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人参皂苷Rg3协同TRAIL促进肺癌H358细胞凋亡的机制

安辉，李思思，高野，梁春光（锦州医科大学附属第一医院神经外科，辽宁 锦州 121001）

[摘 要] 目的：探讨人参皂苷Rg3联用肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）对肺癌H358细胞凋亡的影响及其作用机制。

方法:肺癌H358细胞培养完成后，0、50、100、200 ng/ml TRAIL 或0、25、50、100 μmol/L Rg3作用H358细胞48 h，按照实验方法分

为对照组、50 μmol/L Rg3组、100 ng/ml TRAIL组及 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL组。MTT法检测Rg3和/或TRAIL对肺癌

H358细胞增殖的影响，DAPI染色荧光倒置显微镜观察Rg3和/或TRAIL对肺癌H358细胞形态学变化的影响，流式细胞术检测

Rg3和/或TRAIL对肺癌H358细胞凋亡的影响,WB实验检测Rg3和/或TRAIL对各组肺癌H358细胞内死亡受体（DR5）及 cas-

pase-8表达的影响。结果：50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL组与其他各组比较，肺癌H358细胞的增殖抑制最明显（P<0.05）；

DAPI染色后显示，50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL组多数胞核皱缩，染色质凝集，荧光强度增加，并出现饱和碎裂等晚期凋亡形

态学改变；50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL组与其他各组比较，细胞凋亡率升高最明显，细胞内DR5及 caspase-8 表达增强最明

显（均P<0.05）。结论：人参皂苷Rg3联合TRAIL能够协同抑制肺癌H358细胞的增殖及诱导细胞凋亡，其作用机制可能与人参

皂苷Rg3协同促进DR5及caspase-8的表达上调有关。
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Ginsenoside Rg3 synergistically promotes apoptosis of lung cancer H358 cells with
TRAIL and its mechanism

ANN Hui, LI Sisi, GAO Ye, LIANG Chunguang (Neurosurgery, First Affiliated Hospital of Jinzhou Medical University, Jinzhou

121001, Liaoning, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of ginsenoside Rg3 combined with TRAIL on the apoptosis of lung cancer H358 cells

and its possible mechanism. Methods: After the completion of cell culture, H538 cells were treated with TRAIL (0, 50, 100, 200 ng/

ml ) or Rg3 (0, 25, 50, 100 μmol/L) for 48 h, and the cells were grouped according to different treatments, namely control group, 50

μmol/L Rg3 group, 100 ng/ml TRAIL group and 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL group. The effects of Rg3 and/or TRAIL on the pro-

liferation of H358 cells were detected by MTT assay. The effects of Rg3 and/or TRAIL on the morphological changes of H358 cells

were observed by DAPI staining. Theapoptosis of H358 cells in each group was detected by flow cytometry. The effects of Rg3 and/or

TRAIL on the expressions of death receptor 5 (DR5) and caspase-8 in H358 cells were detected by WB. Results: Compared with the

other groups, the proliferation of lung cancer H358 cells was significantly inhibited, while the apoptosis was significantly elevated in

the 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL group (P<0.05). After color developing, cells in 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL group had nu-

clear shrinkage, chromatin condensation, increased fluorescence intensity, and late morphological changes such as saturation fragmenta-

tion. Compared with the other groups, the expression levels of DR5 and caspase-3 ,8 in the cells of 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL

group were significantly increased (P<0.05). Conclusion: Ginsenoside Rg3 combined with TRAIL can synergistically inhibit the prolif-

eration and induce apoptosis of lung cancer H358 cells. The mechanism may be related to the up-regulation of DR5 and caspase-8 by

ginsenoside Rg3.
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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TNF-related

apoptosis-inducing ligand，TRAIL）是 TNF 超家族成

员之一，TRAIL又称凋亡素2配体(Apo2L)，可以在促

进肿瘤细胞凋亡的同时不影响正常细胞的活性。研
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究[1-3]发现，虽然TRAIL能促进肿瘤细胞凋亡，但肿瘤

