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人参皂苷 Rh2对大鼠 C6胶质瘤细胞 Siah-1、Synaptophysin、MMP9

及 VEGF表达的影响 *
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摘要 目的：探讨人参皂苷 Rh2对大鼠 C6胶质瘤细胞 Siah-1、突触素（Synaptophysin）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）血管内皮生长

因子（VEGF）表达的影响。方法：将大鼠 C6胶质瘤细胞分为对照组、人参皂苷 Rh2低剂量组（16 滋g/mL）、人参皂苷 Rh2中剂量组

（32 滋g/mL）、人参皂苷 Rh2高剂量组（48 滋g/mL），CCK-8法和平板克隆实验检测细胞增殖；流式细胞术检测细胞凋亡；Transwell
检测细胞侵袭；实时荧光定量 -聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测 C6胶质瘤细胞中 VEGF、Siah-1、Synaptophysin、MMP-9 mRNA

表达；蛋白质印迹法（Western blot）检测 C6胶质瘤细胞中 VEGF、Siah-1、Synaptophysin、MMP-9蛋白表达。结果：与对照组比较，人

参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2中剂量组、人参皂苷 Rh2高剂量组大鼠 C6胶质瘤细胞 OD450值（24 h、48 h）、克隆形成率、细

胞侵袭数、VEGF、Synaptophysin、MMP-9 mRNA及蛋白表达降低，细胞凋亡率、Siah-1 mRNA及蛋白表达升高，且呈剂量依赖性

（P<0.05）。结论：人参皂苷 Rh2可能通过上调 Siah-1，下调 VEGF、Synaptophysin、MMP-9表达来抑制大鼠 C6胶质瘤细胞增殖与

侵袭，促进细胞凋亡。
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Impacts of Ginsenoside Rh2 on the Siah-1, Synaptophysin, MMP9 and VEGF
Expression in Rat C6 Glioma Cells*

To investigate the impacts of ginsenoside Rh2 on the Siah-1, synaptophysin, matrix metalloproteinase-9

(MMP-9) and vascular endothelial growth factor (VEGF) expression in rat C6 glioma cells. Rat C6 glioma cells were grouped

into control group, low-dose ginsenoside Rh2 group (16 滋g/mL), medium dose ginsenoside Rh2 group (32 滋g/mL), and high-dose gin-
senoside Rh2 group (48 滋g/mL), cell proliferation was detected by CCK-8 method and plate cloning test. Cell apoptosis was detected by
flow cytometry. Cell invasion was detected by Transwell. The VEGF, Siah-1, Synaptophysin and MMP-9 mRNA expression in C6

glioma cells was detected by real-time fluorescence quantitation-polymerase chain reaction (qRT-PCR); and Western blot was used to

detect the protein VEGF, Siah-1, Synaptophysin and MMP-9 expression in C6 glioma cells. Compared with the control group,

the OD450 value (24 h, 48 h), clone formation rate, cell invasion number, VEGF, Synaptophysin, MMP-9 mRNA and protein expression in

C6 glioma cells in the low-dose ginsenoside Rh2 group, the medium dose ginsenoside Rh2 group, and the high-dose ginsenoside Rh2

group were decreased, the cell apoptosis rate and the Siah-1 mRNA and protein expression were increased, which were dose dependent

(P<0.05). Ginsenoside Rh2 may inhibit the proliferation and invasion of rat C6 glioma cells and promote cell apoptosis by

up-regulating Siah-1 and down-regulating the VEGF, Synaptophysin and MMP-9 expression.
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前言

神经胶质瘤是最常见的原发性颅内恶性肿瘤，死亡率极

高，平均生存期不到 14个月[1]。目前的治疗方法有手术治疗、术

后辅助放疗、化疗和靶向药物治疗等[2]。由于其快速浸润性生

长，通常无法通过手术完全切除，且胶质瘤细胞容易对化疗和

放疗产生耐药性，导致预后仍然很差[3]。因此，探索能够控制胶

质瘤细胞增殖、侵袭等恶性行为的新型候选药物至关重要。人

参皂苷 Rh2作为人参的有效药理成分之一，在体外对多种癌细

胞系具有显著的抗癌作用[4]。已有研究报道，人参皂苷 Rh2可
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抑制胶质瘤细胞增殖、侵袭，但具体机制尚未完全明确[5]。C6胶

