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人参皂苷 Rh2通过激活 GSK-3β降解 β-catenin发挥抗肝癌作用研究 
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摘  要：目的  探讨人参皂苷 Rh2抗肝癌作用机制。方法  HE染色观察 HepG2和 HepG2-β-catenin荷瘤裸鼠肿瘤组织的细

胞形态；免疫组化检测 GSK-3β、β-catenin和MMP-3表达；ELISA法检测肿瘤细胞 GSK-3β 活性；PCR检测 GSK-3β、β-catenin、
Bcl-2、Cyclin D1、Bax和MMP-3基因的表达；Western blotting蛋白印迹法检测 GSK-3β 和 β-catenin的表达。结果  HepG2

组和HepG2-β-catenin组荷瘤裸鼠肿瘤细胞核成异型性，占整个细胞比例大，但 HepG2-β-catenin组更明显。HepG2-β-catenin＋
人参皂苷 Rh2组和 HepG2＋人参皂苷 Rh2组肿瘤细胞胞核固缩，出现大量破碎细胞，而 HepG2＋人参皂苷 Rh2组肿瘤细胞核

固缩及破碎细胞更明显。免疫组化结果显示人参皂苷 Rh2诱导 HepG2及 HepG2-β-catenin荷瘤裸鼠后，GSK-3β 表达增强，

β-catenin、MMP-3表达降低；HepG2＋人参皂苷 Rh2组中 β-catenin、MMP-3表达弱于 HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2组，

而 GSK-3β 表达则无明显差异。ELISA结果显示，人参皂苷 Rh2诱导 HepG2及 HepG2-β-catenin荷瘤裸鼠后，GSK-3β 的活

性均升高。PCR结果显示，HepG2＋人参皂苷 Rh2组中 β-catenin、Cyclin D1、Bcl-2基因表达弱于 HepG2-β-catenin＋人参皂

苷 Rh2组，Bax基因表达增强更明显，而 GSK-3β 基因表达无明显差异。Western blotting结果显示，HepG2＋人参皂苷 Rh2

组中 β-catenin 蛋白表达弱于 HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2组，而 GSK-3β 蛋白表达无明显差异。结论  人参皂苷 Rh2对

肝癌的抑制作用是通过激活 GSK-3β 降解 β-catenin而实现的，且能抑制肿瘤的转移。 
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Abstract: Objective  To investigate the anticancer effect and the mechanism of ginsenoside Rh2 on animal model of HepG2 liver 

carcinoma. Methods  HE staining was used to observe cell morphology. Immunohistochemical staining was used to detect the 

expression of GSK-3β, β-catenin, and MMP-3 in isolated single cells. The activity of GSK-3β was checked by ELISA kit. The 
expression levels of GSK-3β, β-catenin, Bax, Bcl-2, CyclinD1, and MMP-3 genes were measured by qRT-PCR. The expression of 
β-catenin and GSK-3β proteins were determined by Western blotting. Results  HE staining showed that the nucleus was atypia and 
account for a large proportion of the whole cell in HepG2 group and HepG2-β-catenin group. But nucleus atypia in HepG2-β-catenin 
group was more obvious. Condensation nuclei and a lot of broken cells were observed in HepG2-β-catenin + ginsenoside Rh2 group and  
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HepG2 + ginsenoside Rh2 group. However, condensation nuclei and broken cells in HepG2 + ginsenoside Rh2 group were more obvious. 