细胞对其存在一定的耐药性，这限制了TRAIL的进

一步应用。近年来研究[4-5]证实，通过联合化疗可增

强肿瘤细胞对TRAIL的敏感性而降低其耐药性。人

参皂苷Rg3是从人参中提取出来的重要有效成分之

一，Rg3不但具有较强的抗肿瘤作用，用时还能逆转

其他化疗药物引起的肿瘤细胞耐药性[6-7]。目前关于

人参皂苷Rg3是否能增强肺癌细胞对TRAIL敏感性

的研究尚未见报道。本研究选用肺癌细胞株H358，

观察TRAIL和人参皂苷Rg3单用及两者联用对肺癌

H358细胞细胞增殖、凋亡的影响，以判断两者联用的

疗效，并对其机制进行初步探讨，为肺癌临床治疗提

供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料、细胞株及主要试剂

人参皂苷 Rg3（大连富生天然药物开发有限公

司）。肺癌 H358 细胞（上海细胞库）。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DR4、5单克隆抗体、兔抗人 caspase-3、8

单克隆抗体(Abcam 公司)，山羊抗兔 IgG、山羊抗鼠

IgG（大连宝生物工程有限公司）。

1.2 细胞培养

肺癌 H358 细胞置于 37 ℃水浴复苏，5% CO2 、

37 ℃培养箱内培养。每2 d更换培养液，细胞呈上皮

样贴壁生长。待细胞汇合度达到 80%~90% 时，用

0.25%胰蛋白酶消化 1～2 min，去胰酶，加入 10%胎

牛血清的Leibovitz's L-15培养基，终止消化。用吸管

吸取培养液，反复吹打贴壁细胞，使细胞脱离瓶壁充

分分散，将细胞悬液按1∶2稀释后传代。

1.3 MTT法检测肺癌H358细胞的增殖能力

取对数期生长的肺癌H358细胞，胰酶消化，调整

细胞密度至 5×104/ml，接种于 96 孔板中，37 ℃、5%

CO2条件下培养。按 0、50、100、200 ng/ml TRAIL或

0、25、50、100 μmol/L Rg3添加，每个浓度设 4个平行

孔。各组作用48 h后，每孔加入质量浓度为5 mg/ml

MTT 20 μl，继续培养 4 h。吸去培养液，每孔加入

150 μl DMSO，避光，振荡 10 min，室温孵育 20 min。

放入酶标仪，以 490 nm波长检测光密度（D）值。细

胞增殖率=（实验组D值/对照组D值）×100%。实验

重复3次。

1.4 DAPI染色荧光显微镜观察肺癌H358细胞的形

态学变化

取对数期生长的细胞，胰酶消化，调整细胞密度

至 3×105 /ml，接种于 12 孔板中，每孔 1 ml，37 ℃、

5%CO2条件下培养。药物作用 48 h 后，用 PBS 洗 3

次。4%多聚甲醛固定5 min，室温干燥。每孔加入2

μg/ml DAPI 0.5 ml，37 ℃避光15 min，洗3次，倒置荧

光显微镜观察凋亡细胞。

1.5 流式细胞术检测肺癌H358细胞的凋亡率

作用 48 h后，胰酶消化，调整细胞密度至 1×106/

ml，PBS洗2次，重悬。将细胞悬液置于流式管中，加

入 5 μl Annexin V-FITC，混匀，间隔 3 min，加入 10 μl

20 μg/ml的PI溶液，于室温避光孵育 10 min，每管加

入 400 μl 1×Binding Buffer，上流式细胞仪检测。实

验重复3次。

1.6 WB实验检测肺癌H358细胞相关蛋白的表达

作用48 h后，收集各组细胞，以裂解缓冲液提取

细胞总蛋白。每孔40 μg的含量加样，电泳分离。移

至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉在 37 ℃封闭 2 h。加入

鼠抗人死亡受体（death receptor 5, DR5）抗体（1∶500）

和兔抗人 caspase-8抗体（1∶1 000），4 ℃过夜。TBST

洗膜 3 次，每次 10 min，再加入 HRP 标记山羊抗鼠

IgG(1∶200)、山羊抗兔 IgG(1∶200)，4 ℃孵育 2 h。

ECL发光试剂盒发光显影，凝胶成像，扫描分析灰度

值、计算相关蛋白的相对表达量。实验重复3次。

1.7 统计学处理

采用 SPSS 20.0 软件进行统计数据分析，用

GraphPad Prism 7软件绘制图片。计量数据以 x̄±s 表示，

两组间比较采用 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 人参皂苷Rg3和TRAIL分别抑制肺癌H358细

