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甘草酸二钾细胞安全性差异原因分析
白　冰 1，2　朱志贤 1，2　陈国宝 1，2　陈保华 3*

1. 甘肃泛植制药有限公司　甘肃　兰州　730010
2. 甘肃省甘草制品开发与应用技术创新中心　甘肃　兰州　730010

3. 兰州大学　甘肃　兰州　730000

摘　要 ：选取不同生产商供应甘草酸二钾，利用 MTT 比色法测定角质形成细胞、口腔上皮细胞 TR146 在一定浓度甘草酸二钾中

的细胞存活率，反应不同厂家来源甘草酸二钾的相对细胞毒性强弱，并结合工艺条件分析其安全性差异来源。试验结果显示基

于角质成形细模型 1#、2# 样品在 2.5mg/mL 的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性。样品甘草酸二钾 6#1.25mg/mL 的浓度范围

内未表现出明显的细胞毒性。3#、4#、5#、7#、8# 在 0.625mg/mL 的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性；基于口腔上皮细胞

TR146 模型 1#、2#、6# 在 10mg/mL 的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性；3#、4#、5#、7#、8# 在 5mg/mL 的浓度范围内未表

现出明显的细胞毒性；表明不同厂家来源甘草酸二钾细胞安全浓度有所差异。进一步分析样品中硫元素含量，结果显示 8 个样

品含硫量在 0~1058pp 之间；并且发现含硫量越高其细胞安全浓度越低，分析可能与制备工艺有关，主要可能存在离子交换树

脂脱落物的影响。
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甘草酸二钾是一种化妆品常用皮肤保护剂，可用

于水乳膏霜精华面膜洗发水牙膏漱口水等多种类型的个

人护理产品，具有抗炎、修护、舒缓、止痒等功效 [1][2]

[3]。为考察分析不同生产商供应甘草酸二钾安全性差异，

基于角质形成细胞和口腔上皮细胞，通过 MTT 法检测受

试物作用后的细胞活力变化情况，从而判定待测活性物

在角质形成细胞和口腔上皮细胞中的细胞毒性强弱。

1 实验部分

1.1 材料与仪器

甘草酸二钾分别由不同厂家供应，随机编号1、2、3、

4、5、6、7、8#；本测试所用细胞为角质形成细胞（批号：

Ep24013002），口腔上皮 TR146 细胞（批号：211203-

4），由广东博溪生物科技有限公司提供。

1.2 主要试剂

KcGrowth 培养液（广东博溪生物）、DMEM 培养液

（Gibco）、PBS（索莱宝）、MTT（Sigma）、DMSO（Sigma）、

乙腈（天津大茂）、醋酸（天津大茂）、乙醇（天津大

茂）。

1.3 主要设备

CO2 培养箱（Thermo，150I）、超净工作台（苏净

安泰，SW-CJ-1F）、倒置显微镜（Olympus，CKX53）、

酶标仪（BioTek，Epoch）、高效液相色谱仪（安捷伦

1260）、十万分之一电子天平（赛多利斯）、电感耦合

等离子体发射光谱仪（赛默飞 ICP-7400）。

1.4 基于角质形成细胞、口腔上皮 TR146 细胞的细

胞毒性测试

测试方法：

细胞活力测试方法

细胞培养与处理：

将复苏后的细胞悬液接种于 96 孔培养板中，待细

胞贴壁率达到约 60% 后，置于 37℃、5%CO2 恒温培养箱

中培养 12-16 小时。实验设置包含空白对照组、溶剂对

照组、阳性对照组及实验组。其中，实验组采用 8 个不

同浓度梯度，每个浓度设置 3个平行孔。

溶液配制与给药：

根据预实验确定的浓度范围，配制系列浓度的工

作液。当细胞贴壁率达到 50%-60% 时进行药物处理：空

白对照组仅加入 200μL 培养基；溶剂对照组加入含等

体积溶媒的培养基；阳性对照组加入含 10% DMSO 的培

养基；实验组加入含相应浓度受试物的培养基。处理后

的培养板继续在培养箱中孵育 24 小时。

检测与分析：

孵育结束后，移除培养基，每孔加入 0.5mg/mL 

MTT 溶液，37℃避光孵育 4 小时。随后去除上清液，加

入 150μL DMSO 溶解甲臜结晶，使用酶标仪在 490nm 波

长下测定吸光度值。细胞相对活性计算公式为：（实验

组 OD 值 - 空白组 OD 值）/（溶剂对照组 OD 值 - 空白组

OD 值）×100%。

1.5 甘草酸二钾 高效液相色谱含量测定

方法参照中国香料香精化妆品工业协会团体标准

《T/CAFFCI 1-2018 化妆品用原料 甘草酸二钾》[4] 进

行测定。

1.6 含硫量测定

方法参照《GB/T 30902-2014 无机化工产品杂质元

素的测定电感耦合等离子体发射光谱法 (ICP-OES)》[5]