Immunohistochemical results indicated the expression of GSK-3β increased, while β-catenin and MMP-3 expression decreased in 
HepG2-β-catenin + ginsenoside Rh2 group, compared with HepG2-β-catenin group. The expression of β-catenin and MMP-3 in HepG2 + 
ginsenoside Rh2 group was lower than that in HepG2-β-catenin + ginsenoside Rh2 group, while GSK-3β was no significant difference. The 
ELISA results indicated that the activity of GSK-3β was increased in HepG2 + ginsenoside Rh2 group and HepG2-β-catenin + ginsenoside 
Rh2 group. Compared with HepG2-β-catenin + ginsenoside Rh2 group, the expression of Bax gene in HepG2 + ginsenoside Rh2 group 
increased significantly, and the expression levels of Bcl-2, CycliD1, and MMP-3 genes were also significantly lower, the difference was 

statistically significant (P <0.01). The Western blotting results showed that compared with HepG2-β-catenin + ginsenoside Rh2 group, the 
expression of β-catenin protein in HepG2 + ginsenoside Rh2 group was also significantly lower, the difference was statistically significant 
(P < 0.01). Conclusion  In vivo experiment shows that weight of tumor is decreased by ginsenoside Rh2 through activating GSK-3β to 
degrade β-catenin and could inhibit the ability of HepG2 cells metastasis. 
Key words: ginsenoside Rh2; HepG2; glycogen synthase kinase-3β; β-catenin; liver carcinoma 

 

