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人参皂苷Rg3通过调控PI3K/AKT/mTOR通路介导的磷酸戊糖途径对

乳腺癌细胞免疫逃逸的影响
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[摘  要]  目的：探究人参皂苷Rg3（GRG3）通过调控PI3K/AKT/mTOR通路介导的磷酸戊糖途径（PPP）对乳腺癌（BC）细胞免

疫逃逸的影响。方法：常规培养 MCF7 细胞，将其分为对照组、GRG3 低剂量（GRG3-L）组、GRG3 高剂量（GRG3-H）组、

GRG3-H + 740Y-P（PI3K激活剂）组和Ly294002（PI3K抑制剂）组。克隆形成实验、流式细胞术、DCFH-DA荧光探针法和WB法

分别检测各组细胞的增殖、凋亡、ROS水平，以及PPP和PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白的表达。CCK-8法检测各组NK-92MI细

胞对MCF7细胞的杀伤率，ELISA检测各组MCF7细胞中CXCL-2、CXCL-8、G6PD和NADPH水平，以及共培养各组细胞培养基

中TNF-α、IFN-γ水平。结果：GRG3可抑制MCF7细胞的克隆形成能力（均P < 0.05），促进MCF7细胞的凋亡（均P < 0.05），抑制

MCF7细胞中CXCL-2、CXCL-8、G6PD、NADPH和ROS水平（均P < 0.05），抑制PPP和PI3K/AKT/mTOR信号通路（均P < 0.05），

促进NK-92MI细胞分泌TNF-α和 IFN-γ（均P < 0.05），提升NK-92MI细胞对MCF7细胞的杀伤率（均P < 0.05），上述作用均可被

740Y-P部分逆转（均P < 0.05）。结论：GRG3可通过抑制PI3K/AKT/mTOR通路介导的PPP来抑制乳腺癌MCF7细胞生物学行

为和免疫逃逸。
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[Abstract]  Objective: To investigate the effect of ginsenoside Rg3 (GRG3) on the immune escape of breast cancer cells by regulating 

pentose phosphate pathway (PPP) mediated by PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. Methods: MCF7 cells were routinely cultured 

and divided into five groups: control group, GRG3 low-dose (GRG3-L) group, GRG3 high-dose (GRG3-H) group, GRG3-H + 740Y-P 

(PI3K activator) group, and Ly294002 (PI3K inhibitor) group. Colony formation assay, flow cytometry, DCFH-DA fluorescent probe 

assay, and WB were used to evaluate cell proliferation, apoptosis, ROS levels, and the expression of proteins related to the PPP and the 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in each group, respectively. The cytotoxic effect of NK-92MI cells against MCF7 cells was 

measured using the CCK-8 assay. ELISA was employed to detect the levels of CXCL-2, CXCL-8, G6PD, and NADPH in MCF7 cells, 

as well as the levels of TNF-α and IFN-γ in the culture supernatant of co-cultured cells. Results: GRG3 significantly suppressed the 

clonogenic ability of MCF7 cells (all P < 0.05), promoted apoptosis of MCF7 cells (all P < 0.05), and reduced the levels of CXCL-2, 

CXCL-8, G6PD, NADPH, and ROS in MCF7 cells (all P < 0.05). Additionally, GRG3 inhibited the PPP and PI3K/Akt/mTOR 

signaling pathways (all P < 0.05), promoted the secretion of TNF-α and IFN-γ by NK-92MI cells (all P < 0.05), and enhanced the 

cytotoxicity of NK-92MI cells against MCF7 cells (all P < 0.05). These effects were partially reversed by 740Y-P (P < 0.05). 

Conclusion: GRG3 inhibits the biological behavior and immune escape of breast cancer MCF7 cells by suppressing the PI3K/AKT/

mTOR pathway-mediated PPP.
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乳腺癌（breast cancer, BC）是一种常见的癌症，