胞的增殖

MTT 法检测结果显示 ，50、100、200 ng / ml

TRAIL 作用细胞 48 h，细胞增殖抑制率分别为

（22.51±1.02）%、（42.67±3.31）%和（44.86±2.62）%，与

对照组（7.34±0.87）%比较，差异均有统计学意义（均

P<0.05，图1A），但当剂量超过100 ng/ml时细胞增殖

抑制率无明显变化（P>0.05）。25、50、100 μmol/L人

参皂苷 Rg3 作用细胞 48 h，细胞增殖抑制率分别为

（23.36±1.82）%、（40.14±2.43）%和（39.98±2.77）%，与

对照组[（8.72±0.62）%]比较，差异均有统计学意义

（均P<0.05，图 1B）；但当剂量超过 50 μmol/L时细胞

增殖抑制率无明显变化（P>0.05）。

2.2 人参皂苷Rg3联合TRAIL对肺癌H358细胞凋

亡的影响

流式细胞术检测结果（图 2）显示，作用 48 h后，

50 μmol/L人参皂苷Rg3组、100 ng/ml TRAIL组和50

μmol/L人参皂苷Rg3+100 ng/ml TRAIL组细胞凋亡

率分别为（12.72±2.51）%、（11.65±2.97）%和（28.84±
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3.52）%，与对照组[（3.75±0.87）%]比较差异均有统计

学意义（均P<0.05）。其中人参皂苷Rg3+TRAIL组与

TRAIL 组或人参皂苷 Rg3 组比较差异显著（均 P<

0.05）。上述结果说明，人参皂苷Rg3联合TRAIL能

够明显抑制肺癌H358细胞的增殖。

*P<0.05 vs Control group; △P<0.05 vs 50ng/ml TRAIL or 25 μmol/L Rg3 group

图1 人参皂苷Rg3和TRAIL对肺癌H358细胞增殖的影响

Fig. 1 Effects of ginsenoside Rg3 and TRAIL on the proliferation of lung cancer H358 cells

A：Control; B: 50 μmol/L Rg3; C: 100 ng/ml TRAIL; D: 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL

图2 人参皂苷Rg3联合TRAIL对肺癌H358细胞凋亡的影响

Fig. 2 Effects of ginsenoside Rg3 combined with TRAIL on apoptosis of lung cancer H358 cells

2.3 人参皂苷Rg3联合TRAIL对肺癌H358细胞形

态的影响

经DAPI染色结果显示，对照组细胞胞核完整，

呈椭圆形，胞核内染色质均匀分布，呈均匀蓝色荧光

（图 3A）；50 ng/ml TRAIL 与 100 μmol/L 人参皂苷

Rg3分别单独作用 48 h后，部分胞核染色质凝聚、边

集(图 3B、C)；50 ng/ml TRAIL+100 μmol/L人参皂苷

Rg3作用48 h 后，多数胞核皱缩，染色质凝聚、边

集，并出现胞核碎裂等晚期凋亡的典型形态学改变

（图3D）。

2.4 人参皂苷 Rg3 联合 TRAIL 对肺癌 H358 细胞

DR5的蛋白表达影响

WB 检测结果（图 4）显示，与单独人参皂苷

Rg3 或单独 TRAIL 组比较，人参皂苷 Rg3+TRAIL

组 DR5 蛋白的表达明显增强（P<0.05）。上述结

果表明，在人参皂苷 Rg3 增加肺癌 H358 细胞对

TRAIL 敏感性，并促进细胞凋亡的过程中DR起到

了关键作用。

A: Control; B 100 ng/ml TRAIL; C: 50 μmol/L Rg3;

