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人参皂苷Rh2逆转HepG2细胞对5-氟尿嘧啶耐药性作用研究
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摘 要：目的 研究人参皂苷Rh2逆转HepG2细胞对 5-氟尿嘧啶（5-Flu）耐药性的作用。方法 构建对 5-Flu耐药的HepG2细

胞系（HepG2-5-Flu），MTT法分别测定人参皂苷Rh2和 5-Flu（二者质量浓度均为 15.63、31.25、62.50、125.00、250.00、

500.00、1 000.00、2 000.00 μg/mL）、人参皂苷Rh2和 5-Flu不同比例（5∶1、3∶1、1∶1、1∶3、1∶5）的混合药物（总浓度同单给药）

对 HepG2-5-Flu 细胞存活率的影响，利用协同作用系数（CI）获得人参皂苷 Rh2 和 5-Flu 的最佳协同作用浓度；通过

Annexin V/PI 双染色流式细胞术检测 5-Flu（375 μg/mL）、人参皂苷 Rh2＋5-Flu（人参皂苷 Rh2∶5-Flu＝1∶3，浓度为

125、375 μg/mL）对细胞凋亡影响；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测细胞 P-糖蛋白（P-gp）和多药耐药相关蛋

白（MRP）的mRNA表达水平。结果 人参皂苷 Rh2 对 HepG2-5-Flu 细胞的半数抑制浓度（IC50）为 223.3 μg/mL，而 5-Flu

的 IC50为 8.34 μg/mL。人参皂苷Rh2与 5-Flu浓度比为 5∶1、3∶1、1∶1、1∶3、1∶5时，混合药物对细胞的 IC50分别为 324.7、224.0、

219.0、135.6、105.9 μg/mL。人参皂苷Rh2和 5-Flu比例为 5∶1时，二者没有协同作用（CI＞1）；当人参皂苷Rh2和5-Flu比例为3∶1和 1∶1

时，药物浓度大于 62.5 μg/mL 时才有较小的协同作用（0.6＜CI＜1）；当人参皂苷Rh2和 5-Flu比例为 1∶3和 1∶5时，大多数

药物浓度下都有较好的协同作用（0＜CI＜0.5）。与5-Flu组比较，人参皂苷Rh2＋5-Flu组细胞坏死、早期凋亡、晚期凋亡的比例

均显著升高，活细胞比例显著下降（P＜0.05、0.01、0.001），MDR1和P-gp 2个耐药相关蛋白的mRNA表达显著下调（P＜0.01）。

结论 人参皂苷Rh2能够逆转HepG2细胞对5-Flu的耐药性，机制可能与下调MDR1和P-gp表达相关。
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Reversal of 5-fluorouracil resistance in HepG2 cells by ginsenoside Rh2
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Abstract: Objective To study anti-liver cancer efficacy and overcome the drug resistance of 5-fluorouracil (5-Flu) that

synergistically enhanced by ginsenoside Rh2. Methods HepG2 cell line (HepG2-5-Flu) resistant to 5-Flu was constructed,

Ginsenoside Rh2 and 5-Flu (15.63, 31.25, 62.50, 125.00, 250.00, 500.00, 1 000.00, 2 000.00 μg/mL) were determined by MTT

method, different proportions (5∶1, 3∶1, 1∶1, 1∶3, 1∶5) of ginsenoside Rh2 and 5-Flu (the total concentration was the same as

single administration) on the survival rate of HepG2-5-Flu cells, and the optimal synergistic concentration of Ginsenoside Rh2 and 5-

FLu was obtained by using the synergistic coefficient. The effects of 5-Flu (375 μg/mL) and ginsenoside Rh2+ 5-Flu (Ginsenoside