具有异质性，女性多于男性，且存在地域差异，BC每

年新发病例超过200万例，且呈逐年上升趋势[1]。BC

早期发现可以接受更有效和针对性的治疗，生存率

较高；然而，进入中晚期的BC患者对手术、化疗和放

疗等治疗措施效果不佳，病死率仍然很高[2]。磷酸戊

糖途径（pentose phosphate pathway, PPP）是葡萄糖氧

化分解的一种模式，为细胞增殖和生存提供能量；然

而，PPP的异常激活可导致BC细胞的增殖、迁移和侵

袭能力增加，促进BC进展[3]。因此，抑制PPP可能是

治疗 BC 的一个靶点。人参皂苷 Rg3（ginsenoside 

Rg3, GRG3）是从人参中提取的四环三萜皂苷，具有

抗肿瘤活性[4]。SUN等[5]研究表明，GRG3可抑制结

肠癌细胞增殖和迁移，并阻滞细胞周期。黄琳等[6]研

究表明，GRG3可抑制mTOR介导的PPP来抑制肺癌

细胞恶性生物学行为。GRG3可抑制多种癌细胞活

性，但其具体作用机制尚不清楚。研究[7]显示，抑制

PI3K/AKT/mTOR通路可抑制肺癌细胞的 PPP，提高

细胞放射敏感性，促进细胞凋亡。抑制 PI3K/AKT/

mTOR通路可促进三阴性乳腺癌细胞的凋亡，抑制细

胞增殖和血管生成，阻滞细胞周期，降低细胞迁移能

力[8]。因此，本研究将探究GRG3是否可通过调控PI3K/

AKT/mTOR通路来抑制BC细胞恶性生物学行为。

1  材料与方法

1.1  细胞与主要试剂

BC 细胞 MCF7 和 NK-92MI 细胞购自上海澳睿

赛生物技术有限公司。740Y-P（PI3K 激活剂）和

Ly294002（PI3K抑制剂）购自美国MCE公司。GRG3

（纯度大于98%）购自成都筑钼科技有限公司，CCK-8

试剂盒、DCFH-DA活性氧（ROS）荧光探针、BCA 试

剂盒和细胞凋亡检测试剂盒均购自北京索莱宝

科技有限公司，葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶（glucose-6-

phosphatedehydrogenase, G6PD）、CXCL-2、NADPH、

CXCL-8、TNF- α、IFN- γ ELISA 试剂盒均购自上海

白益生物科技有限公司，丙酮酸激酶M2型（pyruvate 

kinase muscle 2, PKM2）、转酮醇酶（transketolase, 

TKT）、p-PI3K、mTOR、β -actin、p-AKT、p-mTOR、

PI3K、AKT抗体、辣根过氧化物酶标记的二抗均购自

英国Abcam公司。FlexStation多功能酶标仪购自上

海美谷分子仪器有限公司。

1.2  细胞培养、处理与分组

常规培养MCF7细胞，将其分为对照组、GRG3低

剂量（GRG3-L）组、GRG3高剂量（GRG3-H）组、GRG3-

H + 740Y-P和Ly294002组。GRG3-L组和GRG3-H组

MCF7细胞分别用20 μmol/L和40 μmol/L的GRG3处

理[9]，GRG3-H + 740Y-P组MCF7细胞用 40 μmol/L 的

GRG3 和 10 μmol/L 的 740Y-P共同处理[10]，Ly294002组

用25 μmol/L的Ly294002处理[10]。对照组正常培养。

1.3  克隆形成实验检测各组细胞的克隆形成能力

取对数生长期的MCF7细胞，按 1.2节中的方法

处理各组细胞，以 100个/孔的密度将细胞接种于 96

孔板中，间隔2 d更换新培养基，持续培养14 d后，各

组细胞经固定、结晶紫染色后，在倒置显微镜下观察

拍照，计算克隆形成率。

1.4  流式细胞术检测各组细胞的凋亡

收集按 1.2 节中的方法处理各组细胞 MCF7 细

胞，PBS清洗制成细胞悬液，用Annexin Ⅴ-FITC溶液

与PI试剂被避光处理15 min后用流式细胞仪检测各

组细胞的凋亡情况。

1.5  DCFH-DA荧光探针法检测各组细胞中ROS水平

取对数生长期的MCF7细胞，以 5 × 105个/孔的

密度接种于 6 孔板中，按 1.2 节中的方法处理细

胞，当汇合度约为 60% 时，用无血清培养基配制的

10 μmol/L DCFHDA 荧光探针在 37 ℃下避光处理

30 min，清洗后用流式细胞仪（488 nm 激发波长和

525 nm发射波长）检测各组细胞中的ROS水平。

1.6  WB 法检测各组细胞中 PPP 和 PI3K/AKT/

mTOR通路相关蛋白的表达

用细胞裂解液提取各组MCF7细胞总蛋白，BCA

法检测浓度，蛋白热变性后经 SDS-PAGE分离，转

至PVDF膜上，封闭2 h后，滴加PKM2、TKT、p-PI3K、

p-AKT、p-mTOR、PI3K、AKT、β -actin、mTOR 一抗