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其严重危害人

类健康，易于肝内转移及向肺、骨、肾、脑转移。尽

管临床上在诊断和治疗方面取得很大进步，但肝癌仍

是癌症相关死亡的全球第三大原因[1-2]。随着介入治疗

的发展，使得化疗药物可以直接作用于肝癌细胞，部

分患者的寿命得以延长[3-4]。然而，有的肝癌患者对化

疗不敏感，容易产生耐药，对于这部分患者来说，目

前尚缺乏有效的治疗方法。因此，寻求有效的药物来

提高化学疗法的效果是目前研究的焦点。 

人参皂苷Rh2是从人参中提取的天然活性成分，

研究表明其能在多个环节上抑制多种肿瘤细胞的增

殖、促进肿瘤细胞凋亡等[5-6]，越来越多的研究显示，

治疗肝癌时人参成为备选药物之一，人参的化学预防

和抗癌作用是通过损伤 DNA、诱导细胞凋亡和增殖

抑制及免疫调节来实现的[7-8]。研究显示，人参皂苷

Rh2 诱导肝癌细胞后，可以使细胞周期阻滞在 G0/G1

期[9-12]，前期研究也发现人参皂苷 Rh2可抑制肝癌细

胞的增殖并诱导其调亡，且呈浓度和时间依赖[13]。 

Wnt 信号通路的异常激活同多种恶性肿瘤如

结、直肠癌，肝癌，乳腺癌，前列腺癌等有关[14]。

β-链蛋白（β-catenin）作为 Wnt 通路中重要的信号

传递因子参与调节细胞的生长和增殖，研究发现，

肝癌细胞中 β-catenin 蛋白的表达水平明显高于癌

旁组织，同时 β-catenin 对抗癌药物有抵抗作用。

β-catenin在正常组织及癌组织中作为一个重要的分

子，它的稳定性依赖于由 axin、结肠腺瘤样息肉基

因（adenomatous polyposis coli，APC）和糖原合成

酶激酶-3（glycogen synthase kinase-3β，GSK-3β）
构成的降解复合物，β-catenin在细胞内的表达水平

主要由 GSK-3β 调节[15]。Tsuchiya等[16]在结肠癌细

胞中发现GSK-3β 可通过降解 β-catenin来抑制结肠

癌细胞的生长。有研究表明，在实体肿瘤的化疗时，

化疗药物的敏感性和耐药性与 GSK-3β 活性相关。

Page等[4]研究发现，肝癌细胞中 GSK-3β 蛋白的表

达水平明显低于正常肝组织及癌旁组织，而且低表

达的 GSK-3β 临床病理特征预示着预后不良。故

GSK-3β 可作为一个潜在抗癌的靶点。本研究采用 4

周龄的 Balb/c 裸小鼠，在其臀部分别接种 HepG2

和 HepG2-β-catenin细胞，成功构建肝癌动物模型，

考察人参皂苷 Rh2对肝癌裸鼠肿瘤生长的影响，并

通过 HE染色观察肿瘤细胞核的形态，采用 ELISA、

qRT-PCR、Western blotting等方法考察人参皂苷 Rh2

对GSK-3β 的激活作用以及 β-catenin下游基因的变

化，进一步探讨人参皂苷 Rh2 的抗肝癌作用及与

Wnt信号通路相关的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  药物、试剂及主要仪器 

人参皂苷 Rh2（质量分数 98%，批号 111748）

购于国家标准物质网；DMEM-F12培养基、Hyclone

血清、嘌呤霉素购于美国 Hyclone公司；人肝癌细

胞 HepG2株，由重庆医科大学临床检验诊断学省部

共建教育部重点实验室左国伟教授提供；

pLOV-EF1a-MCS-3FLAG 质粒（re-expression β 联

蛋白慢病毒质粒及空质粒）及 293T 慢病毒包装细

胞由上海纽恩生物科技公司提供；Balb/c 裸鼠为雌

性，4 周龄，购于重庆医科大学动物中心，许可证

号 SYXK（渝）2012-0001；GSK-3β 试剂盒购于美

国 Cell Signaling Technology；β-actin抗体，北京中

衫金桥公司；β-catenin、GSK-3β、基质金属蛋白酶-3

（MMP-3）抗体购于美国 Cell Signaling Technology；

倒置显微镜购于日本 Olympus 公司；PCR 仪器购

于美国 Bio-Rad公司。 
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1.2  细胞培养、感染及筛选 

HepG2 细胞用含 10%小牛血清的 DMEM-F12

培养液培养，2～3 d传代 1次。上海纽恩生物科技

公司提供的感染指数（multiplicity of infection，

MOI）为 20。用 CCK8筛选嘌呤霉素工作质量浓度

为 0.5 g/L。取 2个一次性无菌瓶，分别接种 2×108

个/L细胞。37 ℃恒温培养 24 h，取上述细胞瓶，

弃去培养基，其中一瓶中加入 β-catenin慢病毒颗粒

50 μL及 4 g/L的 Polybrene 1 μL，而另一瓶继续原

条件下培养。感染 24 h后，用倒置荧光显微镜观察

感染效果，HepG2-β-catenin感染细胞呈绿色荧光，

弃去培养基，加入含有嘌呤霉素 0.5 g/L 的

DMEM-F12 培养液进行筛选，获得稳定感染的

HepG2-β-catenin细胞。HepG2-β-catenin细胞接种在

含嘌呤霉素 0.5 g/L 的 DMEM-F12 培养基中，在

37 ℃、5% CO2、饱和湿度下常规培养，48～72 h

传代 1次。 

1.3  肝癌动物模型构建 

分别用 HepG2、HepG2-β-catenin细胞（5×107

个，约 0.1 mL）、生理盐水接种到 4周龄的 Balb/c

裸小鼠左臀处，实验分为 5组：HepG2-β-catenin组、

HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2 组、HepG2 组、

HepG2＋人参皂苷 Rh2组、对照（生理盐水）组。

荷瘤直径长至约 0.5 cm后，人参皂苷 Rh2组每天 ig

给予人参皂苷 Rh2 20 mg/kg（相当于人用剂量 1.6 

mg/kg），其他各组 ig 生理盐水，每天 1 次，连续

20 d。每天测瘤体的直径及小鼠体质量，20 d后处

死，取瘤体组织称质量，−80 ℃冻存。 

1.4  HE染色观察细胞核的形态 

用刀片切取部分瘤体，用 4%多聚甲醛固定，

用石蜡包埋，制备 4 μm切片，采用二甲苯脱蜡，

经各级乙醇至水洗，苏木素染色 5 min，自来水冲

洗。吸干水后在盐酸乙醇提插数下，在自来水浸泡

15 min，吸干水后置入伊红液 2 min，脱水，透明，

封片，中性树脂封固。 

1.5  免疫组化检测肿瘤组织中 GSK-β、β-catenin
和MMP-3表达 

取各组已制作好的石蜡切片，二甲苯脱蜡，抗

原修复，加适量内源性过氧化物酶阻断剂，加一抗

GSK-β（1∶200）、β-catenin（1∶200）、MMP-3（1∶
200），加辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠/兔 IgG 聚