Rh2∶ 5-Flu = 1∶3, 125, 375 μg/mL) on apoptosis were detected by Annexin V/PI double staining flow cytometry. The mRNA

expression levels of P-gp and MRP were detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). Results The 50% inhibitory

concentration (IC50) of Ginsenoside Rh2 against HepG2-5-Flu cells was 223.3 μg/mL, and that of 5-Flu was 8.34 μg/mL. The IC50 of

ginsenoside Rh2 and 5-Flu were 324.7, 224.0, 219.0, 135.6 and 105.9 μg/mL when the concentration ratio of ginsenoside Rh2 and 5-flu

was 5∶1, 3∶1, 1∶1, 1∶3 and 1∶5, respectively. When the ratio of ginsenosides Rh2 and 5-Flu was 5∶1, there was no synergistic effect

(CI > 1). When the ratio of ginsenoside Rh2 and 5-Flu was 3∶1 and 1∶1, the concentration of ginsenoside Rh2and 5-Flu was greater than

62.5 μg/mL (0.6 < CI < 1). When the ratio of ginsenoside Rh2 and 5-Flu was 1∶3 and 1∶5, most drugs had a good synergistic effect (0 <
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CI < 0.5). Compared with the 5-Flu group, the percentages of cell necrosis, early apoptosis and late apoptosis in ginsenoside Rh2 +

5-Flu group were significantly increased, and the percentages of living cells were significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and

the mRNA expressions of MDR1 and P-GP were significantly down-regulated (P < 0.01). Conclusion Ginsenoside Rh2 can reverse

the resistance of HepG2 cells to 5-Flu, and the mechanism may be related to the down-regulation of MDR1 and P-GP expression.

Key words: Ginsenoside Rh2; 5-fluorouracil; liver cancer; synergistical effect; drug resistance