4 ℃下处理过夜，洗膜，辣根过氧化物酶标记的二抗

室温下处理 1 h，ECL液显色，成像系统观察拍照，用

Image-Pro Plus软件定量各蛋白的相对表达水平。

1.7  CCK-8法检测各组细胞的免疫杀伤率

将上述各组MCF7细胞与NK-92MI细胞以 5∶1

比例进行共培养，各组共培养细胞记为NK-对照组、

NK-GRG3-L 组 、NK-GRG3-H 组 、NK-GRG3-H + 

740Y-P组和NK-Ly294002组。按 1.2节中方法处理

细胞，培养3 d后，加入CCK-8试剂，继续培养2 h，用

酶标仪检测450 nm处的光密度（D）值，用“免疫杀伤

率=（效应细胞 D 值 + MCF7 细胞 D 值–共培养 D

值）/（靶细胞D值） × 100%”计算免疫杀伤率。

1.8  ELISA检测各组MCF7细胞中CXCL-2、CXCL-8、

G6PD和NADPH水平以及共培养各组细胞培养基中

TNF-α、IFN-γ水平

收集各组细胞及共培养细胞的培养基用于

CXCL-2、CXCL-8，及TNF-α、IFN-γ检测；用裂解液将各

组MCF7细胞裂解，离心后取上清液，用于G6PD和

NADPH检测。按ELISA试剂盒步骤检测各样本，读取
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各样本的D值，通过标准曲线计算各样本中CXCL-2、

CXCL-8、G6PD、TNF-α、IFN-γ和NADPH水平。

1.9  统计学处理

用Graphpad Prism 8.0.1软件分析实验数据。符

合正态分布的计量数据以 x̄ ± s 表示，单因素方差分

析和SNK-q检验多组间和组内差异。以P < 0.05表

示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  GRG3 可抑制 MCF7 细胞的克隆形成能力，

740Y-P可部分逆转此作用

克隆形成实验检测结果（图1）显示，与对照组比

较，GRG3-L 组、GRG3-H 组和 Ly294002 组 MCF7 细

胞克隆形成率均明显下降（均 P < 0.05）；相较于

GRG3-H组，GRG3-H + 740Y-P组MCF7细胞克隆形

成率明显升高（P < 0.05），GRG3-H + Ly294002组细

胞克隆形成率无明显变化。实验结果说明，GRG3可

明显抑制MCF7细胞的克隆形成能力，740Y-P可部

分逆转此作用。

2.2  GRG3可促进MCF7细胞凋亡，740Y-P可部分逆转

此作用

流式细胞术检测结果（图 2）显示，与对照组比

较，GRG3-L 组、GRG3-H 组和 Ly294002 组 MCF7 细

胞凋亡率均明显升高（均P < 0.05）；与GRG3-H组，

GRG3-H + 740Y-P组MCF7细胞凋亡率降低（P < 0.05），

Ly294002组MCF7细胞凋亡率无明显变化。实验结

果说明，GRG3可促进MCF7细胞凋亡，740Y-P可部

分逆转此作用。

与对照组比较，*P < 0.05；与GRG3-L组比较，△P < 0.05；与GRG3-H组比较，▲P < 0.05。

图1   GRG3对MCF7细胞克隆形成能力的剂量依赖性抑制及740Y-P的逆转作用

与对照组比较，*P < 0.05；与GRG3-L组比较，△P < 0.05；与GRG3-H组比较，▲P < 0.05。

图2  GRG3对MCF7细胞凋亡的影响

2.3  GRG3 对 MCF-7 细胞趋化因子及 ROS 水平的

影响

ELISA 检测结果（图 3A）显示，与对照组比

较，GRG3-L 组、GRG3-H 组和 Ly294002 组 MCF7

细胞培养基或细胞中 CXCL-2、CXCL-8、G6PD 和

NADPH 均明显下降（均 P < 0.05）；与 GRG3-H 组比

较，GRG3-H + 740Y-P组MCF7细胞培养基或细胞中

CXCL-2、CXCL-8、G6PD和NADPH水平均明显升高

（均 P < 0.05）。流式细胞术检测结果（图 3B）显

示 ，与 对 照 组 比 较 ，GRG3-L 组、GRG3-H 组和

Ly294002 组 MCF7 细 胞中 ROS 均明显升高（均

P < 0.05）；与GRG3-H组比较，GRG3-H + 740Y-P组

MCF7细胞中ROS明显降低（P < 0.05）。实验结果说

明，GRG3可明显抑制MCF7细胞CXCL-2、CXCL-8、

G6PD、NADPH 和 ROS 水平，而 740Y-P 可部分逆转

此作用。
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与对照组比较，*P < 0.05；与GRG3-L组比较，△P < 0.05；与GRG3-H组比较，▲P < 0.05。