合物，滴加适量配好的 DAB 显色剂；苏木精复染

10～30 s，脱水、透明、封片。 

1.6  ELISA法检测肿瘤组织中 GSK-3β酶活性 

取 HepG2-β-catenin 组、HepG2-β-catenin＋人参

皂苷Rh2组、HepG2组、HepG2＋人参皂苷Rh2组的

瘤体组织提取总蛋白，按照 ELISA 试剂盒说明书进

行操作，最后用酶标仪在 450 nm波长依序测量各孔

的吸光度（A）值，根据标准曲线计算GSK-3β 活性。 

1.7  qRT-PCR法检测瘤体组织中GSK-3β、β-catenin、
Bcl-2、Cyclin D1、Bax、MMP-3基因的表达 

取 HepG2-β-catenin组、HepG2-β-catenin＋人参

皂苷 Rh2组、HepG2组、HepG2＋人参皂苷 Rh2组

的瘤体组织，依据说明书提取总的 RNA，用计算机

测出 RNA浓度，逆转录成 cDNA，进行定量分析。

引物如下：β-actin正向引物 5’-CATCAAGAAGGT- 

GGTGAAGCA-3’，反向引物 5’-CGTCAAAGGTG- 

GAGGAGTGG-3’；β-catenin正向引物 5’-CGGGAC- 

CGCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’，反向

引物 5’-TAATACGACTCACTAGAGGG-3’；GSK-3β
正向引物 5’-GGATTCGTCAGGAACAGGACA-3’，

反向引物 5’-TTAGCATCTGACGCTGCTGT-3’；

Bcl-2 正向引物 5’-GGTGAACTGGGGGAGGAT- 

TG-3’，反向引物 5’-GGCAGGCATGTTGACTTC- 

AC-3’；Cyclin D1正向引物 5’-CATGGAGAGACA- 

GACAGAGCA-3’，反向引物 5’-TATCCACGGGGC- 

TGTTCCTA-3’；Bax 正向引物 5’-TTCATCCAGG- 

ATCGAGCAGG-3’，反向引物 5’-CTTGGTGGAC- 

GCATCCTGAG-3’；MMP-3正向引物 5’-TAATGG- 

AGATGCCCACTTTGATG-3’，反向引物 5’-GAGT- 

GAAAGAGACCCAGGGAGTG-3’。PCR反应条件：

PCR Master Mix（2×）12.5 μL、正向引物 1 μL、
反向引物 1 μL、模板 cDNA 1 μL，ddH2O 9.5 μL。
选择程序：94 ℃、30 s；72 ℃、60 s；30个循环，

72 ℃，5 min，4 ℃ ∞。 

1.8  Western blotting 法检测瘤体组织中 GSK-3β
和 β-catenin蛋白的表达 

取 HepG2-β-catenin组、HepG2-β-catenin＋人参

皂苷 Rh2组、HepG2组、HepG2＋人参皂苷 Rh2组

的瘤体组织提取蛋白，测蛋白浓度，并使蛋白变性。

配制胶体，电泳，电转，结束后，将膜取出并放在

5%牛奶封闭液中室温封闭 1.5 h；4 ℃下与兔抗人抗

体 GSK-3β（1∶1 000）、β-catenin（1∶1 000）、Bcl-2
（1∶1 000）、Cyclin D1（1∶1 000）、Bax（1∶1 000）、

MMP-3（1∶500），鼠抗人 β-actin（1∶1 000）孵

育 16 h；TBST溶液漂洗 1 h，加入辣根过氧化物酶
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标记山羊抗兔 IgG和山羊抗小鼠 IgG（1∶1 000），

