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人参皂苷 Rg3 通过 PI3K/AKT 信号系统调控 CaM 基因表达促进胃癌

BGC-823细胞的凋亡

石燕燕，李树才，孙军（锦州市中心医院消化内科，辽宁锦州 121001）

[摘 要] 目的：探讨人参皂甙Rg3通过PI3K/AKT信号通路干扰CaM基因的表达及对胃癌BGC-823细胞凋亡的影响。方法:
胃癌BGC-823细胞的培养与传代完成后，Western blotting检测胰岛素样生长因子-1 (insulin-like growth factor-1，IGF-1)和/或Rg3

分别作用胃癌BGC-823细胞后 p-AKT和CaM蛋白表达水平，MTT法检测 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞增殖的影响，

Transwell法检测 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞侵袭的影响，流式细胞术检测 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞凋亡的

影响。结果：随着 IGF-1作用时间延长，胃癌BGC-823细胞中p-AKT蛋白和CaM蛋白的表达水平均明显提高（均P<0.05）；与空

白对照组比较，Rg3组明显抑制胃癌BGC-823细胞增殖，而 IGF-1组和 IGF-1+Rg3组明显促进胃癌BGC-823细胞增殖（均P<

0.05）；与空白对照组比较，Rg3组明显降低胃癌BGC-823细胞侵袭，而 IGF-1组和 IGF-1+Rg3组明显促进胃癌BGC-823细胞侵袭

能力（均P<0.05）；流式细胞术检测显示，与空白对照组比较，Rg3组明显促进胃癌BGC-823细胞凋亡，而 IGF-1组和 IGF-1+Rg3组

明显抑制胃癌BGC-823细胞凋亡（均P<0.05）。结论:人参皂甙Rg3通过阻断PI3K/AKT信号通路来抑制CaM的表达，进而促进

胃癌BGC-823细胞的凋亡。
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Ginsenoside Rg3 regulates CaM gene expression through PI3K/AKT signal system
to promote apoptosis of gastric cancer BGC-823 cell

SHI Yanyan, LI Shucai, SUN Jun（Central Hospital of Jinzhou City, Jinzhou 121001, Liaoning, China）

[Abstract] Objective: To investigate Ginsenoside Rg3 interfering the expression of CaM through PI3K/AKT signaling pathway to af-

fect the biological activity of gastric cancer BGC-823 cells. Methods: After the culture and passage of gastric cancer BGC-823 cells,

Western blotting was used to detect the expression of p-AKT and CaM protein in gastric cancer BGC-823 cells treated with IGF-1 and/

or Rg3; The effect of IGF-1 and/or Rg3 on the proliferation of BGC-823 cells was detected by MTT assay; The effect of IGF-1 and/or

Rg3 on the invasion of BGC-823 cells was detected by Transwell assay; Effect of IGF-1 and/or Rg3 on apoptosis of BGC-823 cells was

detected by Flow Cytometry. Results: Western blotting results showed that the expression of p-AKT and CaM protein increased in

BGC-823 cells with the prolongation of IGF-1 treatment (all P<0.05); Compared with the blank control group, Rg3 significantly inhibit-

ed the proliferation of BGC-823 cells, while IGF-1 and IGF-1+Rg3 significantly promoted the cell proliferation (all P<0.05); Compared

with the blank control group, Rg3 significantly reduced the invasion of BGC-823 cells, while IGF-1 and IGF-1+Rg3 significantly pro-

moted the invasion of BGC-823 cells (all P<0.05);Flow cytometry showed that compared with the blank control group, Rg3 significant-

ly promoted the apoptosis of BGC-823 cells, while IGF-1 and IGF-1+Rg3 significantly inhibited the apoptosis of BGC-823 cells (all P<

0.05). Conclusion: Ginsenoside Rg3 inhibits the expression of CaM by blocking PI3K/AKT signaling pathway, thereby promoting the

apoptosis of gastric cancer BGC-823 cells.
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PI3K/AKT信号通路在肿瘤细胞生物学功能的