随着人们生活水平的日益提高 ，肝细胞

癌（hepatocellular carcinoma，HCC）发病率和死亡率

也逐年上升，其中，饮酒、病毒性肝炎、食物及饮水、

遗传等是肝癌的主要发病因素。肝癌致死率在癌

症相关死亡病例中居第 2位，严重危害了人民的生

命健康［1-3］。虽然临床上对于肝癌的诊断水平有了

很大提高，但是HCC患者手术率、5年生存率仍有待

提高。目前临床应用的抗肝癌的小分子化疗药物

作用效果有限、毒性大且易产生抗药性，患者预后

情况仍有很大的改善空间［4］。药物联用对增强既有

药物的作用效果、降低耐药性、提高其安全性具有

重要的临床意义。

人参皂苷是从人参属药材中提取的一种固醇

类化合物，是人参中的重要活性成分［5-6］。人参皂苷

Rh2是天然人参皂苷在肠道细菌作用下的主要降解

产物之一，人参皂苷 Rh2在体内的吸收利用是人参

皂苷发挥药理作用的重要形式，临床研究表明其具

有抗炎、护肝、缓解骨髓抑制、增强机体免疫等重要

作用［7］。人参皂苷可以通过下调 p53和降低 Bcl-2/

Bax比例而诱导肝癌细胞凋亡［8］，人参皂苷Rh2在抗

肝癌药物早期开发中具有一定研究价值。

5-氟尿嘧啶（5-Flu）是人工合成的抗代谢药并

在临床上对消化道癌等实体肿瘤具有良好的作用

效果，5-Flu在体内转变成 5-氟尿嘧啶脱氧核苷酸，

进而抑制脱氧胸苷酸合成酶的活性、抑制DNA的合

成［9-10］。随着科学家对癌症发病机制的深入了解和

多种抗癌药物的开发上市、多种抗癌手段的临床应

用（靶向治疗、免疫治疗等），癌症的临床治疗取得

了重大进展，但是靶向治疗或者免疫疗法的患者响

应性低、从中受益的患者数量有限，传统化疗仍然

具有极其重要的临床使用价值。5-Flu仍是治疗多

种恶性肿瘤如肝癌、结直肠癌、乳腺癌等的一线治

疗药物之一［11］。但是 5-Flu的作用效果有限、毒副作

用（呕吐、胃炎等）大以及其耐药性是其单独用药的

重要制约因素，临床上多采用联合用药的方式来降低其

用药剂量，从而降低其毒副作用并克服耐药性［12-14］。

本研究将通过优化人参皂苷Rh2和 5-Flu比例，

确定最佳协同药物联用方案，并初步研究了人参皂

苷Rh2逆转HepG2细胞对 5-Flu耐药的原因，为体内

联合用药的抗肿瘤作用效果提供重要参考。

1 材料

1.1 细胞

HepG2细胞，购自中国科学院昆明动物研究所

细胞库。

1.2 药物及主要试剂

人 参 皂 苷 Rh2（ 货 号 G12911，质 量 分 数

98%）、5-Flu（货号 F93580，质量分数 98%），均购自

上海吉至生化科技有限公司；RPMI 1640培养基（美

国 Gibco公司）；胎牛血清、青霉素-链霉素、胰酶购

自杭州四季青生物科技有限公司；MTT（碧云天生

物技术有限公司）；Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试

剂盒（CA1020-20T，Solarbio）；P-糖蛋白（P-gp）和多

药耐药相关蛋白（MRP）、β-actin引物（Invitrogen公

司）；Trizol、RT-PCR试剂盒（TaKaRa公司）。

1.3 主要仪器

EnVision多功能酶标仪，英国Perkin公司；实时

荧光定量 PCR（qRT-PCR）仪，美国 ABI 公司，型号

ABI 7300；流式细胞分析仪，多维高清流式细胞分

析仪LSRFortessa SORP，美国BD公司。

2 方法

2.1 细胞培养及耐药细胞系的建立

HepG2 细胞培养在含 10% FBS 和 1% 青霉素-

链霉素的 RPMI 1640 培养基中，于 37 ℃、5% CO2、

100%湿度的培养箱环境中单层贴壁生长，传代培养。

待生长稳定后，取对数生长期 HepG2细胞，加

入含 6 μg/mL 5-Flu的RPMI 1640培养液，37 ℃、5%

CO2培养24 h，用不含Ca2+、P3-的磷酸盐缓冲液D-Hanks

洗 1次，将细胞培养于无药 RPMI 1640完全培养液

中，待细胞恢复生长后，反复用5-Flu冲击处理，同时

逐渐增加药物浓度，经过 8次冲击至 5-Flu药物浓度

达 40 μg/mL，建立耐药细胞株HepG2-5-Flu。待细胞

恢复生长后将其维持培养于含5-Flu 10 μg/mL 的RPMI

1640完全培养液中，每 2～3天传代 1次。撤药 2周

后进行细胞实验。

2.2 细胞毒作用分析（MTT法）

取对数生长期的HepG2-5-Flu细胞，胰酶消化、
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离心、培养基重悬后制备成浓度为4×l04/mL的细胞

