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人参皂苷Rb1通过KEAP1/PGAM5/AIFM1通路促进肝细胞癌HepG2
细胞发生氧死亡

朱敬轩，宋囡，杨莹，王杰，高浩，贾连群（辽宁中医药大学  中西医结合学院，辽宁  沈阳  110847）

[摘  要]  目的：探讨人参皂苷Rb1（Gn-Rb1）对肝细胞癌（HCC）HepG2细胞氧死亡的影响及其可能的分子机制。方法：采用

生物信息学方法分析氧死亡的关键基因PGAM5表达对HCC患者生存期的影响。选取辽宁省肿瘤医院收治的8例HCC患者的

HCC组织与癌旁组织，通过WB法及 qPCR检测氧死亡相关基因蛋白与mRNA的表达情况。将HepG2细胞随机分为对照组与

Gn-Rb1组（予以200 μmol/L Gn-Rb1干预），采用细胞克隆形成实验、划痕愈合实验分别检测Gn-Rb1对HepG2细胞的集落形成能

力、迁移能力的影响，ELISA检测对细胞ROS生成水平的影响，微板法检测对细胞LDH释放水平的影响；WB法、qPCR法检测

Gn-Rb1对HepG2氧死亡关键基因蛋白质与mRNA水平表达的影响。结果：生物信息学分析发现，PGAM5高表达肝癌患者总生

存时间较低表达患者更长（P<0.05）。在临床HCC组织与癌旁组织样本中发现，相较于癌旁组织，在蛋白质与mRNA水平上，肿

瘤组织KEAP1与PGAM5表达显著降低，NRF2表达显著升高（均P<0.01），p-AIFM1蛋白水平显著升高（P<0.05）。对HepG2细胞

予以200 μmol/L Gn-Rb1干预后，相较于对照组，Gn-Rb1组HepG2细胞的迁移能力与集落形成能力显著降低（均P<0.01），而LDH

水平显著升高（P<0.05）；相比于对照组，在mRNA和蛋白质水平上，Gn-Rb1组细胞中KEAP1、PGAM5表达均显著升高而NRF2

表达均显著降低（均P<0.05），p-AIFM1蛋白表达显著降低（P<0.01）。结论：HCC组织中氧死亡被抑制，而Gn-Rb1能够通过调控

KEAP1/PGAM5/AIFM1通路促进HepG2细胞氧死亡的发生，抑制细胞增殖和迁移能力。
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Ginsenoside Rb1 promotes oxeiptosis in hepatocellular carcinoma HepG2 cells 
through KEAP1/PGAM5/AIFM1 pathway

ZHU Jingxuan, SONG Nan ,YANG Ying, WANG Jie, GAO Hao, JIA Lianqun (School of Integrative Medicine, Liaoning University of 

Traditional Chinese Medicine, Shenyang 110847, Liaoning, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effect of ginsenoside Rb1 (Gn-Rb1) on oxeiptosis in hepatocellular carcinoma (HCC) HepG2 

cells and its possible molecular mechanism. Methods: Bioinformatic was used to analyse the effect of the expression of PGAM5, a key 

gene of oxeiptosis, on the survival time of HCC patients. HCC tissues and paracancerous tissues of 8 HCC patients admitted into 

Liaoning Provincial Tumor Hospital were selected, and the expressions of oxeiptosis-related gene proteins and mRNAs were detected 

by WB assay and qPCR. HepG2 cells were randomly divided into the control group and the Gn-Rb1 group (intervened with 200 μmol/L 

Gn-Rb1). The effects of Gn-Rb1 on the colony formation ability and the migration ability of HepG2 cells were detected by the cell 

clone formation assay and the cell scratch assay, respectively. ELISA was used to detect the effect on the level of ROS. Microplate was 

used to detect the effect on the level of LDH; the effects of Gn-Rb1 on the expressions of key gene proteins and mRNAs were detected 

by WB assay and qPCR. Results: Bioinformatic analysis revealed that, compared with low-expression patients, patients with PGAM5 

high-expression hepatocellular carcinoma had longer overall survival time (P<0.05). In clinical hepatocellular carcinoma and 

paracancerous tissue samples, it was found that compared with paracancerous tissues, at protein and mRNA levels, the expressions of 