调节过程中起到十分重要的作用[1-2]。AKT又称为蛋

白激酶 B(protein kinase B，PKB)，是一种丝氨酸/苏氨

酸蛋白激酶，其作为 PI3K 的下游靶蛋白，在 PI3K/

AKT信号通路的转导过程中发挥着核心作用[3-4]。钙

调蛋白(calmodulin，CaM)是一种广泛存在于生物体

的Ca2+结合蛋白。研究[5-6]发现，Ca2+\CaM信号通路活

性的改变可以明显影响肿瘤细胞的生长方式。在许

多细胞中CaM的表达与PI3K/AKT信号通路具有很

好的相关性，且在基因水平上CaM也与AKT mRNA

表达水平相关[7]。因此，PI3K/AKT信号通路在调控

肿瘤细胞内CaM的表达过程中上起了十分重要的作

用。人参皂苷Rg3是存在于中药人参中的西环三萜

皂苷，其结构式为C42H72O13。研究[8]证实，人参皂苷

Rg3可以通过抑制肿瘤血管生成、诱导肿瘤细胞凋

亡、抗肿瘤转移、增强患者免疫功能等方面来抑制肿

瘤的生长。有研究[9]报道，人参皂苷Rg3对多种肿瘤

细胞及其表达的VEGF、bFGF、MMPs、EphA2等基因

都具有明显的抑制作用，进而抑制肿瘤细胞新生血

管的形成，从而促进肿瘤细胞的凋亡。同时还有研

究[10]表明，人参皂苷Rg3可以通过影响PI3K/AKT信

号通路的表达来抑制多种肿瘤细胞的生长。近年来

有研究[11]已经证实，人参皂苷Rg3可以通过抑制CaM

的表达来促进胃癌BGC-823细胞的凋亡，但其具体

机制不详。因此，本研究将进一步研究人参皂苷Rg3

是否是通过抑制PI3K/AKT信号通路的活性来降低

CaM基因的表达，进而实现促进胃癌BGC-823细胞

凋亡的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

人胃癌BGC-823细胞（中国科学院上海生命科

学研究院生物化学与细胞生物学研究所）。二甲基

亚砜、DMEM、RPMI1640、胎牛血清、胰酶（Sigma公

司），青霉素、链霉素（大连美罗制药厂），四甲基偶氮

唑蓝（MTT）（Biosharp公司），Annexin V-FITC/PI凋亡

检测试剂盒（欣博盛生物科技有限公司），鼠抗人

CaM单克隆抗体、鼠抗人AKT单克隆抗体及山羊抗

鼠 IgG（中杉金桥公司），胰岛素样生长因子-1 (insu-

lin-like growth factor-1，IGF-1)（Copoeia公司）

1.2 胃癌BGC-823细胞的培养与传代

人胃癌 BGC-823 用含 10% 胎牛血清、100 U/ml

青霉素、100 μg/ml链霉素的Leibovitz's L-15培养基，

在 5%CO2、37 ℃饱和湿度的恒温培养箱中培养。待

细胞汇合至 80%～90 %时，用 0.25%胰蛋白酶消化 1

～2 min，倒置显微镜下观察细胞形态。当细胞质回

缩、细胞间隙变大、细胞有变圆趋势时，反复吹打贴

壁细胞，使细胞脱离瓶壁充分分散，传到新培养瓶

中，继续培养。实验分组：空白对照组、Rg3（20 μg/ml）

组、IGF-1（25 ng/ml）组和Rg3+IGF-1组。增殖抑制率

（%）=（对照组D值-实验组D值）/（对照组D值-空白

组D值）×100%。

1.3 MTT法检测胃癌BGC-823细胞的增殖率

取对数期生长的人胃癌BGC-823细胞，0.25%胰

蛋白酶消化，在培养液中制成单细胞悬液，调整细胞

密度至 5×104/ml。将细胞悬液接种于 96 孔板每孔

200 μl，37 ℃、5% CO2条件下培养。每组设 4个平行

孔，每孔体积为 200 μl。按上述分组药物作用 48 h

后，每孔加入浓度为5 mg/ml MTT 20 μl，相同培养条

件下继续培养 4 h。吸去培养液，每孔加入 150 μl

DMSO，避光，恒温振荡器上振 10 min，孵育 20 min。

放入酶标仪，以490 nm波长检测光密度(D)值。实验

重复3次。

1.4 流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡率

取对数期生长的人胃癌BGC-823细胞，以5×105/ml

接种于培养瓶中，每孔 2 ml，加入适量Leibovitz's L-

15培养液培养24 h。待细胞贴壁后，吸去培养液，按

上述分组药物作用 48 h后，收集细胞，1500×g离心

10 min，弃上清，用 4 ℃预冷的PBS洗涤细胞 2次，用

重新悬浮细胞，调整细胞密度为1×106/ml。取195 μl

细胞悬液于 5 ml 流式管中，加入 5 μl Annexin V-

FITC，轻轻混匀后间隔 3 min，再加入 10 μl或 20 μg/

ml 的 PI 溶液，混匀后于室温避光孵育 10 min，加入

300 μl结合缓冲液，轻轻混匀，用流式细胞仪测定细

胞凋亡率。实验重复3次。

1.5 Transwell实验检测胃癌BGC-823细胞的侵袭能力

将 Matrigel 与 L-15 培养基按 1∶4 稀释，在 Tran-

swell上室中加入 40 μl的Matrigel稀释液，37 ℃中孵

育 12 h，使胶凝固。按上述分组药物作用 48 h后，各

组BGC-823细胞用含 0.1% BSA的无血清培养基重