常温孵育 1.5 h，再用 TBST漂洗 1 h，加入显色剂

ECL试剂显色后曝光。 

1.9  统计学分析 

实验数据采用 SPSS 17.0 软件进行分析，以

±x s表示，采用单因素方差分析多组间的比较，采

用 LSD检验分析两两之间的比较。 

2  结果 

2.1  获得 HepG2-β-catenin细胞 

用 pLOV-EF1a-MCS-3FLAG-β-catenin 慢病毒

去感染 HepG2细胞，感染成功的 HepG2细胞命名

为 HepG2-β-catenin，通过荧光显微镜观察，细胞中

可见大量绿色荧光；而HepG2细胞中无荧光（图 1）。

用流式细胞仪检测细胞 β-catenin感染率，第 2天的

感染率为94.08%，第3天的感染率为99.49%（图 2）。

用 qRT-PCR法检测HepG2和HepG2-β-catenin细胞

中 β-catenin 基因的表达，与 HepG2 细胞相比，随

着时间延长，HepG2-β-catenin细胞中 β-catenin基因

的表达明显升高（图 2）。 
  

 
HepG2细胞                 HepG2-β-catenin细胞 

图 1  荧光显微镜下观察 HepG2和 HepG2-β-catenin细胞 

Fig. 1  HepG2 and HepG2-β-catenin cells observed by  
fluorescence microscopy 

 

        

 
与 HepG2细胞比较：*

P＜0.05 
*
P < 0.05 vs HepG2 cells 

图 2  流式细胞仪检测的 HepG2 细胞 β-catenin 感染率 (A) 和 qRT-PCR 法检测的 HepG2 细胞中 β-catenin 的表达 (B) 

( ±x s , n = 3) 

Fig. 2  Rate of β-catenin infection in HepG2 cells analyzed by flow cytometry (A) and expression of β-catenin gene in HepG2 and 
HepG2-β-catenin measured by qRT-PCR (B) ( ±x s , n = 3) 

2.2  人参皂苷 Rh2对肝癌模型小鼠瘤质量的影响 

造模的 4组小鼠，每组 5只，摘取瘤体后称质

量。HepG2-β-catenin组小鼠瘤质量（1.70±0.19）g

大于 HepG2组（1.60±0.16）g，差异显著（P＜0.01）；

HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2 组瘤质量（1.10±

0.12）g大于 HepG2＋人参皂苷 Rh2组（1.00±0.13）

g，差异显著（P＜0.01）。 

2.3  人参皂苷 Rh2 对肝癌模型小鼠瘤体组织细胞

核的影响 

HE染色结果显示，HepG2组和HepG2-β-catenin
组中细胞核成异型性，占整个细胞比例大，但

HepG2-β-catenin组更明显。HepG2-β-catenin＋人参

皂苷 Rh2和HepG2＋人参皂苷 Rh2组中细胞胞核固

缩，并出现大量破碎细胞，而 HepG2＋人参皂苷

Rh2组细胞胞核固缩及破碎细胞更明显，见图 3。 

2.4  人参皂苷 Rh2 对肝癌模型小鼠瘤体组织中

β-catenin、Gsk-3β和MMP-3表达的影响 

免疫组化结果显示，人参皂苷 Rh2诱导 HepG2

及 HepG2-β-catenin 组荷瘤裸鼠后，瘤体组织中

GSK-3β 表达增强，β-catenin、MMP-3 表达降低。

HepG2＋人参皂苷 Rh2组中 β-catenin、MMP-3表达

弱于HepG2-β-catenin＋人参皂苷Rh2组，而GSK-3β
表达无明显差异，见图 4。 

2.5  人参皂苷 Rh2 对肝癌模型小鼠瘤体组织中

GSK-3β酶活性的影响。 

ELISA 结果显示，人参皂苷 Rh2 诱导 HepG2

及 HepG2-β-catenin 组荷瘤裸鼠后，肿瘤组织中

GSK-3β 酶的活性均升高，见图 5。 
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图 3  各组裸鼠肿瘤组织细胞核形态变化 