图3  GRG3对MCF7细胞CXCL-2、CXCL-8、G6PD、NADPH（A）和ROS（B）水平的影响

2.4  GRG3 可明显抑制 PPP 和 PI3K/AKT/mTOR 信

号通路，而740Y-P可部分逆转此作用

WB 法检测结果（图 4）显示，与对照组比较，

GRG3-L组、GRG3-H组和Ly294002组MCF7细胞中

PKM2、TKT、p-PI3K、p-AKT和 p-mTOR蛋白表达水

平均明显降低（均 P < 0.05）；与 GRG3-H 组比较，

GRG3-H + 740Y-P组MCF7细胞上述蛋白表达水平

均明显升高（均P < 0.05），Ly294002组MCF7细胞上

述蛋白表达水平无明显变化。实验结果说明，GRG3

可明显抑制 PPP 和 PI3K/AKT/mTOR 信号通路，而

740Y-P可部分逆转此作用。

与对照组比较，*P < 0.05；与GRG3-L组比较，△P < 0.05；与GRG3-H组比较，▲P < 0.05。

图4    GRG3对MCF7细胞PPP和PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白表达的影响及740Y-P的逆转作用

2.5  GRG3可提升NK-92MI细胞对MCF7细胞的杀

伤率，而740Y-P可部分逆转此作用

CCK-8法检测结果（图 5）显示，与NK-对照组比

较，NK-GRG3-L组、NK-GRG3-H组和NK-Ly294002组

NK-92MI细胞免疫杀伤率均明显升高（均P < 0.05）；

与 NK-GRG3-H 组比较，NK-GRG3-H + 740Y-P 组

NK-92MI 细胞的免疫杀伤率明显下降（P < 0.05），

NK-Ly294002组NK-92MI细胞免疫杀伤率无明显变

化。 实验结果说明，GRG3可提升NK-92MI细胞对

MCF7细胞的杀伤率，而740Y-P可部分逆转此作用。

2.6  GRG3可促进NK-92MI细胞分泌TNF-α和 IFN-γ，

而740Y-P可部分逆转此作用

ELISA检测结果（图6）显示，与NK-对照组比较，

NK-GRG3-L 组、NK-GRG3-H 组和 NK-Ly294002 组

细胞培养基中 TNF- α 和 IFN- γ 水平明显升高（均

P < 0.05）；与 NK-GRG3-H 组比较，NK-GRG3-H + 

740Y-P组细胞培养基中TNF-α和 IFN-γ水平明显降

低（P < 0.05），NK-Ly294002组细胞培养基中TNF-α

和 IFN-γ水平无明显变化。实验结果说明，GRG3可

促进 NK-92MI 细胞分泌 TNF-α 和 IFN-γ，而 740Y-P

可部分逆转此作用。

3  讨  论

BC是全球女性发病率最高的恶性肿瘤是女性癌

症死亡的首要原因，已成为威胁全球女性生命的主

要癌症之一[11]。目前，BC根据雌激素受体（ER）和孕

激素受体（PR）以及人表皮生长因子受体2（HER2）的

表达水平分为不同的亚型[12]。BC的不同分子亚型表

现出独特的生物学行为和药物敏感性，其分子异质

性限制了疗效，这主要是由于不可预测的临床反应，

导致预后不良且病死率不断上升。因此，开发用于

BC 治疗的新药物仍是医学工作者研究的热点[13]。
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GRG3是人参的主要活性成分，具有提高免疫功能和

