H, s, 
2-OCH3), 3.86(3H, s, 4-OCH3), 3.77(3H, s, 3-OCH3). 
13C-NMR (150 MHz, C2D6SO) δ: 187.63 (C=O), 162.46 (C-4’), 
155.92 (C-4), 153.39 (C-2), 142.26 (C-3), 137.62 (C-β), 131.41 
(C-2’, 6’), 129.82 (C-1’), 123.70 (C-a), 121.68(C-6), 
121.03(C-1), 115.79(C-3’, 5’), 108.91(C-5), 61.90(3-OCH3), 
60.90(2-OCH3), 56.50(4-OCH3), 化合物的化学结构如图 2。 

 

 
 

图 2  查耳酮 B 和三甲氧查尔酮 B 的化学结构 

Fig.2  Chemical structures of licochalcone B and 
trimethoxychalcone B 
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3.3  化合物对宫颈癌细胞增殖的影响 

通过 MTT 法对查尔酮 B 和三甲氧查尔酮 B 的体外

抗宫颈癌活性做对比研究。实验结果显示, 2 种化合物对

SiHa 和 HeLa 细胞的增殖均有抑制作用, 且有时间和浓度

依赖性。由抑制率汇总表可见, 浓度在 1~100 μg/mL 范围

时, 化合物 I 和化合物 II 对 SiHa 和 HeLa 细胞作用 24、48、

72 h 时的抑制率分别为 2.99%~75.39%和 0.76%~86.14%。其

中查尔酮 B 对 SiHa 和 HeLa 细胞作用 72 h 的 IC50 值分别

为 48.49 μg/mL 和 36.15 μg/mL; 三甲氧查尔酮 B 对 SiHa

和 HeLa 细胞作用 72 h 的 IC50 值分别为 26.32 μg/mL 和

21.06 μg/mL。可见修饰得到的三甲氧查尔酮 B 抑制率高

于查耳酮 B, 其差异有统计学意义 (P＜0.05), 见表 1~3。 

 
表 1  查耳酮 B、三甲氧查尔酮 B、顺铂在不同浓度下对 SiHa 细胞的抑制率(%) 

Table 1  Inhibition rates of licochalcone B, trimethoxychalcone B and cisplatin on SiHa cells at different concentrations (%) 

作用时间组别 
空白对照组

/(μg/mL) 

作用浓度/(μg/mL) 

1 10 25 50 75 100 

24 h        

顺铂 0 10.60±1.27 18.57±2.99 51.69±1.51 77.02±0.22 84.04±1.75 85.10±0.71 

查耳酮 B 0 4.49±1.72* 11.30±1.31* 22.96±1.22* 31.92±0.66* 45.43±1.15* 54.77±1.52*

三甲氧查尔酮 B 0 9.16±0.95* 12.34±2.22* 28.96±1.14* 40.72±2.92* 45.51±0.90* 62.12±2.53*

48 h        

顺铂 0 10.53±1.27 54.89±4.23 81.52±1.85 88.85±0.29 88.97±0.33 85.72±0.34 

查耳酮 B 0 2.99±0.67* 4.47±1.08* 37.24±0.87* 49.14±1.25* 59.16±0.34* 68.28±1.41*

三甲氧查尔酮 B 0 0.70±1.39* 5.53±2.30* 26.08±0.42* 73.22±0.82* 77.89±2.50* 80.45±1.45*

72 h        

顺铂 0 21.65±2.15 67.36±3.24 83.19±1.26 87.29±0.16 87.33±1.54 87.58±1.67 

查耳酮 B 0 3.94±3.29* 12.47±3.75* 16.85±1.76* 56.20±0.79* 64.52±2.73* 75.39±1.63*

三甲氧查尔酮 B 0 0.76±3.58* 19.04±1.67* 41.52±0.18* 75.07±1.17* 83.83±2.06* 86.14±1.24*

注: 与阳性对照顺铂比较, *P<0.05。 

 
表 2  查耳酮 B、三甲氧查尔酮 B、顺铂在不同浓度下对 HeLa 细胞的抑制率(%) 

Table 2  Inhibition rates of licochalcone B, trimethoxychalcone B and cisplatin on HeLa cells at different concentrations (%) 

作用时间组别 
空白对照组

/(μg/mL) 