KEAP1 and PGAM5 in tumor tissues were significantly lower; the expression of NRF2 was significantly higher (all P<0.01); and the 

expression of p-AIFM1 was significantly higher (P<0.05). After HepG2 cells were intervened with 200 μmol/L Gn-Rb1, compared with 

those in the control group, the migratory and colony-forming abilities of HepG2 cells in the Gn-Rb1 group reduced significantly (all 

P<0.01), and the level of  LDH increased significantly (P<0.05). Compared with the control group, at mRNA and protein levels, the 

expressions of KEAP1 and PGAM5 in the Gn-Rb1 group were significantly higher (all P<0.05); the expression of NRF2 was 

·· 445



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2024, 31(5)

significantly lower (all P<0.05); and the expression of p-AIFM1 protein was significantly lower (P<0.01). Conclusion: Oxeiptosis is 

inhibited in hepatocellular carcinoma tissues, and Gn-Rb1 promotes oxeiptosis in HCC HepG2 cells by regulating the KEAP1/PGAM5/

AIFM1 pathway, thus suppressing the proliferation and migration abilities of HepG2 cells.
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据统计，在中国肝癌年新发病例达 38.9万，年病

死病例达 33.6 万 ，疾病负担沉重[1]。肝细胞癌

（hepatocellular carcinoma, HCC）为主要组织病理学

类型，约占肝癌的80%[1]。手术切除仅适用于极少数

肝癌患者[2]；晚期患者常以口服化疗药物索拉非尼为

主，然而常在 6个月内发生耐药[3]。中医药以其多靶

点、多途径、低毒副作用的优势有效提高了HCC患者

的生存质量并延长了患者生存周期[4]。人参享有“百

草之王”一誉，具有补脾生津、化瘀祛痰之功效。人

参单体成分在抗HCC治疗中作用显著[5]。在人参皂

苷治疗肝癌的网络药理学研究[6-7]中发现，人参皂苷

对原发性肝癌具有潜在治疗作用，其中人参皂苷Rb1

（ginsenoside Rb1, Gn-Rb1）是人参二醇系皂苷的代表

成分之一，而其对HCC的作用机制研究较为少见。

氧死亡是活性氧（reactive oxygen species, ROS）诱导

的不依赖于 caspase级联反应的新型细胞死亡方式，

可理解为由氧化应激介导的细胞死亡，受 KEAP1/

PGAM5/AIFM1与KEAP1/NRF2信号通路的调控[8]。

过度活化的 Kelch 样 ECH 关联蛋白 1（Kelch-like 

ECH-associated protein 1, Keap1）以 NRF2 非依赖方

式 ，通过磷酸甘油酸变位酶 5（phosphoglycerate 

mutase 5, PGAM5）介导线粒体凋亡诱导因子 1

（apoptosisinducing factor mitochondria associated 1, 