质瘤细胞是由 Benda等[6]用 N-亚硝基甲脲诱导的大鼠胶质瘤

克隆，并经过一系列的体外培养和动物传代交替后建成的。因

此，本研究主要探究人参皂苷 Rh2 对大鼠 C6 胶质瘤细胞

Siah-1、Synaptophysin、MMP-9及 VEGF表达的影响，旨在为胶

质瘤的临床治疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞来源

大鼠 C6胶质瘤细胞购自武汉益普生物科技有限公司。

1.2 主要试剂

人参皂苷 Rh2 购自北京伊塔生物科技有限公司；CCK-8

试剂盒购自深圳市纽邦生物技术有限公司；Annexin V-FITC细

胞凋亡检测试剂盒购自上海联迈生物工程有限公司；兔源一抗

血管内皮生长因子（VEGF）、E3泛素连接酶 Siah-1、突触素

（Synaptophysin）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）、茁-肌动蛋白
（茁-actin）、辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗均购自英
国 Abcam公司。

1.3 细胞培养与分组

将大鼠 C6胶质瘤细胞在添加有 10%胎牛血清和 1%青霉

素 -链霉素溶液的高糖DMEM培养基中培养，培养条件为 37℃、

5% CO2。取对数生长期的 C6胶质瘤细胞，分别利用 16、32、48

滋g/mL人参皂苷 Rh2[7]处理 48 h，并命名为人参皂苷 Rh2低剂

量组、人参皂苷 Rh2中剂量组、人参皂苷 Rh2高剂量组。另取

正常培养的 C6胶质瘤细胞作为对照组。

1.4 CCK-8法检测 C6胶质瘤细胞增殖

将在对数生长期收获的细胞以 1× 104个 /孔的密度接种

在 96孔板中。细胞贴壁后，按照 1.3进行处理。在处理 0、24、

48 h时向每孔中加入 10 滋L CCK-8试剂，孵育 2 h后，通过酶

标仪测量 450 nm处的吸光度。

1.5 平板克隆实验检测 C6胶质瘤细胞克隆形成能力

将 1.3中的各组 C6胶质瘤细胞（200个）接种于 6 cm细胞

培养板中，并在 DMEM培养基中培养 2周后，将细胞用 4%多

聚甲醛固定 30 min，结晶紫溶液染色 15 min。观察并统计各个

细胞板上形成的克隆数。克隆形成率（%）=（克隆数 /接种细胞

数）× 100%。

1.6 流式细胞术检测 C6胶质瘤细胞凋亡

将 1.3中的各组 C6胶质瘤细胞用 PBS洗涤后调整浓度为

6× 105个 /mL。加入 5 滋L Annexin-V-FITC和 5 滋L PI在 4℃下

避光孵育 15 min，离心后，用结合缓冲液重悬细胞，通过流式细

胞仪观察 C6胶质瘤细胞凋亡情况。

1.7 Transwell检测 C6胶质瘤细胞侵袭能力

将 200 滋L用无血清 DMEM培养基悬浮的 C6 胶质瘤细

胞（1× 104个）接种到涂覆有基质胶的 Transwell上室中。再向

下室加入 500 滋L含 10% FBS的 DMEM培养基。37℃孵育 24 h

后，将侵入基质胶的细胞用甲醇固定，结晶紫染色，最后利用光

学显微镜观察并计数。

1.8 实时荧光定量 -聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测 C6胶质

瘤细胞中 VEGF、Siah-1、Synaptophysin、MMP-9 mRNA表达

使用 TRIzol试剂提取 C6胶质瘤细胞总 RNA，将总 RNA

逆转录为 cDNA。以 cDNA 为模板进行 qRT-PCR 反应。以

茁-actin 为内参，通过 2 - △ △ Ct 法计算 VEGF、Siah-1、Synapto-

physin、MMP-9 mRNA 表达水平。 茁-actin：正向 5'-CCTG-

GCACCCAGCACAAT-3'；反向，5'-GCTGATCCACATCTGCT-

GGAA-3'；VEGF：正向 5'-GCAGCATAGCAGATGTGAAT-3'；

反向，5'-TTGACCCTTTCCCTTTCCT-3'；Siah-1：正向，5'-AC-

AGCCATTATGAATAGTGATTG-3'；反向，5'-GTTACATTGA-

TGCCTAGATTACC-3'；Synaptophysin：正向，5'-AAAGGCCT-

GTCCGATGTGAA-3'；反向，5'-CAGGAAGCCAAACACCACT-

GA-3'；MMP-9：正向，5'-ACACGACATCTTCCAGTA-3'；反向，

5'-CACCTTGTTCACCTCATT-3'。