悬液，接种于96孔板中，每孔100 μL。细胞培养24 h后，

加入不同浓度的药物处理 48 h（单药和混合用药浓

度见表 1），对照组不加药。之后每孔加入 20 μL的

MTT，培养箱内继续培养 4 h 后弃上清液，每孔

加入 DMSO 150 μL 溶解产生的结晶紫晶体（此过

程可在培养箱内放置 10 min加快溶解），然后用酶

标仪于 450 nm波长处测定各孔吸光度（A）值，每个

药物浓度重复6次，计算细胞相对存活率。

细胞相对存活率＝A 给药/A 对照

2.3 人参皂苷Rh2促进5-Flu耐药细胞凋亡

取对数生长期的HepG2-5-Flu细胞，胰酶消化、

离心、培养基重悬后制备成浓度为1×l05/mL的细胞

悬液，接种于 6 孔板中，每孔 2 mL。细胞培养 24 h

后，加入5-Flu（375 μg/mL）、人参皂苷Rh2＋5-Flu（人参

皂苷Rh2∶5-Flu＝1∶3，质量浓度为125、375 μg/mL），对照

组不加药，处理 48 h，每个样品设置 3个复孔，之后

按照 Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒分析细胞凋亡

情况。

2.4 qRT-PCR 分析细胞 MDR1 和 P-gp 的 mRNA

表达情况

取对数生长期的HepG2-5-Flu细胞，胰酶消化、

离心、培养基重旋后制备成浓度为1×l05/mL的细胞

悬液，接种于 6 孔板中，每孔 2 mL。细胞培养 24 h

后，加入加入 5-Flu（375 μg/mL）、人参皂苷 Rh2＋5-

Flu（人参皂苷 Rh2∶5-Flu＝1∶3，质量浓度为 125、

375 μg/mL），对照组不加药，处理 48 h，每个样品设

置 3个复孔，按照 qRT-PCR说明书分析MDR1和 P-

gp mRNA表达情况。引物序列见表2。

2.5 统计分析

数据采用 Graphpad 6.0 软件分析，结果以 x
—
±s

表示，两组数据间差异用 t检验分析。

3 结果

3.1 MTT法分析人参皂苷Rh2和 5-Flu单药及混合

给药的细胞毒作用效果

不同浓度的人参皂苷Rh2、5-Flu以及二者不同

比例的混合物处理 48 h后的细胞相对存活率见图

1。人参皂苷Rh2对HepG2-5-Flu细胞的半数抑制浓

度（IC50）为223.3 μg/mL，而5-Flu的IC50为834.5 μg/mL。

人参皂苷Rh2与5-Flu浓度比为5∶1、3∶1、1∶1、1∶3、1∶5时，

混合药物对细胞的 IC50分别为 324.7、224.0、219.0、

135.6、105.9 μg/mL。结果表明，人参皂苷 Rh2明显

增强5-Flu对HepG2的细胞毒作用。

为了进一步分析二者的协同作用效果，利用

CompuSyn软件计算 2种药物的协同作用系数（CI）。

结果如图 2 所示，人参皂苷 Rh2和 5-Flu 比例为 5∶1

时，二者没有协同作用（CI＞1）；当人参皂苷 Rh2和

5-Flu 比例为 3∶1 和 1∶1 时，药物质量浓度大于

62.5 μg/mL时才有较小的协同作用（0.6＜CI＜1）；

当人参皂苷 Rh2和 5-Flu比例为 1∶3和 1∶5时，大多

数药物浓度下都有较好的协同作用（0＜CI＜0.5）。

考虑到5-Flu较大的毒副作用，在满足协同作用效果

的前提下，人参皂苷Rh2和 5-Flu比例为 1∶3时是较

为理想的比例，在后续及将来的体内协同作用效果

验证实验中可采用此联合用药比例。

表1 细胞毒实验中药物浓度设计

Table 1 Drug concentration design in cytotoxic experiments

药物

人参皂苷Rh2

5-Flu

人参皂苷Rh2/5-Flu（5∶1）

人参皂苷Rh2/5-Flu（3∶1）

人参皂苷Rh2/5-Flu（1∶1）

人参皂苷Rh2/5-Flu（1∶3）

人参皂苷Rh2/5-Flu（1∶5）

质量浓度/（μg·mL−1）

15.63

15.63

13.02/2.61

11.7/3.9

7.8/7.8

3.9/11.7

2.61/13.02

31.25

31.25

26.04/5.21

23.4/7.8

15.6/15.6

7.8/23.4

5.21/26.04

62.5

62.5

52/10.5

46.9/15.6

31.3/31.3

15.6/46.9

10.5/52

125

125

104/21

93.7/31.3

62.5/62.5

31.3/93.7

21/104

250

250

208/42

187.5/62.5

125/125

62.5/187.5

42/208

500

500

417/83

375/125

250/250

125/375

83/417

1 000

1 000

833/167

750/250

500/500

250/750

167/833

2 000

2 000

1 666/334

1 500/500

1 000/1 000

500/1 500

334/1 666

表2 引物序列

Table 2 Primer sequence

基因
MDR1

P-GP

GAPDH

引物序列（5'-3'）
Forward：CCACTCCTCCACCTTTGAC
Reverse：ACCCTGTTGCTGTAGCCA
Forward：CCCATCATTGCAATAGCAGG
Reverse：GTTCAAACTTCTGCTCCTGA
Forward：CCTTCCGTGTCCCCACT
Reverse：GCCTGCTTCACCACCTTC
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3.2 Annexin V/PI双染色法检测细胞凋亡情况

