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人参皂苷Rh2通过调控AsTP3
及p-AKT/FoxO1通路对肝脏
葡萄糖代谢的作用及机制

张玉蓉1, 韩铭2, 朱晓宁1, 尹玥1, 成军2, 汪静1 （1.西南医科大学附属中医医院 肝胆病科，泸州 646000；2.首

都医科大学附属北京地坛医院 研究所/新发突发传染病研究北京市重点实验室，北京 100015）

摘要：目的 探讨人参皂苷Rh2（ginsenoside Rh2，G-Rh2）与三氧化二砷反式激活蛋白3（arsenic-
transactivated protein 3，AsTP3）间的关系及其对HepG2细胞糖代谢的影响和作用机制。方法 将
G-Rh2、AsTP3基因的过表达载体（pAsTP3）、小干扰RNA（siAsTP3）及其各自的阴性对照分别

作用于HepG2细胞，通过检测细胞内葡萄糖水平、ROS水平及糖代谢相关基因的表达探讨G-Rh2
与AsTP3的关系以及对HepG2细胞糖代谢的影响。结果 ①G-Rh2可降低HepG2细胞内葡萄糖和

ROS水平，并下调叉头转录因子1（forkhead box protein O1，FoxO1）的表达、上调磷酸化蛋白激

酶B（phosphoprotein kinase B，p-PKB，又称p-AKT）的表达，从而使磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶1
（PEPCK1）mRNA和蛋白表达水平上升，6-磷酸葡萄糖脱氢酶（G6PD） mRNA和蛋白表达水平下

降；②与G-Rh2类似，过表达AsTP3后HepG2细胞内葡萄糖和ROS水平降低，FoxO1蛋白表达下降，

p-AKT蛋白表达上升，PEPCK1 mRNA表达上升，G6PD mRNA表达下降，而干扰AsTP3表达后结果则

相反；③G-Rh2可上调AsTP3基因表达，在干扰AsTP3表达的情况下加用G-Rh2，其促进肝葡萄糖产生

的作用减弱。结论 G-Rh2具有减少肝脏糖异生的作用，其机制可能是通过调控AsTP3及p-AKT/FoxO1
信号转导通路调节肝脏糖代谢相关基因的表达而实现。

关键词：AsTP3基因；人参皂苷Rh2；HepG2细胞；肝脏糖代谢

Effects and mechanisms of ginsenoside Rh2 on glucose metabolism of liver through regulating AsTP3 
and p-AKT/FoxO1 pathway
ZHANG Yu-rong1, HAN Ming2, ZHU Xiao-ning1, YIN Yue1, CHENG Jun2, WANG Jing1 (1.Department 
of Hepatobiliary Disease, Affiliated Traditional Chinese Medicine Hospital, Southwest Medical University, 
Luzhou 646000, China; 2.Institute of Infectious Diseases/Beijing Key Laboratory of Emerging Sudden 
Infectious Diseases, Beijing Ditan Hospital, Capital Medical University, Beijing 100015, China)
Abstract: Objective To investigate the relationship between ginsenoside Rh2 (G-Rh2) and arsenic-
transactivated protein 3 (AsTP3), and its effects and mechanisms on the glucose metabolism of HepG2 
cells. Methods G-Rh2, AsTP3 overexpression vector (pAsTP3), small interfering RNA (siAsTP3) and 
their respective negative controls were applied to HepG2 cells, respectively. Glucose level, ROS level and 
the expression of genes related to glucose metabolism were detected to explore the relationship between 
G-Rh2 and AsTP3 and its effects on glucose metabolism of HepG2 cells. Results ①G-Rh2 could decrease 
the levels of glucose and ROS in HepG2 cells, down-regulate the expression level of Forkhead box protein 
O1 (FoxO1) and up-regulate the expression level of phosphoprotein kinase B (p-AKT), so as to increase 
the expression levels of phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (PEPCK1) mRNA and protein, and decrease 
the expression levels of 6-phosphoglucose dehydrogenase (G6PD) mRNA and protein. ②Similar to G-Rh2, 
after overexpression of AsTP3, the levels of glucose, ROS and FoxO1 protein in HepG2 cells decreased, 
the expressions of p-AKT protein and PEPCK1 mRNA increased, and the expression of G6PD mRNA 
decreased, while the results were reversed after interference of AsTP3 expression. ③G-Rh2 could up-regulate 
the expression of AsTP3 gene. In the case of interfering with the expression of AsTP3, the effects of G-Rh2 
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on promoting hepatic glucose production was weakened. Conclusions G-Rh2 can reduce the regulation of 
hepatic gluconeogenesis, which may be achieved by regulating AsTP3 and p-AKT/FoxO1 signaling pathway 
to regulate the expression of glucose metabolism related genes in the liver.
Key words: AsTP3 gene; Ginsenoside Rh2; HepG2 cells; Hepatic glucose metabolism