1.9 蛋白质印迹法（Western blot）检测 C6 胶质瘤细胞中

VEGF、Siah-1、Synaptophysin、MMP-9蛋白表达

使用 RIPA缓冲液裂解 C6胶质瘤细胞并提取蛋白质，将

蛋白质进行定量、电泳分离、转膜、封闭后，将膜与一抗 VEGF

（1:1000）、Siah-1（1:1000）、Synaptophysin（1:1000）、MMP-9（1:

1000）、茁-actin（1:1000）在 4℃下孵育过夜，次日，将印迹与二抗

（1:5000）在室温下孵育 1 h。使用 ECL试剂可视化蛋白，ImageJ

软件用于分析蛋白质条带的灰度值。

1.10 统计学分析

使用 IBM SPSS 25.0软件进行统计分析。符合正态分布且

方差齐性的计量资料表示为平均值± 标准差（x± s）。使用单因
素方差分析进行多组间比较分析，进一步两组间比较采用

snk-q检验。P<0.05表明差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 人参皂苷 Rh2对各组 C6胶质瘤细胞增殖能力的影响

与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2中剂

量组、人参皂苷Rh2高剂量组C6胶质瘤细胞OD450值（24h、48 h）、

克隆形成率降低，且呈剂量依赖性（P<0.05），见图 1和表 1。

2.2 人参皂苷 Rh2对各组 C6胶质瘤细胞凋亡能力的影响

与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2中

剂量组、人参皂苷 Rh2高剂量组 C6胶质瘤细胞凋亡率升高，

且呈剂量依赖性（P<0.05），见图 2和表 2。

2.3 人参皂苷 Rh2对各组 C6胶质瘤细胞侵袭能力的影响

与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2中

剂量组、人参皂苷 Rh2高剂量组 C6胶质瘤细胞侵袭数目降

低，且呈剂量依赖性（P<0.05），见图 3和表 3。

2.4 人参皂苷 Rh2 对各组 C6 胶质瘤细胞中 VEGF、Siah-1、

Synaptophysin、MMP-9 mRNA表达的影响

与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2中

剂量组、人参皂苷 Rh2 高剂量组 C6 胶质瘤细胞中 VEGF、

Synaptophysin、MMP-9 mRNA表达降低，Siah-1 mRNA表达升

高，且呈剂量依赖性（P<0.05），见表 4。

2.5 人参皂苷 Rh2 对各组 C6 胶质瘤细胞中 VEGF、Siah-1、

Synaptophysin、MMP-9蛋白表达的影响

与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2中

剂量组、人参皂苷 Rh2 高剂量组 C6 胶质瘤细胞中 VEGF、

Synaptophysin、MMP-9蛋白表达降低，Siah-1蛋白表达升高，且

呈剂量依赖性（P<0.05），见图 4和表 5。
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图 1 平板克隆实验检测 C6胶质瘤细胞克隆形成能力

Fig.1 Cloning ability of C6 glioma cells was detected by plate cloning test

Note: A: Control group; B: Low-dose ginsenoside Rh2 group; C: Medium dose ginsenoside Rh2 group; D: High-dose ginsenoside Rh2 group.

Note: Compared with the control group, *P<0.05. Compared with low-dose ginsenoside Rh2 group, #P<0.05. Compared with medium dose ginsenoside

Rh2 group, &P<0.05.

图 2 流式细胞术检测 C6胶质瘤细胞凋亡能力

Fig.2 Detection of C6 glioma cell apoptosis rate by flow cytometry

Note: A: Control group; B: Low-dose ginsenoside Rh2 group; C: Medium dose ginsenoside Rh2 group; D: High-dose ginsenoside Rh2 group.