AIFM1）第 116位丝氨酸残基去磷酸化，自发性介导

氧死亡的发生[9]。有研究[10]表明，激活乳腺癌细胞氧

死亡可抑制乳腺癌细胞的生长与侵袭，初步验证了

氧死亡可能参与肿瘤发生发展。另有研究[11]发现，参

与氧死亡的KEAP1/NRF2抗氧化途径的激活会促进

肝癌细胞增殖，而Gn-Rb1是否通过干预氧死亡途径

发挥抗HCC作用尚少见报道。本研究探讨Gn-Rb1

干预氧死亡途径抗 HCC 的分子机制，以期为临床

HCC治疗提供新方向。

1  材料与方法

1.1  临床样本

选择辽宁省肿瘤医院肝胆科及普外科诊治的

HCC患者 8例作为研究对象，经外科手术摘除患者

HCC组织与癌旁组织 8 对（癌旁组织距肿瘤边缘

>1 cm），保存于液氮中。患者纳入标准：无合并胆管

细胞癌；经病理确诊为HCC；首次发病就诊；临床资

料完整；初次诊断为HCC。排除标准：无明确肿瘤病

灶；转移性肝癌；严重心、肾功能异常患者；临床与病

理资料缺乏者。8例患者年龄46~69岁，平均（55.63±

7.48）岁，中位年龄 54岁；临床分期均为Ⅲ期。本研

究通过辽宁省肿瘤医院伦理委员会批准，受试者均

签署知情同意书。

1.2  细胞培养

HepG2细胞购自中国科学院上海生命科学院细

胞库。HepG2细胞在 37 ℃、5%CO2条件下培养于含

1%青霉素链霉素双抗、15%胎牛血清的高糖DMEM

培养基中。待细胞生长至汇合度达 85%以上时，加

入 0.25%胰酶 1 mL消化 1 min后终止消化，110×g离

心3 min，弃上清液后重悬细胞，1∶2进行传代。

1.3  主要试剂与仪器

Gn-Rb1单体（货号B21050）购自上海源叶生物

科技有限公司，使用时称取 2.218 6 mg Gn-Rb1单体

粉末溶于 20 µL DMSO，加入 10 mL 培养液配制含

200 μmol/L Gn-Rb1的含药培养基；HiFiScript gDNA 

Removal RTMasterMix、MagicSYBR Mixture、10×

TBST、Multicolor Protein Marker（货号 CW2020M、

CW3008M、CW0043、CW2841）均购自康为世纪生物

科技有限公司，Future PAGETM蛋白预制胶、MOPS-

SDS Running Buffer、20×Fast Transfer Buffer（货号

ET12010Gel、F00001Gel、F00002Gel）均购自 ACE 公

司，5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液、脱脂奶粉（货号

P0015、P0216）均购自碧云天公司，一抗稀释液（货号

A1810）购自北京索莱宝科技有限公司，GAPDH引物

（货号B661104）购自生工生物公司，KEAP1、NRF2、

AIFM1、GAPDH 抗体（货号 10503-2-AP、16396-1-

AP、17984-1-AP、10494-1-AP）均购自 proteintech 公

司，PGAM5抗体（货号A16022）购自ABclonal公司，

p-AIFM1 抗体（货号 AP5501）购自 ECM Biosciences

公司，FDbio-Dura ECL kit、 BCA Protein Assay Kit（货

号 FD8020、FD2001）均购自弗德生物公司，二抗

（anti-rabbit IgG HRP-linked antibody，货号 7074S）购

自 cell signaling technology 公司，LDH 试剂盒（货号

A020-2-2）购自南京建成生物工程研究所，ROS 

ELISA试剂盒（货号YJ112563）购自上海酶联生物公

司，引物由博迈德公司合成。

反转录仪器购自BioRad公司，高速离心机、PCR

扩增仪器购自 Thermo公司，酶标仪购自 TECAN公

司，化学发光成像系统购自上海天能科技有限公司，
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超微量核酸蛋白检测仪 NanoDrop 购自 BioTeke