随着人们生活水平的提高和生活方式的改变，

多种慢性代谢性疾病如肥胖、非酒精性脂肪性肝病

及2型糖尿病等发病率呈快速增长趋势，已成为全

球重要的公共健康问题之一[1-3]。糖脂代谢紊乱是上

述疾病发生发展过程中的主要病理特征，已成为目

前的研究热点。长期糖代谢紊乱可使机体组织和器

官发生严重病变，肝脏是机体的物质代谢中心，在

维持糖代谢稳态中具有不可替代的作用[4]，调节肝

脏葡萄糖代谢是维持葡萄糖稳态的有效方法之一。

有研究表明，人参皂苷可通过减少肝细胞葡萄糖的

生成来降低血糖，改善糖代谢异常[5-7]。人参皂苷

Rh2（ginsenoside Rh2，G-Rh2）是一种富含原人参

二醇型皂苷，AsTP3是本课题组于2004年应用抑制

性消减杂交（suppression subtractive hybridization，
SSH）技术克隆并鉴定的新基因，G-Rh2与AsTP3
均具有减少HepG2细胞葡萄糖生成而降低血糖的作

用[8,9]，故推测其对调节肝脏葡萄糖代谢具有重要作

用，本研究将对相关作用机制进行探讨。

1 材料与方法

1.1 实验材料  G-Rh2 购自四川维克奇生物科技有

限公司，溶于甲醇中混匀后使用。HepG2 细胞、

pAsTP3 及其阴性对照（NC）均为本实验室保存，

siRNA 和阴性对照 siNC 由上海吉玛制药技术有限

公司合成，序列见表 1。
1.2 实验试剂  DMEM 细胞培养基和胎牛血清（美

国 Gibco 公司）；jet PRIMETM DNA ＆ siRNA 转

染试剂（法国 Polyplus 公司）；CCK-8 试剂盒（日

本同仁化学公司）；葡萄糖氧化酶试剂盒（北京普

利莱公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒 Pierce BCA 
assay（美国 Thermo Scientific 公司）；活性氧检测

试剂盒（中国碧云天公司）；PrimeScript RT 试剂

盒（日本 TaKaRa 公司）；Real-time PCR 试剂盒（美

国 ABI 公司）。兔抗人 AsTP3 抗体（美国 Abcam
公司）；兔抗人 p-AKT、FoxO1、G6PD、PEPCK1
抗体、抗 -GAPDH、山羊抗兔 IgG-HRP 和山羊抗

鼠 IgG-HRP（美国 CST 公司）。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养及转染  人肝细胞癌HepG2细胞用含

10%胎牛血清，100单位/ml青链霉素的DMEM培

养基，于37 ℃，5% CO2孵箱培养。培养24 h后将

HepG2细胞分别种植于6孔板和12孔板中，待其生

长至60%～80%汇合，采用pAsTP3或siRNA及其阴

性对照瞬时转染细胞。

1.3.2 细胞活性测定  待细胞铺满培养瓶底时，将

HepG2细胞种植于96孔板，细胞密度达到3 × 104/孔
时，分别用0 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L
和40 μmol/L 5个不同浓度的G-Rh2处理，24 h后，每