Fig. 3  Morphological changes of nucleus of tumor cells of nude mice in each group 

               
 

图 4  各组裸鼠肿瘤组织中 GSK-3β、β-catenin和MMP-3的阳性表达 (免疫组化) 

Fig. 4  Positive expression of GSK-3β, β-catenin, and MMP-3 in isolated single cells of nude mice in each group  
(immunohistochemical staining) 

 

A0-HepG2-β-catenin  A1-HepG2-β-catenin ＋ 人 参 皂 苷 Rh2  

B0-HepG2  B1-HepG2＋人参皂苷Rh2；与A0组比较：
△△
P＜0.01；

与 B0组比较：▲▲
P＜0.01，下同 

A0-HepG2-β-catenin  A1-HepG2-β-catenin + ginsenoside Rh2  

B0-HepG2  B1-HepG2 + ginsenoside Rh2; 
△△
P < 0.01 vs A0 group; 

▲▲
P < 0.01 vs B0 group, same as below 

图 5  各组裸鼠瘤体组织中 GSK-3β酶活性 ( ±x s , n = 3) 

Fig. 5  Activity of GSK-3β in tumor tissue of nude mice 
in each group ( ±x s , n = 3) 

2.6  人参皂苷 Rh2 对肝癌模型小鼠瘤体组织中

GSK-3β、β-catenin、Bax、Bcl-2、Cyclin D1、MMP-3
基因表达的影响 

qRT-PCR结果显示，人参皂苷 Rh2诱导 HepG2

及 HepG2-β-catenin 组荷瘤裸鼠后，肿瘤组织中

GSK-3β、Bax基因表达上调，β-catenin、Cyclin D1、
Bcl-2、MMP-3基因表达下调。但 HepG2＋人参皂苷

Rh2 组中 β-catenin、Cyclin D1、Bcl-2 的表达弱于

HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2组，Bax基因表达上

调更明显，而 GSK-3β 表达无明显差异，见图 6。 

2.7  人参皂苷 Rh2 对肝癌模型小鼠瘤体组织中

GSK-3β、β-catenin蛋白表达的影响 

Western blotting结果显示，人参皂苷 Rh2诱导

HepG2 及 HepG2-β-catenin 组荷瘤裸鼠后，肿瘤组

织中 GSK-3β 蛋白表达增强，β-catenin蛋白表达降

低。但 HepG2＋人参皂苷 Rh2组中 β-catenin蛋白表

达弱于 HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2 组，而

GSK-3β 蛋白表达无明显差异，见图 7。 
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与 A1组比较：##
P＜0.01，下同 

##
P < 0.01 vs A1 group, same as below 

图 6  各组裸鼠瘤体组织中 GSK-3β、β-catenin、Bax、Bcl-2、Cyclin D1、MMP-3基因的表达 ( ±x s , n = 3) 

Fig. 6  Expression of GSK-3β, β-catenin, Bax, Bcl-2, Cyclin D1, and MMP-3 genes in tumor tissue of nude mice in each group 
( ±x s , n = 3) 

 
 

图 7  各组裸鼠瘤体组织中 GSK-3β和 β-catenin蛋白表达 ( ±x s , n = 3)  

Fig. 7  Expression of GSK-3β and β-catenin protein in tumor tissue of nude mice in each group ( ±x s , n = 3) 