新悬浮，调整细胞密度为2×105/ml。取100 μl细胞加

入上室，500 μl含血清培养基加入下室，每组设3个复

孔，于CO2孵箱培养 48 h后，取出小室，用棉签沾取

PBS 轻轻擦掉上膜细胞，小室以甲醇固定 15 min，

PBS洗涤3次，每次5 min；结晶紫染色15 min，PBS洗

涤3次，每次5 min后镜下观察，每个滤膜随机取5个

视野（×100），取均值计数，照相分析。实验重复3次。

1.6 Western blotting检测BGC-823细胞相关蛋白的

表达

按上述分组药物作用 48 h后，收集各组细胞以

冷，PBS清洗2次，以裂解缓冲液提取总蛋白，蛋白浓

度参照BCA试剂盒测定。SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
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(SDS-PAGE）分离。通过电转仪将凝胶上的蛋白样

品移至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉在 37 ℃封闭 2 h。

分别与 1∶500鼠抗人CaM单克隆抗体、1∶1 000鼠抗

人AKT单克隆抗体。TBST洗膜 3次，每次 10 min，

后加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗鼠 IgG(1

∶200)及山羊抗兔 IgG(1∶200)，4 ℃孵育 2 h。洗膜 3

次后用化学发光底物显影，凝胶成像。

1.7 统计学处理

采用SPSS 13.0统计学软件，计数资料以百分率

（%）表示，组间比较采用 χ2检验；计量资料以 x̄±s表

示，组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 IGF-1能提高BGC-823细胞p-AKT及CaM蛋白

表达水平

在胃癌BGC-823细胞中加入 IGF-1分别作用 0、

24、48、72 h，观察其对p-AKT和CaM的蛋白表达的

影响。Western blotting检测结果(图 1)显示，随着作

用时间的延长，p-AKT蛋白的表达水平明显提高，同

时CaM蛋白的表达水平也随之提高。

*P<0.05 vs 0 h group; △P<0.05 vs 24 h group；
▲P<0.05 vs 48 h group

图1 IGF-1干预后胃癌BGC-823细胞内CaM和

p-AKT蛋白表达水平

Fig.1 Expression of CaM and p-AKT protein in gastric

cancer BGC-823 cells after IGF-1 intervention

2.2 IGF-1和/或Rg3影响p-AKT及CaM蛋白的表达

将 IGF-1和/或Rg3分别作用于胃癌BGC-823细

胞中 48 h，Western blotting检测结果(图 2)显示，与空

白对照组比较 ,IGF-1 组和 IGF-1+Rg3 组 p-AKT 和

CaM蛋白的表达水平明显增强（P<0.05）,而 Rg3组

p-AKT和CaM蛋白的表达水平均被抑制（P<0.05）。

表明 Rg3 可以抑制胃癌 BGC-823 细胞中 CaM 的表

达，但当增强 p-AKT的表达时Rg3的这种抑制作用

被明显降低。

*P<0.05 vs Control group

1：Control group；2：IGF-1 group；

3：Rg3 group；4：IGF-1+Rg3 group

图2 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞内

p-AKT和CaM蛋白表达的影响

Fig.2 The effect of IGF-1 and/or Rg3 treatment

on the expressions of p-AKT and CaM protein

in gastric cancer BGC-823 cells

2.3 IGF-1和/或Rg3影响胃癌BGC-823细胞增殖能力

作用 48 h后，MTT检测结果(见图 3)显示，空白

对照组细胞增殖抑制率为（23.25±1.96）%；IGF-1组细

胞增殖抑制率为（14.36±1.34）%，Rg3组细胞增殖抑

制率为（35.58±2.13）%；IGF-1和/或Rg3组细胞增殖

抑制率为（15.72±1.02）%。表明Rg3能够明显抑制胃

癌BGC-823细胞增殖，但当PI3K/AKT信号通路被激

活时Rg3的这种作用被明显抑制。

2.4 IGF-1和/或Rg3影响胃癌BGC-823细胞的侵袭

能力

Transwell检测结果（图 4）显示,空白对照组侵袭

细胞数为（53.3 ± 2.0）个 ，Rg3 组侵袭细胞数为

（35.1±3.0）个，IGF-1 组和 IGF-1+Rg3 组作用胃癌

BGC-823 细胞 48 h 后，侵袭细胞数分别为（89.2±
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7.1）和（91.2±6.3）个。表明Rg3能够明显降低胃癌