抗肿瘤的功效[4]。研究[14]显示，GRG3可抑制BC细胞

增殖和小鼠 BC 肿瘤生长，改善小鼠生活质量。

GRG3可提高自然杀伤细胞毒性，促进其对肿瘤细胞

的杀灭效果[15]。本研究结果显示，GRG3 可抑制

MCF7细胞增殖，并促进其凋亡，抑制BC进展，与上

述研究结果一致。

与对照组比较，*P < 0.05；与GRG3-L组比较，△P < 0.05；与

GRG3-H组比较，▲P < 0.05。

图5  GRG3对NK-92MI细胞杀伤MCF7细胞效率的影响

与对照组比较，*P < 0.05；与GRG3-L组比较，△P < 0.05；与

GRG3-H组比较，▲P < 0.05。

图6  GRG3对各组共培养细胞上清中TNF-α、IFN-γ水平的影响

肿瘤细胞具有较高的增殖能力，需要大量营养

物质和足够的能量以支撑自身增殖。PPP是葡萄糖

氧化分解的一种方式，可分为氧化阶段和非氧化阶

段，为细胞生长和代谢提供能量[3]。肿瘤细胞的代谢

速度比正常细胞快，会产生大量的 ROS，对细胞

的生物大分子如 DNA、蛋白质和脂质等造成损

伤[16]。G6PD 是 PPP 氧化阶段的限速酶，G6PD 可产

生NADPH，NADPH是谷胱甘肽还原酶的辅酶，通过

将氧化型谷胱甘肽还原为还原型谷胱甘肽，还原型

谷胱甘肽可以清除细胞内的ROS，NADPH高水平可

维持细胞内较高水平的GSH，抵抗ROS的产生，减少

氧化应激对肿瘤细胞的损伤，利于肿瘤细胞在氧化

应激环境下存活[17]。肿瘤细胞具有高增殖的特点，需

要大量DNA和RNA以支撑细胞分裂和增殖，TKT是

PPP非氧化阶段的关键酶，能够催化生成用于DNA

与RNA合成的核苷酸前体物质，并为该生物合成过

程提供所需能量，促进肿瘤细胞增殖和DNA损伤修

复。PKM2可催化磷酸烯醇式丙酮酸转化为丙酮酸，

产生大量ATP，促进肿瘤细胞的生长、存活和代谢[18]。

本研究结果显示，与对照组比较，GRG3可明显降低

MCF7细胞中G6PD、NADPH、PKM2和TKT水平，提

高ROS水平，抑制PPP。

癌细胞免疫逃逸是指癌细胞通过多种机制逃避

机体免疫系统的识别和攻击，从而得以在体内生存、

增殖和转移的现象[19]。CXCL-2和CXCL-8属于趋化

因子，可促进肿瘤细胞生长发育，还可抑制免疫反

应，降低T细胞和NK细胞的活性，促进肿瘤细胞免

疫逃逸[20]。本研究结果显示，与对照组比较，GRG3

可明显降低 MCF7 细胞分泌 CXCL-2 和 CXCL-8 水

平，提高免疫细胞活性。NK-92MI细胞具有强大的

细胞毒活性，能够识别并杀伤多种肿瘤细胞和病毒

感染细胞，它通过释放穿孔素、颗粒酶等细胞毒性物

质，以及激活凋亡信号通路来诱导靶细胞的死亡。

此外，NK-92MI细胞还能分泌 IFN-γ、TNF-α等多种

细胞因子，这些细胞因子可以调节免疫反应，可激活

免疫细胞，增强免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤能力[21]。

本研究结果显示，与NK-对照组比较，GRG3处理后

共培养细胞培养基中 TNF-α 和 IFN-γ 水平和 NK-

92MI细胞免疫杀伤率升高，抑制MCF7细胞免疫逃

逸能力。

PI3K/AKT/mTOR信号通路中 PI3K激活后可产

生 PIP3，促使AKT定位于细胞膜并被激活，AKT激

活后可以磷酸化mTORC1 的抑制因子结节性硬化

复合物 2，使其失活，从而激活 mTORC1。mTORC1

激活后会促进核糖体蛋白 S6激酶和真核起始因子

4E-结合蛋白 1的磷酸化，最终促进蛋白质合成和细

胞生长[7]。JIN等[22]研究显示，激活PI3K/AKT/mTOR

通路可促进BC细胞糖酵解、增殖和转移，促进癌症

进展。ZUO等[23]研究显示，抑制PI3K/AKT/mTOR通

路可抑制BC细胞增殖和裸鼠肿瘤生长，阻滞细胞周

期，促进细胞凋亡。本研究结果显示，与对照组比

较，GRG3处理后可抑制PI3K/AKT/mTOR通路的磷

酸化水平。为验证GRG3在MCF7细胞中的作用靶

点，本研究在 GRG3 处理的同时用该通路激活剂

740Y-P 进行处理，结果显示，740Y-P 可部分逆转

GRG3对MCF7细胞的抑制作用。

综上所述 ，GRG3 可能通过抑制 PI3K/AKT/
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mTOR 通路及 PPP 相关蛋白表达，进而抑制乳腺癌

MCF7细胞生物学活性和免疫逃逸。本研究还存在

明显不足之处，仅在细胞水平进行探讨，后续还将进

行动物实验进一步验证。
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