Note: Compared with the control group, *P<0.05. Compared with low-dose ginsenoside Rh2 group, #P<0.05. Compared with medium dose ginsenoside

Rh2 group, &P<0.05.

3 讨论

药用植物及其提取物因其抗炎、抗癌等生物学特性而被广

泛应用[8,9]。有研究表明，许多药用植物的提取物具有抗癌作用，

如紫杉醇、喜树碱、长春新碱等，其类似物已广泛应用于临

床[10]。人参皂苷 Rh2是从人参中提取的主要药理生物活性成分

之一，具有抗氧化、抗炎和抗癌等作用 [11]。据报道，人参皂苷

Rh2可抑制胶质瘤 SHG44细胞增殖、诱导其凋亡[12]；且人参皂

Groups
OD450 value

Clone formation rate（%）
0 h 24 h 48 h

Control group 0.22± 0.01 0.58± 0.04 1.09± 0.09 61.93± 4.15

Low-dose ginsenoside Rh2 group 0.23± 0.02 0.45± 0.03* 0.88± 0.08* 52.26± 3.05*

Medium dose ginsenoside Rh2 group 0.24± 0.02 0.38± 0.02*# 0.69± 0.05*# 36.69± 2.03*#

High-dose ginsenoside Rh2 group 0.22± 0.02 0.28± 0.02*#& 0.43± 0.03*#& 25.57± 1.32*#&

表 1 各组 C6胶质瘤细胞增殖能力比较（x± s，n=6）
Table 1 Comparison of proliferation ability of C6 glioma cells in each group（x± s, n=6）

表 2 各组 C6胶质瘤细胞凋亡率比较（x± s，n=6）
Table 2 Comparison of cell apoptosis rate of C6 glioma in each group（x± s, n=6）

Groups Cell apoptosis rate（%）

Control group 12.26± 1.03

Low-dose ginsenoside Rh2 group 18.82± 1.13*

Medium dose ginsenoside Rh2 group 27.75± 1.24*#

High-dose ginsenoside Rh2 group 41.65± 1.85*#&
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图 4 Western blot检测 C6胶质瘤细胞中 VEGF、Siah-1、

Synaptophysin、MMP-9蛋白表达

Fig.4 Western blot detection of VEGF, Siah-1, Synaptophysin, MMP-9

protein expression in C6 glioma cells

Note: A: Control group; B: Low-dose ginsenoside Rh2 group; C: Medium

dose ginsenoside Rh2 group; D: High-dose ginsenoside Rh2 group.

图 3 Transwell实验检测 C6胶质瘤细胞侵袭能力

Fig.3 Transwell test to detect the invasive ability of C6 glioma cells

Note: A: Control group; B: Low-dose ginsenoside Rh2 group; C: Medium dose ginsenoside Rh2 group; D: High-dose ginsenoside Rh2 group.

Note: Compared with the control group, *P<0.05. Compared with low-dose ginsenoside Rh2 group, #P<0.05. Compared with medium dose ginsenoside

Rh2 group, &P<0.05.

Note: Compared with the control group, *P<0.05. Compared with low-dose ginsenoside Rh2 group, #P<0.05. Compared with medium dose ginsenoside

Rh2 group, &P<0.05.

Groups Cell invasion number（pcs）

Control group 96.54± 4.23

Low-dose ginsenoside Rh2 group 78.84± 3.16*

Medium dose ginsenoside Rh2 group 57.69± 2.33*#

High-dose ginsenoside Rh2 group 18.84± 1.93*#&

表 3 各组 C6胶质瘤细胞侵袭数目比较（x± s，n=6）
Table 3 Comparison of cell invasion number of C6 glioma in each group（x± s, n=6）

表 4 各组 C6胶质瘤细胞中 VEGF、Siah-1、Synaptophysin、MMP-9 mRNA表达比较（x± s，n=6）
Table 4 Comparison of VEGF, Siah-1, Synaptophysin and MMP-9 mRNA expression in C6 glioma cells of each group（x± s, n=6）