细胞凋亡实验结果（图 3）表明，与对照组比较，

5-Flu、人参皂苷Rh2＋5-Flu组细胞坏死、早期凋亡、

晚期凋亡的比例均显著升高，人参皂苷 Rh2＋5-Flu

组活细胞比例显著下降（P＜0.05、0.01、0.001）；

与 5-Flu组比较，人参皂苷Rh2＋5-Flu组细胞坏死、

早期凋亡、晚期凋亡的比例均显著升高，活细胞比

例显著下降（P＜0.05、0.01、0.001）。结果表明，人参

皂苷 Rh2促进 5-Flu 耐药细胞的凋亡的主要方式包

括促进细胞坏死，增加早期凋亡和晚期凋亡的细胞

比例。

3.3 人参皂苷Rh2给药后细胞耐药基因表达情况

结果如图 4所示，与对照组及 5-Flu组比较，人

参皂苷Rh2＋5-Flu给药后MDR1和P-gp 2个耐药相

关基因的mRNA表达显著下调（P＜0.01）。

4 讨论

随着生活节奏的加快，原发性肝癌的发病率和

致死率居高不下。遗传、饮酒、肝炎等是诱导肝癌

发生的重要因素，全球肝癌病人每年增加超过 60万

人，在中国是仅次于肺癌的高发肿瘤［15］。由于临床

诊断晚、进展快、无有效治疗手段，中晚期肝癌患者

以放化疗为主要治疗手段。但肝癌对传统化疗药

物的耐药性越来越显著，而且伴随着肝功能的损

害，小分子药物的利用率太低，亦不能满足临床需

要［4］。开发新的药物联用方案，降低单独化疗用药

的毒副作用具有重要的临床价值。

人参皂苷 Rh2和 5-Flu 在肝癌治疗的研究和临

床应用方面受到了广泛的关注，通过对人参皂苷

Rh2的调研，本课题组推断二者具有协同的抗肿瘤

效果，为了验证假设，首先，通过检测体外肝癌细胞

增殖的抑制效果，结合 CompuSyn软件分析了二者

的CI和最佳协同作用比例，结果表明，5-Flu和人参

皂苷Rh2在浓度比为 3∶1时具有最佳的协同作用和

潜在的体内抗肿瘤效果和安全性。Annexin V-

FITC/PI凋亡试剂盒的流式分析结果表明，与 5-Flu

图1 人参皂苷Rh2和5-Flu单药及混合给药的细胞毒作用效果（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 Cytotoxicity of Ginsenoside Rh2 and 5-Flu on HepG2（x
—

±s，n=3）

图2 CI-Fa曲线

Fig. 2 CI - Fa curve

··1879



Drug Evaluation Research第44卷 第9期 2021年9月 Vol. 44 No. 9 September 2021

组比较，人参皂苷 Rh2＋5-Flu 组细胞坏死、早期凋

亡、晚期凋亡的比例均显著升高，活细胞比例显著

下降，说明人参皂苷Rh2促进 5-Flu耐药细胞的凋亡

的主要方式包括促进细胞坏死，增加早期凋亡和晚

期凋亡的细胞的比例，这与人参皂苷Rh2促进 5-Flu

的抗肿瘤效果直接相关。最后，通过 qRT-PCR实验

分析了人参皂苷Rh2给药后细胞耐药蛋白MDR1和

P-gp的相关基因表达情况，结果表明，人参皂苷Rh2

可能通过抑制 MDR1和 P-gp的表达逆转了肝癌细

胞对 5-Flu的耐药性，从而提高了肝癌细胞对 5-Flu

的敏感性。本研究为进一步的体内探索 5-Flu和人

参皂苷Rh2的联合抗肿瘤效果及逆转肝癌耐药性提

供了重要的参考。
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