3  讨论 

人参作为我国传统中药已有上千年的历史，

近年来提出其有效成分用于多种肿瘤的预防和治

疗[5,7,9-10]。大量研究表明人参皂苷 Rh2 可显著影响

并诱导胰腺癌细胞、肝癌细胞和肺癌细胞 A549 的

凋亡[11]。人参皂苷 Rh2 作用于 HepG2-β-catenin 和

HepG2 细胞形成的瘤体后，瘤体质量显著减少。

前期体外实验表明过表达的 β-catenin 会加速

HepG2 肝癌细胞的增殖 [17]，本实验中发现

HepG2-β-catenin组小鼠瘤质量（1.70±0.19）g显

著大于 HepG2 组（1.60±0.16）g（P＜0.01），同

样的证明了过表达 β-catenin会使 HepG2细胞形成

的瘤体质量增加，同时也观察到 HepG2-β-catenin＋
人参皂苷 Rh2组小鼠瘤质量（1.10±0.12）g 大于

HepG2＋人参皂苷 Rh2组（1.00±0.13）g，进一步

阐明过表达的 β-catenin 能削弱人参皂苷 Rh2 对

HepG2细胞的增殖抑制作用。 

肿瘤的异常增殖主要由细胞的增殖失控引起

的，与之相伴随的是 DNA 的快速复制和细胞核的

异型[18]。用 HE染色法观察肿瘤组织中细胞的形态，

结果显示，HepG2-β-catenin 组和 HepG2 组肿瘤组

织细胞核呈异型性，且占整个细胞比例大，在

HepG2-β-catenin组细胞中更为明显。人参皂苷 Rh2

作用于 HepG2-β-catenin和 HepG2荷瘤小鼠后，瘤

体细胞胞核固缩，形成大量破碎细胞，而 HepG2＋

人参皂苷 Rh2组细胞胞核固缩及细胞破碎更明显。

说明过表达的 β-catenin可引起肿瘤的异常增殖，同

时可削弱人参皂苷 Rh2对 HepG2细胞的作用。 

为了进一步阐明人参皂苷Rh2对HepG2细胞形

成的瘤体影响的作用机制，在体外实验中发现人参

皂苷 Rh2 对 HepG2 细胞的抗癌作用是通过

GSK-3β-β-catenin通路实现的。GSK-3β 的异常磷酸

化及失活参与肝癌的形成。最近通过 80 例病例分

析，研究发现肝癌组织中 GSK-3β 蛋白的表达水平

显著低于正常肝组织及癌旁组织，而且 GSK-3β 低

表达的临床病理特征预示着预后不良[15]。GSK-3β
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的表达与血管入侵、组织评分、肿瘤分级相关，同

时还可能涉及肝癌的转移过程[15,19]。GSK-3β 具有

致癌的潜质，但它也是一个极有利的抗癌治疗靶

点。为了进一步检测上述信号通路在体内的作用，

采用免疫组化法 检测 GSK-3β 的分布，在

HepG2-β-catenin 组和 HepG2 组小鼠肿瘤组织中，

GSK-3β 棕黄色颗粒主要存在于细胞胞质中，在经

人参皂苷 Rh2诱导后，GSK-3β 棕黄色颗粒的量明

显增加。同时，ELISA 的结果也表明人参皂苷 Rh2

作用于 HepG2-β-catenin和 HepG2荷瘤小鼠后肿瘤

组织中 GSK-3β 的活性显著增强。结果表明人参皂

苷 Rh2 在肿瘤组织中也能激活 GSK-3β 的活性。

β-catenin在正常组织及癌组织中作为一个重要的分

子，其稳定性依赖于由 Axin、APC和 GSK-3β 构成

的降解复合物，主要由 GSK-3β 去调节 β-catenin在
细胞内的表达水平[14]，用免疫组化法检测 β-catenin
的位置，在HepG2-β-catenin和HepG2细胞 β-catenin
棕 黄 色 颗 粒 存 于 细 胞 质 和 细 胞 核 中 ， 但

HepG2-β-catenin 组中 β-catenin 棕黄色颗粒多于

HepG2组中。在人参皂苷 Rh2诱导后，β-catenin棕
黄色颗粒在细胞质和细胞核中的量减少，同时采用

PCR和Western blotting检测了 HepG2细胞形成的

瘤体组织中 β-catenin 基因和蛋白的表达。结果表

明，与 HepG2 荷瘤组织相比，HepG2＋人参皂苷

Rh2荷瘤组织细胞中 β-catenin基因和蛋白表达水平

明显下降。同时检测 HepG2-β-catenin 细胞，检验

过表达的 β-catenin 能否削弱人参皂苷 Rh2 对

β-catenin的降解作用。结果发现与 HepG2-β-catenin
荷瘤组相比，HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2荷瘤