公司。

1.4  数据库分析

利用 GEPIA 数据库（http://gepia2.cancer-pku.cn/

#survival）分析PGAM5的表达对肝癌患者生存周期

的影响。进入Survival Plots版块，输入PGAM5与肝

癌，点击Plot输出结果。

1.5  CCK-8法检测Gn-Rb1处理对HepG2细胞增殖

的影响

HepG2细胞分为对照组与Gn-Rb1组（200、400、

600、800 μmol/L），另设空白组。取96孔板，除空白孔

外，每孔接种HepG2细胞5×103个/100 μL。细胞贴壁

后给药处理，继续培养12、24、48 h后弃上清液，每孔

加入 100 μL 含有 10%CCK-8 的完全培养基，培养

30 min，酶标仪450 nm处检测光密度（D）值。细胞存

活率=（DGn-Rb1组-D 空白组）/（D 对照组-D 空白组）×100%。

1.6  划痕愈合实验检测Gn-Rb1处理对HepG2细胞

迁移的影响

HepG2细胞接种于六孔板，随机分为对照组与

Gn-Rb1组。待细胞生长至汇合度大于90%时对单层

细胞进行划痕处理，PBS清洗 2次，对照组加入完全

培养基，Gn-Rb1组加入含200 μmol/L Gn-Rb1的完全

培养基，每隔 12 h置显微镜下观察、拍照，Image J软

件分析划痕间面积，依据公式：划痕愈合率=（Gn-Rb1

组初始划痕面积-Gn-Rb1组各时间点划痕面积）/（对

照组初始划痕面积–对照组各时间点划痕面积）×

100%，计算划痕愈合率。

1.7  集落形成实验检测Gn-Rb1处理对HepG2细胞

集落形成的影响

将HepG2细胞接种于六孔板，随机分为对照组

与Gn-Rb1组，培养 3 d后Gn-Rb1组予以 200 μmol/L 

Gn-Rb1干预，对照组加入等体积培养基。续培 7 d，

显微镜下见每个集落内含有 50个以上细胞时，行结

晶紫染色，计数细胞集落。

1.8  ELISA检测Gn-Rb1处理对HepG2细胞ROS生

成的影响

HepG2 细胞培养至贴壁，待生长至汇合度达

70%~80%，予以 200 μmol/L Gn-Rb1 处理 24 h，取细

胞上清液，330 ×g离心10 min以去除颗粒和聚合物，

向 96孔板内分别加入标准品及稀释的样本后，再加

入HRP标记的检测抗体 100 μL，37 ℃处理 60 min后

洗板，再向孔内加入底物A、B，37 ℃处理 15 min，最

后加入50 μL终止液，于450 nm波长处测定D值。

1.9  比色法测定 LDH 水平检测 Gn-Rb1 处理对

HepG2细胞的损伤

细胞分组及上清液处理同 1.8。设置空白孔、标

准孔、测定孔及对照孔。空白孔、标准孔、对照孔分

别加入双蒸水25 μL、5 μL、5 μL，标准孔加入 0.2 μmol/L

丙酮酸标准液20 μL，测定孔与对照孔加入细胞上清

液20 μL。各孔内加入基质缓冲液25 μL。测定孔加

入5 μL辅酶Ⅰ，混匀，37 ℃处理15 min。各孔内加入

2,4-二硝基苯肼25 μL，混匀，37 ℃处理15 min。各孔

内加入 0.4 mol/L NaOH溶液 250 μL，混匀，室温放置

5 min，在450 nm波长处测定D值。

1.10  qPCR 法检测 HCC 组织及 Gn-Rb1 处理后

HepG2细胞中氧死亡相关基因mRNA的表达

细胞分组处理同1.8。TRIzol法提取细胞与组织中

的RNA，使用HiFiScript gDNA Removal RTMasterMix

试剂盒进行反转录，使用MagicSYBR Mixture试剂盒进

行qPCR扩增，严格按照说明书操作。使用2-△△ct法计算

mRNA的相对表达量。引物序列见表1。

表1  qPCR引物序列

基因

KEAP1

PGAM5

NRF2

AIFM1

GAPDH

引物序列（5'-3'）

F： CGCCCTGGACTGTTACAACC

R： CGCTCTGGCTCATACCTCTC

F： GCTACATCGTGTGCAGAGCA

R： TCTTGTCGGGAGGCATGAAC

F： CAACTACTCCCAGGTTGCCC

R： GACTGGGCTCTCGATGTGAC

F： AAGTCAGACGAGAGGGGGTT

R： ACCTTCCTGCCGTCTTTCAG

F： CACCATCTTCCAGGAGCGAG

R： TGATGACCCTTTTGGCTCCC

1.11  WB法检测HCC组织及Gn-Rb1处理后HepG2

细胞中氧死亡相关蛋白的表达

细胞分组处理同1.8。提取各组细胞蛋白与组织

蛋白，加入SDS-PAGE蛋白上样缓冲液煮沸变性，每

孔上样 50 μg组织蛋白或 30 μg细胞蛋白，80 V电泳

至浓缩胶底部，120 V电泳至分离胶底部。提前 5 min

用甲醇激活PVDF膜，安装三明治夹，100 V冰浴转膜

1 h。5%脱脂奶粉配制的封闭液封闭1 h后，1×TBST

洗 3 次，每次 10 min。加入一抗 KEAP1（1∶5 000）、

PGAM5（1∶500）、AIFM1（1∶5 000）、NRF2（1∶5 000）、

pAIM1（1∶1 000）、GAPDH（1∶5 000）抗体工作液，

4 ℃摇床上反应过夜后，1×TBST洗3次，每次10 min，

加入二抗工作液（1∶2 000），室温摇床上反应 1 h后，

1×TBST洗 3次，每次 10 min，滴加ECL显影液，曝光

后，ImageJ软件分析条带灰度值。

1.12  统计学处理

以上实验均进行 3次独立重复实验。数据统计
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分析利用GraphPad Prism 8.0软件处理，符合正态分