孔加入100 µl培养基与10 µl CCK-8试剂的混合溶液，

于37 ℃孵育1 h，采用酶标仪测定450 nm处吸光度

（A）值。

1.3.3 葡萄糖生成实验  细胞在12孔板中培养，密度

约为2 × 105个细胞/孔，转染或加药后12 h，用PBS
洗涤2次以除去培养基中的葡萄糖，然后在无糖培

养基（含有2 mmol/L丙酮酸钠和20 mmol/L乳酸钠

的葡萄糖和不含酚红的DMEM）中温育3 h。在培

养期结束时收集并裂解细胞，取上清，采用葡萄糖

氧化酶测定试剂盒分析细胞中的葡萄糖含量，并采

用蛋白质测定试剂盒（BCA法）定量。

1.3.4 活性氧检测  使用氧化敏感的荧光探针2,7-二
氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）评估细胞内活性

氧（ROS）水平。转染24 h后，将细胞在PBS中洗

涤2次，并根据说明书在37 ℃下用含1 µl/L DCFH-
DA温育20 min，采用酶标仪于488 nm和525 nm下测

定吸光度。

1.3.5 RNA提取和qRT-PCR  根据总RNA试剂盒

（Omega，美国）说明书的操作步骤提取来自转

染的、G-Rh2刺激的及转染后G-Rh2作用的HepG2
细胞的总RNA，并用PrimeScript RT试剂盒逆转录

成cDNA，然后使用特异性引物对cDNA进行定量

PCR扩增。用比较Ct法（ΔΔCt）测定AsTP3、
PEPCK1及G6PD等的相对mRNA水平，并以β-actin
水平标准化。引物及其序列见表2。
1.3.6 Western blot  转染或加药刺激48 h后，收集

细胞并提取细胞总蛋白，根据Pierce BCA蛋白定

量试剂盒说明书中的操作步骤从裂解物收集上

清液并测定蛋白质浓度，随后根据其浓度进行

Western blot。使用增强的化学发光系统（Thermo 
Fisher Scientific）检测蛋白质条带并用Bio1D软件

（Vilber，法国巴黎）进行分析。

1.4 统计学处理  采用 SPSS 22.0 统计软件进行数据
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分析，计量资料以均值±标准误（mean ± SEM）表示，

组间比较采用配对 t 检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 G-Rh2 对糖代谢的影响  随着 G-Rh2 浓度的升

高，HepG2 细胞内葡萄糖水平和 ROS 水平均逐渐

降低，与 0 μmol/L G-Rh2相比，20 μmol/L G-Rh2时，

HepG2 细胞内葡萄糖水平和 ROS 水平均降低显著

（t = 7.663，P = 0.0016；t = 2.449，P = 0.0498），

见图 1A、1B。通过 CCK8 活性检测选择 20 μmol/L
为后续实验中 G-Rh2 的最适作用浓度（t = 3.246，
P = 0.0176），其中 G-Rh2 40 μmol/L 时细胞活性显