进行测定。
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2 测试结果

液相色谱法测定甘草酸二钾高效液相色谱含量，

细胞活力角质成形细胞 MTT 检测结果、口腔上皮 TR146 

细胞 MTT 检测结果，含硫量检测结果汇总数据见表 1。

试验结果显示基于角质成形细模型 1#、2# 样品在 

2.5mg/mL 的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性。样

品甘草酸二钾 6#1.25mg/mL 的浓度范围内未表现出明显

的细胞毒性。3#、4#、5#、7#、8# 在 0.625mg/mL 的浓

度范围内未表现出明显的细胞毒性；基于口腔上皮细胞

TR146 模型 1#、2#、6# 在 10mg/mL 的浓度范围内未表

现出明显的细胞毒性；3#、4#、5#、7#、8# 在 5mg/mL

的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性；表明不同厂家

来源甘草酸二钾细胞安全浓度有所差异。

3 分析与讨论

在甘草酸二钾对角质形成细胞、口腔上皮细胞

TR146 的细胞毒性测试数据中可以看出，基于角质成形

细模型 1#、2# 样品在 2.5mg/mL 的浓度范围内未表现出

明显的细胞毒性。样品甘草酸二钾 6#1.25mg/mL 的浓度

范围内未表现出明显的细胞毒性。3#、4#、5#、7#、8#

在0.625mg/mL的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性；

基于口腔上皮细胞 TR146 模型 1#、2#、6# 在 10mg/mL 

的浓度范围内未表现出明显的细胞毒性；3#、4#、5#、

7#、8# 在 5mg/mL 的浓度范围内未表现出明显的细胞毒

性；表明不同厂家来源甘草酸二钾细胞安全浓度有所差

异。

进一步测定分析其高效液相色谱含量得知甘草

酸二钾含量分别为 65.8%、72.5%、68.3%、75.4%、

62.0%、70.4%、72.0%、64.3%，对照发现这八个甘草酸

二钾含量并非导致其细胞毒性差异的直接原因。故认为

导致其细胞毒性差异的原因可能是生产过程中原辅料引

入或工艺引入的微量危害性杂质导致。

结合其生产工艺，分析认为可能是甘草酸单铵盐

转化为甘草酸二钾盐的过程中用到离子交换树脂所引

起。甘草酸二钾生产所有阳离子交换树脂脱为苯乙烯或

丙烯酸 ( 酯 )，通过聚合反应生成具有三维空间立体网

络结构的骨架，再在骨架上导入磺酸基而制成，树脂中

残留物有苯乙烯、二乙烯苯、芳烃 ( 烷基苯、茚、萘、

乙苯等 )、脂肪烃、酯类。它们的来源是未完全反应的

单体、交联剂、添加剂及原料本身引入的各种杂质。离

子交换树脂的工业产品中，会出现树脂残留物的不断溶

出，另外树脂使用过程中由于温度变化、溶剂更换、机

械摩擦等原因产生破裂和降解，我们称之为树脂脱落物
[6][7]，在使用过程中上述物质就会转入到下游产品中。

这一系列树脂脱落物多位苯系物，且组分较为复杂，较

难定性定量分析。因此以导入其中磺酸基上的硫元素含

量来对树脂脱落物进行定量分析表征。

通过电感耦合法测定 8个样品中含硫量，结果显示

1#、2# 样品未检出硫元素。3#、4#、5#、6#、7#、8#

样品硫元素含量分别为 346、534、380、191、1058、

600mg/kg。对比细胞毒性数据可发现，含硫量越高，细

胞毒性越强。对应关系如表 1所示。

也就是说离子交换树脂脱落物可能是导致甘草酸

二钾安全性能降低的风险因素之一。因此离子交换树脂

的选择以及正确的使用方法对甘草酸二钾的生物安全性

有较大影响，我们需要选择交联聚合度较高的离子交换

树脂，并且重复的进行预处理、选择温和的溶剂和使用

表 1. 甘草酸二钾样品含量、含硫量、细胞安全浓度检测结果汇总表

样品名称 HPLC 含量
安全浓度范围 mg/mL（m/v）

含硫量（mg/kg）
角质形成细胞 TR146 细胞 -口腔上皮细胞

甘草酸二钾 1# 65.8% ≤ 2.5 ≤ 10 未检出

甘草酸二钾 2# 72.5% ≤ 2.5 ≤ 10 未检出

甘草酸二钾 3# 68.3% ≤ 0.625 ≤ 5 346

甘草酸二钾 4# 75.4% ≤ 0.625 ≤ 5 534

甘草酸二钾 5# 62.0% ≤ 0.625 ≤ 5 380

甘草酸二钾 6# 70.4% ≤ 1.25 ≤ 10 191

甘草酸二钾 7# 72.0% ≤ 0.625 ≤ 5 1058

甘草酸二钾 8# 64.3% ≤ 0.625 ≤ 5 600

备注：含硫量仪器检出限 1ug/L

甘草酸二钾细胞安全性差异原因分析
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条件并且定期进行活化再生 [8]。同时建议甘草酸二钾

生产所有离子交换树脂需要根据使用情况定期更换。

做为化妆品原料甘草酸二钾，其中可能存在的树

脂脱落物多为苯系物，有一定致敏性和刺激性，大多数

苯系物是化妆品中的禁用成分。因此有必要深入研究，

进一步建立与之有关的质量标准和检测方法。化妆品生

产企业在选择甘草酸二钾时，更加有必要关注其中可能

存在刺激性和致敏性的微量杂质成分。
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