组织中 β-catenin基因和蛋白水平有所下降，但下降

幅度没有 HepG2＋人参皂苷 Rh2荷瘤组明显。该结

果表明过表达的 β-catenin 能削弱人参皂苷 Rh2 对

β-catenin的降解作用，进一步证实人参皂苷 Rh2降

解 β-catenin是通过激活 GSK-3β 的活性。 

在 Wnt的刺激下，GSK-3β 向细胞膜转移并与

Dishevelled and LRP-5 受体结合从而阻止了

GSK-3β 对 β-catenin的磷酸化，其结果是 β-catenin
逃脱了蛋白酶体的降解，从而在胞浆累积并向胞核

移位。进入细胞核的 β-catenin在染色质处于松弛状

态条件下可以与 TCF 结合。β-catenin 的 R10-C 区

域暴露末端能与 HAT蛋白 CBP和 p300结合，随之

转录因子、转录复合物、RNA 聚合酶幕集在

β-catenin 平台上，启动下游基因的激活。β-catenin

的转移至核内的量减少将导致其与 TCF 结合力降

低，不利于转录因子、转录复合物、RNA聚合酶在

β-catenin平台上幕集，也不利于 DNA启动区结合，

导致包括 Bax、Bcl-2、Cyclin D1、MMP-3下游基

因表达减少[18]。采用 PCR 检测经模型小鼠瘤体组

织中 Bax、Bcl-2、Cyclin D1、MMP-3基因表达变

化。结果显示，与 HepG2＋人参皂苷 Rh2组相比，

HepG2＋人参皂苷 Rh2 组肿瘤组织中 Cyclin D1、

Bcl-2和MMP-3的表达减少而 Bax增加。同时也检

测了HepG2-β-catenin＋人参皂苷Rh2和HepG2＋人

参皂苷 Rh2组中 Bax、Bcl-2、Cyclin D1、MMP-3

基因和蛋白。发现 HepG2-β-catenin＋人参皂苷 Rh2

组中 Bax基因和蛋白表达增加程度与 Bcl-2、Cyclin 

D1、MMP-3 基因和蛋白表达减少程度均弱于

HepG2＋人参皂苷 Rh2组（P＜0.01）。该结果表明

人参皂苷 Rh2 可通过激活 GSK-3β 的活性降解

β-catenin，使进入细胞核内 β-catenin减少，进而抑

制周期、增殖及迁移相关蛋白的表达，促进凋亡相

关蛋白的表达，最终抑制 HepG2细胞的增殖，促进

其凋亡；而过表达 β-catenin能削弱人参皂苷 Rh2对

HepG2细胞的促凋亡作用。 

人参皂苷 Rh2抗肿瘤的作用显著，但其能否抑

制肿瘤的转移尚未证实。β-catenin同时也是一个黏

附分子，Miyazawa 等[14]发现 β-catenin在细胞核表

达可促进肿瘤的浸润。MMP-3是降解细胞外基质的

重要基质金属蛋白水解酶，通过降解分布在细胞外

基质和基底膜的 IV 型胶原，参与肿瘤的浸润和转

移过程，因此 MMP-3 与肿瘤转移密切相关[20-22]。

本实验采用Western blotting和免疫组化检测了与转

移相关 β-catenin和MMP-3因子，结果显示，人参

皂苷 Rh2能够抑制 β-catenin和 MMP-3蛋白和基因

的表达。本研究结果还提示人参皂苷 Rh2能抑制肿

瘤的转移。 

综上所述，过表达的 β-catenin可削弱人参皂苷

Rh2对肝癌 HepG2 细胞的药理作用。人参皂苷 Rh2

对肝癌瘤质量的抑制作用是通过激活 Gsk-3β 降解

β-catenin而实现的，且能抑制肿瘤的转移。 
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