布的计量数据以 x̄±s 表示，组间比较采用 t检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  PGAM5表达与肝癌患者生存时间的关系

对GEPIA数据库的肝癌数据集中 PGAM5表达

与患者总生存率的关联进行Kaplan-Meier生存分析，

结果（图 1）发现，PGAM5高表达的肝癌患者生存周

期显著长于PGAM5低表达的肝癌患者（P<0.05），即

PGAM5高表达对肝癌患者总生存时间有正面影响。

2.2  临床HCC组织样本中氧死亡相关基因mRNA

与蛋白表达情况

通过 qPCR（图 2）、WB（图 3）法分别检测氧死亡

关键基因（KEAP1、PGAM5、AIFM1、NRF2）mRNA和

蛋白水平的表达，结果显示，相较于癌旁组织，肿瘤

组织KEAP1与PGAM5的mRNA和蛋白表达均显著

降低，NRF2 mRNA和蛋白表达显著升高（P<0.01）、

p-AIFM1表达显著升高（P<0.01），提示HCC组织氧

死亡可能被抑制。

图1    不同PGAM5表达水平肝癌患者的生存分析

与癌旁组织相比，*P<0.05， **P<0.01。

图2  HCC组织与癌旁组织中氧死亡相关基因的mRNA表达水平

2.3  Gn-Rb1对HepG2细胞具有增殖抑制作用

CCK-8法检测结果（图 4）显示，与对照组比较，

各浓度Gn-Rb1干预后HepG2细胞增殖能力均受到

显著抑制（均 P<0.05）。选择Gn-Rb1处理 24 h时接

近 IC50值的200 μmol/L Gn-Rb1进行后续实验。

2.4  Gn-Rb1抑制HepG2细胞的集落形成能力 

集落形成实验检测结果（图5）显示，与对照组相

比 ，Gn-Rb1 组集落数显著减少 [（25.00±3.00） vs 

（52.00±4.00）个，P<0.01]。

2.5  Gn-Rb1抑制HepG2细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图 6）显示，12 h时，Gn-Rb1

组划痕愈合率显著低于对照组 [（7.85±1.03）% vs

（20.97±1.68）%，P<0.01]；24 h时，Gn-Rb1组划痕愈合

率亦显著低于对照组 [（14.53±1.63）% vs（29.87±

1.12）%，P<0.01]。提示Gn-Rb1能够抑制HepG2细胞

的迁移能力。

2.6  Gn-Rb1对HepG2细胞氧化应激及细胞损伤的

影响

LDH测定和ELISA检测结果显示，Gn-Rb1组HepG2

细胞培养上清液中LDH含量显著高于对照组[（101.70±

2.73） vs（79.48±7.13）U/L，P<0.05]，说明细胞损伤程度

升高；ROS含量较对照组有升高趋势[（2.64±0.18）vs

（2.30±0.02）U/L，P>0.05]。

2.7  Gn-Rb1对HepG2细胞氧死亡相关基因mRNA

及蛋白表达的影响

qPCR检测结果（图7）显示，在mRNA水平上，相

比于对照组 ，Gn-Rb1 组 HepG2 细胞中 KEAP1、

PGAM5基因表达显著升高，NRF2基因表达显著降

低（均P<0.05）；WB 法检测结果（图 8）显示，在蛋

白 水 平 上 ，Gn-Rb1 组 HepG2 细 胞 中 KEAP1、

PGAM5表达显著升高，p-AIFM1、NRF2表达显著降

低（均P<0.01）。
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与癌旁组织相比，*P<0.05，**P<0.01。