Groups VEGF mRNA Siah-1 mRNA Synaptophysin mRNA MMP-9 mRNA

Control group 1.00± 0.00 1.00± 0.00 1.00± 0.00 1.00± 0.00

Low-dose ginsenoside Rh2 group 0.82± 0.06* 1.29± 0.11* 0.91± 0.08* 0.75± 0.08*

Medium dose ginsenoside Rh2 group 0.61± 0.05*# 1.84± 0.16*# 0.73± 0.06*# 0.43± 0.04*#

High-dose ginsenoside Rh2 group 0.34± 0.03*#& 2.56± 0.19*#& 0.25± 0.03*#& 0.18± 0.01*#&

苷 Rh2对神经母细胞瘤 SH-SY5Y细胞的增殖、迁移及侵袭具

有抑制作用，对细胞凋亡具有促进作用[13]。以上研究表明人参

皂苷 Rh2可以抑制肿瘤的恶性进展与本研究结果相符。本研究

显示，与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂量组、人参皂苷 Rh2

中剂量组、人参皂苷 Rh2高剂量组大鼠 C6胶质瘤细胞 OD450

值（24 h、48 h）、克隆形成率、细胞侵袭数降低，细胞凋亡率升

高，且呈剂量依赖性，表明人参皂苷 Rh2可通过抑制大鼠 C6

胶质瘤细胞 OD450值升高及克隆形成来抑制细胞增殖，通过降

低细胞侵袭数来抑制细胞侵袭，通过上调细胞凋亡率来诱导细

胞凋亡。提示人参皂苷 Rh2可能成为治疗胶质瘤的潜在有效

药物。

VEGF是血管生成的关键介质，新生血管形成后可进入肿

瘤实质内提供养分，维持肿瘤细胞的恶性增殖和向周围组织的

侵袭转移[14,15]。Siah-1作为一种 E3泛素连接酶，可表达于多种

正常组织中，而在多种肿瘤组织中表达缺失，近年研究发现

Siah-1过表达可促进细胞凋亡[16,17]。MMP-9属于基质金属蛋白

酶，可参与水解 IV型胶原蛋白，IV型胶原蛋白是细胞外基质

的核心成分，可促进肿瘤侵袭[18,19]。Synaptophysin作为神经内分

泌标志物，其与乳腺癌肿瘤分期、肿瘤分级显著相关[20,21]。据报

道，藤梨根活性成分熊果酸、齐墩果酸可能通过抑制 VEGF表
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Note: Compared with the control group, *P<0.05. Compared with low-dose ginsenoside Rh2 group, #P<0.05. Compared with medium dose ginsenoside

Rh2 group, &P<0.05.

达来抑制人胃癌细胞 SGC-7901增殖[22]。过表达 Siah-1可诱导

乳腺癌细胞凋亡[23]。去甲斑蝥素可降低前列腺癌 PC-3细胞的

侵袭能力，可能与下调MMP-9蛋白表达[24]。Synaptophysin与神

经内分泌恶性肿瘤较高的肿瘤分期、转移的发生和肿瘤增殖呈

正相关[25]。本研究结果显示，与对照组比较，人参皂苷 Rh2低剂

量组、人参皂苷 Rh2中剂量组、人参皂苷 Rh2高剂量组 C6胶

质瘤细胞中 VEGF、Synaptophysin、MMP-9 mRNA及蛋白表达

降低，Siah-1 mRNA及蛋白表达升高，且呈剂量依赖性，提示在

大鼠 C6胶质瘤细胞中，人参皂苷 Rh2对细胞凋亡的促进作用

可能与上调 Siah-1 有关，对细胞增殖的抑制作用与下调

VEGF、Synaptophysin 有关，对细胞侵袭的抑制作用与降低

MMP-9表达相关。

综上所述，人参皂苷 Rh2可抑制大鼠 C6胶质瘤细胞增殖

与侵袭，促进细胞凋亡，其机制可能与上调 Siah-1，下调 VEGF、

Synaptophysin、MMP-9表达有关；但具体作用机制尚需进一步

深入研究。
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Control group 1.56± 0.13 0.24± 0.02 1.23± 0.10 1.06± 0.09

Low-dose ginsenoside Rh2 group 1.24± 0.11* 0.36± 0.02* 0.92± 0.08* 0.84± 0.08*

Medium dose ginsenoside Rh2 group 0.96± 0.08*# 0.78± 0.06*# 0.69± 0.06*# 0.46± 0.04*#
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