作用浓度/(μg/mL) 

1 10 25 50 75 100 

24 h        

顺铂 0 8.76±1.62 32.06±1.14 54.32±2.22 72.23±2.01 73.03±2.50 75.83±0.47 

查耳酮 B 0 2.26±1.55* 7.46±0.77* 15.96±0.92* 42.32±3.67* 51.27±1.86* 65.54±1.61*

三甲氧查尔酮 B 0 1.76±1.61* 6.56±3.78* 12.70±1.53* 34.46±0.57* 57.91±2.05* 62.89±1.65*

48 h        

顺铂 0 13.87±1.24 59.21±2.63 72.83±1.03 74.35±1.79 75.90±2.15 81.03±0.66 

查耳酮 B 0 1.01±1.88* 9.13±3.02* 19.82±1.98* 58.30±0.22* 63.12±1.37* 64.64±1.32*

三甲氧查尔酮 B 0 8.64±0.85* 14.70±1.08* 52.97±2.19* 58.14±1.52* 60.49±1.85* 66.67±0.67*

72 h        

顺铂 0 20.75±4.70 69.12±2.71 71.42±1.97 78.20±1.19 79.60±0.57 79.33±0.67 

查耳酮 B 0 5.52±0.79* 21.31±2.24* 45.40±1.09* 57.50±2.16* 66.55±2.83* 69.08±0.62*

三甲氧查尔酮 B 0 3.81±1.19* 32.34±2.25* 53.10±2.51* 72.04±0.58* 79.44±1.45* 82.96±1.07*

注: 与阳性对照顺铂比较, *P<0.05。 
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表 3  查耳酮 B、三甲氧查尔酮 B、顺铂对 SiHa 和 HeLa 细胞的 IC50 值 
Table 3  IC50 values of licochalcone B, trimethoxychalcone B and cisplatin to SiHa and HeLa cells 

细胞 
IC50/(μg/mL) 

时间 顺铂 查耳酮 B 三甲氧查尔酮 B 

SiHa 

24 h 20.53±1.19 99.97±8.18* 81.52±3.38* 

48 h 7.75±0.73 52.16±0.92* 38.38±0.35* 

72 h 4.49±0.58 48.49±0.52* 26.82±0.75* 

HeLa 
 

24 h 20.71±1.18 69.08±5.21* 70.97±1.79* 

48 h 8.92±0.45 54.17±1.31* 37.36±0.88* 

72 h 5.76±1.01 36.15±1.86* 21.06±0.87* 

注: 与阳性对照顺铂比较,
 
P<0.05。 

 

4  结论与讨论 

本研究首先利用超声辅助乙醇提取法提取胀果甘草

总黄酮, 出膏率为 21.4%, 粗提物中总黄酮含量 17.98%, 

比其他文献报道的粗提物中的黄酮含量高[17]。其次, 粗提

物联用聚酰胺和 AB-8 大孔树脂纯化, 得到含量为 57.96%

的总黄酮, 比纯化前的含量提高了 40%。因此, 联用超声

辅助乙醇回流提取法及聚酰胺/大孔树脂吸附柱层析法是

制备含量较高的胀果甘草总黄酮的可行方法, 此方法在胀

果甘草黄酮的药用开发研究中具有重要意义。 

药理活性研究结果显示甘草总黄酮中分离得到的

Lico B 有一定的抗宫颈癌活性, 但其在甘草中含量低; 而

且 Lico B 的人工合成也困难, 不易得到纯品, 这使 Lico B

的药理学研究受限。本研究将查耳酮 B 结构中 B 环的 2 个

羟基用甲氧基取代, 合成三甲氧查耳酮 B, 对比研究其抗

宫颈癌活性。发现三甲氧查耳酮 B 抗宫颈癌活性比查耳酮

B 高, 而且 2, 3, 4-三甲氧基苯甲醛可以直接购买原料药, 

价位便宜, 因此三甲氧查耳酮 B 的合成成本比 Lico B 低, 

合成快, 产率高。无论从合成方面还是药理活性方面, 三

甲氧查耳酮 B 比查耳酮 B 更占优势。本次研究为天然产物

的甲氧基修饰奠定基础, 对促进 Lico B 相关的药理学研究

合保护甘草资源具有重要意义。 
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