图3    HCC组织与癌旁组织中氧死亡相关蛋白的表达

与对照组（0 μmol/L）相比，*P<0.05、**P<0.01。

图4    Gn-Rb1处理抑制HepG2细胞的增殖

图5    Gn-Rb1对HepG2细胞的集落形成能力的影响

（结晶紫染色）

3  讨  论

本研究证实，200 μmol/L Gn-Rb1可以有效抑制

HepG2细胞的增殖与迁移，并且能显著影响HepG2

细胞的集落形成能力，上述实验结果与Gn-Rb1作用

于其他类型肿瘤细胞的研究结果基本一致[12-13]。氧

死亡是 2018年新发现的一种新型细胞死亡方式，是

由ROS介导的非 caspase依赖的细胞死亡方式[8]。正

常生理状态下，KEAP1与NRF2在胞质中结合，为防

图6    Gn-Rb1对HepG2细胞迁移的影响（倒置显微镜，×200）

止NRF2转运进入细胞核内，KEAP1作为一种泛素连

接酶将NRF2泛素化，以此维持氧化与抗氧化之间的

平衡[14]；随ROS浓度轻度升高，KEAP1作为ROS的感

受器，会与NRF2分离并结合氧死亡的中央枢纽蛋白

PGAM5；当细胞内ROS浓度超过KEAP1/NRF2的调

节能力时，KEAP1 作为氧死亡的开关与 PGAM5 分

离，进而PGAM5被转运进入线粒体内并使AIFM1去

磷酸化、发生突变，AIFM1穿梭至细胞核内自发性地

开启氧死亡进程[15]。本研究检测了临床HCC组织样

本中氧死亡调控通路 KEAP1/PGAM5/AIFM1 以及

KEAP1/NRF2蛋白与mRNA的表达，结果表明，相较

于癌旁组织，HCC组织中KEAP1与 PGAM5表达显

著降低，NRF2 与 p-AIFM1 表达显著升高，提示在

HCC组织中氧死亡可能被抑制。肿瘤组织ROS水平

升高，本研究证实肿瘤组织中氧死亡却被抑制，原因
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可能为肿瘤组织长期处于氧化应激状态，这种ROS

水平的升高有利于HCC细胞的存活与生长[16-19]，有利

于KEAP1/NRF2信号通路在HCC中过度激活[20-22]，开

启抗氧化进程，使得HCC细胞在高浓度ROS的状态

下生存并且抑制氧死亡的发生。

与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图7    Gn-Rb1对HepG2细胞中氧死亡相关mRNA表达的影响

与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图8    Gn-Rb1对HepG2细胞中氧死亡相关蛋白表达的影响

中医中并无“肝细胞癌”之病症名，依据其临床

表现，将其归为“肝积”的病症范畴。《圣济总录》曾对

HCC做出具体描述：“积气在腹中，久不差，牢固推之

不移，……按之其状如杯盘牢结，久不已，令人身瘦

而腹大，至死不消”[23]。中医学认为，脾乃后天之本，

气血生化之源[24-25]。脾失健运时，肝气郁结、气机不

畅、津血不归正化所生，遂血滞而瘀，津凝成痰，而痰

瘀具有重浊腻滞之性，相互驳杂，胶结难解，蕴结于

肝，渐成症积。人参具有补脾生津、化瘀祛痰之功

效[26]，其有效成分Gn-Rb1具有抑制肿瘤细胞增殖[27-28]

与转移[29]的作用。有研究[27-28]证明，Gn-Rb1通过调控

自噬、线粒体凋亡等细胞死亡进程干预肿瘤细胞的

增殖与转移，主要涉及 PINK1/Parkin 通路与 caspase

通路，而现少见Gn-Rb1调控新型细胞死亡方式——

氧死亡的相关报道。本研究探讨了Gn-Rb1对HepG2

细胞的作用，发现Gn-Rb1干预HepG2细胞后显著抑

制了细胞迁移能力与集落形成能力，升高 ROS 与

LDH 水平、加剧肿瘤细胞损伤，并且可使 KEAP1、

PGAM5表达显著升高，p-AIFM1、NRF2表达显著降

低，提示Gn-Rb1抑制HepG2细胞的增殖、迁移与集

落形成能力，这可能与KEAP1/PGAM5/AIFM1通路

介导的氧死亡有关。

综上所述，本研究以新型程序性死亡（氧死亡）

为切入点，发现HCC组织中氧死亡被抑制，而细胞水

平实验证实Gn-Rb1可抑制HCC细胞HepG2的增殖、

迁移与集落形成能力 ，其原因可能与 KEAP1/

PGAM5/AIFM1通路介导的氧死亡有关。
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