D: 50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL

图3 TRAIL联合人参皂苷Rg3对肺癌H358细胞形态的影响

（（×400））

Fig. 3 Effects of TRAIL combined with ginsenoside Rg3 on

the morphology of lung cancer H358 cells（（×400））
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2.5 人参皂苷 Rg3 联合 TRAIL 对肺癌 H358 细胞

caspases家族表达的调控

WB实验检测结果（图 5）显示，与人参皂苷Rg3

单独或 TRAIL 单独作用组比较，人参皂苷 Rg3 +

TRAIL组明显增强 caspase-8的表达（均P<0.05）。上

述结果表明，在人参皂苷Rg3增加肺癌H358细胞对

TRAIL敏感性，并促进细胞凋亡的过程中 caspase家

族起到了关键作用。

1: Control; 2：100 ng/ml TRAIL; 3：50 μmol/L Rg3;

4：50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL
*P<0.05 vs Control group;△P<0.05 vs 50 μmol/L Rg3 or

100 ng/ml TRAIL

图4 TRAIL联合人参皂苷Rg3对H358细胞DR5

蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of TRAIL combined with ginsenoside Rg3 on

DR5 protein expression in H358 cells

3 讨 论

肺癌为常见的恶性肿瘤之一，目前是以手术、放

疗、化疗和靶向治疗为主的综合治疗，但上述治疗手

段均有其局限性。因此，寻找新的、能有效杀灭肺癌

H358细胞而对正常细胞毒副作用小的治疗方法成为

近年来研究的热点。

本研究发现，TRAIL与Rg3均能够明显抑制肺癌

H358细胞的增殖，促进其凋亡，并都呈浓度依赖关

系，但当两者浓度增加到一定程度时上述作用均不

再明显增加。该结果进一步说明TRAIL和Rg3在肿

瘤治疗过程中均存在抵抗性。接下来本研究应用

100 ng/ml TRAIL和50 μmol/L Rg3处理肺癌H358细

胞，结果发现，当TRAIL和人参皂苷Rg3联合使用的

时候，其杀伤肺癌H358细胞的作用最强。本结果初

步证明TRAIL与Rg3在促进肺癌H358细胞凋亡的

过程中有协同作用，但具体机制不清。

DR5是TRAIL的配体，TRAIL可以通过与DR4、

DR5 结合来启动凋亡信号，诱导肿瘤细胞凋亡[8-10]。

本研究发现，当TRAIL和人参皂苷Rg3联合使用时

DR5的表达均被明显增强。该研究结果表明，人参

皂苷Rg3可能是通过增强DR5的表达来促进TRAIL

激活凋亡信号通路活性，进而促进肺癌H358细胞的

凋亡。

1: Control; 2：100 ng/ml TRAIL; 3：50 μmol/L Rg3;

4：50 μmol/L Rg3+100 ng/ml TRAIL
*P<0.05 vs Control group, ΔP<0.05 vs 50 μmol/L Rg3 or

100 ng/ml TRAIL group

图5 TRAIL联合人参皂苷Rg3对H358细胞caspase-8

蛋白表达的影响

Fig. 5 Effects of TRAIL combined with ginsenoside Rg3 on

caspase-8 protein expression in H358 cells

Caspases属于凋亡蛋白酶家族，是凋亡通路的重

要组成部分。近年来一些研究[11-13]报道，很多化疗药

物是通过增强 caspases 的表达来提高肿瘤细胞对

TRAIL的敏感性。本实验结果显示，人参皂苷Rg3可

以明显上调 caspase-8的表达，促进TRAIL诱导肺癌

H358细胞凋亡。综合上述研究结果，初步得出结论

人参皂苷Rg3可以通过增强DR5、caspase-8的表达来

提高肺癌H358细胞对TRAIL的敏感性，进而促进肺

癌H358细胞的凋亡。该研究结果初步证明，人参皂

苷Rg3与TRAIL在诱导肺癌H358细胞凋亡的过程

中存在明显的协同作用。因此，在肺癌治疗过程中，

使用TRAIL和人参皂苷Rg3联合作用或许是一个有

效的治疗策略。
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