BGC-823细胞的侵袭能力，但当PI3K/AKT信号通路

被激活时Rg3的这种作用被明显抑制。

*P<0.05 vs Control group

图3 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞增殖能力的影响

Fig.3 The effect of IGF-1 and/or Rg3 treatment on the

proliferation of gastric cancer BGC-823 cells

2.5 IGF-1和/或Rg3影响胃癌BGC-823细胞的凋亡

采用AnnexinⅤ-FITC/PI双染色转染各组细胞，

检测 IGF-1和/或Rg3诱导胃癌BGC-823细胞的凋亡

情况。流式细胞术检测结果(图5)显示，Rg3组、IGF-1

组、IGF-1+Rg3组和空白对照组细胞凋亡率分别为

（42.62 ± 4.15）% 、（3.62 ± 0.25）% 、（3.50 ± 0.31）% 和

（16.11±1.21）%。与空白对照组比较，IGF-1组和 IGF-

1+Rg3组明显抑制细胞凋亡(P<0.05) ，而Rg3组明显

促进细胞凋亡(P<0.05)。表明Rg3可以明显促进胃

癌BGC-823细胞凋亡，但当PI3K/AKT信号通路被激

活时Rg3的这种作用被明显抑制。

*P<0.05 vs Control group

图4 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞侵袭能力的影响

Fig. 4 The effect of IGF-1 and/or Rg3 treatment on the

invasiveness of gastric cancer BGC-823 cells

A：Control group；B：IGF-1 group；C：Rg3 group；D：IGF-1+Rg3 group

图5 IGF-1和/或Rg3对胃癌BGC-823细胞凋亡的影响

Fig.5 The effect of IGF-1 and/or Rg3 treatment on the apoptosis of gastric cancer BGC-823 cells

3 讨 论

人参皂甙Rg3具有独特的抗肿瘤作用，备受广

大学者的重视。有研究[12-13]报道，人参皂甙Rg3对多

种肿瘤细胞起作用，如对乳腺癌、口腔癌细胞等具有

促凋亡和抑制侵袭、转移作用，但具体机制尚不十分

清楚。信号转导通路的异常改变在肿瘤细胞的发生

发展中起重要的作用，其中PI3K/AKT信号通路是体

内众多生长因子发挥作用的共同通路，其异常激活

与体内许多癌症的发生密切相关[14]。肿瘤细胞可以

在特定条件下激活PI3K/AKT信号通路，从而诱导肿

瘤细胞增殖、分化，避免肿瘤细胞发生凋亡[15-16]。为

了证实在胃癌BGC-823细胞中PI3K/AKT信号通路

与CaM蛋白表达之间的确存在着相互联系，本研究

使用激活剂 IGF-1来干扰AKT的磷酸化过程，通过

Western blotting检测观察其对胃癌BGC-823细胞中

p-AKT和CaM的蛋白表达的影响。研究结果发现，

在 IGF-1的作用下胃癌BGC-823细胞中 p-AKT蛋白

的表达水平被显著的增强，并且这种调控作用呈现

很好的时间效应关系。表明在胃癌BGC-823细胞中

PI3K/AKT信号通路可以调节CaM蛋白的表达，两者

之间呈正相关。

为了进一步明确人参皂甙Rg3是否是通过PI3K/

AKT 信号通路来抑制 CaM 的表达，进而促进胃癌

BGC-823细胞的凋亡，本研究通过 IGF-1联合人参皂
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甙 Rg3 作用于胃癌 BGC-823 细胞，观察胃癌 BGC-

823 细胞中 p-AKT 和 CaM 蛋白表达的变化与胃癌

BGC-823细胞增殖、侵袭和凋亡之间的关系。本研

究结果发现，与空白对照组相比，人参皂甙Rg3作用

于胃癌BGC-823细胞后，p-AKT和CaM的蛋白表达

均明显被抑制，同时胃癌BGC-823细胞的增殖活性

明显下降、凋亡明显增加，而 IGF-1组和 IGF-1+Rg3

组胃癌BGC-823细胞内 p-AKT和CaM蛋白的表达

均明显增强，同时胃癌BGC-823细胞的增殖活性明

显增强、凋亡也明显减少。表明Rg3可以明显促进胃

癌BGC-823细胞凋亡，但当PI3K/AKT信号通路被激

活时Rg3促进胃癌BGC-823细胞凋亡的这种作用被

明显抑制。

综上所述，人参皂甙Rg3干扰胃癌BGC-823细

胞内CaM的表达来促进胃癌BGC-823细胞凋亡的作

用是通过影响PI3K/AKT信号通路活性来得以实现

的。
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