著降低（t = 13.02，P ＜ 0.0001），考虑为药物毒性

反应（图 1C）。与各自对照组相比，G-Rh2 可下

调 PEPCK1 基因表达（t = 4.852，P = 0.0083）、

上调 G6PD 基因表达（t = 4.868，P = 0.0082），见

图 1D；同时 G-Rh2 能够下调 FoxO1 和 PEPCK1 蛋

白的表达，上调 p-AKT 和 G6PD 蛋白的表达（图

1E）。

2.2 AsTP3 对糖代谢的影响  qRT-PCR 结果从 mRNA
水平验证了 AsTP3 过表达及干扰成功，与各自阴

G-Rh2 0 μmol/L
G-Rh2 5 μmol/L
G-Rh2 10 μmol/L
G-Rh2 20 μmol/L

A

G-Rh2 0 μmol/L
G-Rh2 5 μmol/L
G-Rh2 10 μmol/L
G-Rh2 20 μmol/L

B

G-Rh2 0 μmol/L
G-Rh2 5 μmol/L
G-Rh2 10 μmol/L
G-Rh2 20 μmol/L
G-Rh2 40 μmol/L

C

G-Rh2 0 μmol/L
G-Rh2 20 μmol/L

D

0 μmol/L 5 μmol/L 10 μmol/L 20 μmol/L

E

图 1  G-Rh2 对糖代谢的影响
注：A 为 G-Rh2 对 HepG2 细胞内葡萄糖的影响；B 为 G-Rh2 对 HepG2 细胞内 ROS 水平的影响；C 为 G-Rh2 对 HepG2 细胞活性的影响；

D、E 为 G-Rh2 对糖代谢相关基因的影响；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001

表 1  si-RNA 引物序列

检测基因 引物序列

siAsTP3 正向：5'-GCAGCAAGCAGCACUACAATT-3’
反向：5'-UUGUAGUGCUGCUUGCUGCTT-3’

siNC 正向：5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’
反向：5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’

表 2  qRT-PCR 引物序列

检测基因 引物序列

AsTP3 正向：5'-CGTTCACTCAGCAACTCCAC-3’
反向：5'-CACGAAGTCATCAGCGAAAC-3’

β-actin 正向：5'-CATCCGCAAAGACCTGTACGC-3’
反向：5'-AGTACTTGCGCTCAGGAGGAG-3’

PEPCK1 正向：5'-ACGGCTCTGAGGAGGAGAAT-3’
反向：5'-GGGTGACGATAACCGTCTTG-3’

G6PD 正向：5'-ACCGCATCGACCACTACCT-3’
反向：5'-TGGGGCCGAAGATCCTGTT-3’
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性对照比较，差异有统计学意义（t = 6.028，P = 
0.0038；t = 7.359，P = 0.0018），见图 2A，Western 
blot 实验同时从蛋白水平验证其过表达及干扰成

功（图 2B）。与各自对照组相比，过表达 AsTP3
后，HepG2 细胞内葡萄糖及 ROS 水平降低，干扰

AsTP3 表达后，HepG2 细胞内葡萄糖及 ROS 水平

升高（图 2C、2D）；过表达 AsTP3 后，PEPCK1 
mRNA 表达水平降低（图 2E），G6PD mRNA 表达

水平升高（t = 2.992，P = 0.0402），见图 2F，过表

达 AsTP3 可下调 FoxO1 和 PEPCK1 蛋白的表达，

上调 p-AKT、G6PD 蛋白的表达（图 2G），干扰

AsTP3 表达后则出现相反结果。

A B

C D

E F

G

图 2  AsTP3 对糖代谢的影响
注：A、B 从 mRNA 及蛋白水平证实 AsTP3 过表达及干扰成功；C 为 AsTP3 对细胞内葡萄糖的影响；D 为 AsTP3 对细胞内 ROS 水

平的影响；E、F、G 为 AsTP3 对糖代谢相关基因的影响；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001
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2.3 G-Rh2 与 AsTP3 的关系  G-Rh2 能够上调 AsTP3
基因的表达，且具有浓度依赖性，G-Rh2 浓度为

20 μmol/L 时作用明显（图 3A、3B）。与单纯干

扰 AsTP3 表达组相比，予以 G-Rh2 刺激后，干扰

AsTP3 表达导致的 HepG2 细胞内葡萄糖和 ROS 水

平升高有所减弱（图 3C、3D），同时，PEPCK1、
G6PD、FoxO1、p-AKT 等糖代谢相关基因 mRNA
和蛋白表达水平也有所减弱（图 3E、3F、3G）。

A B

C D

E F

G

0 μmol/L 5 μmol/L 10 μmol/L 20 μmol/L

图 3  G-Rh2 与 AsTP3 的关系
注：A、B 从 mRNA 及蛋白水平检测 G-Rh2 对 AsTP3 的影响；C 为干扰 AsTP3 表达后加用 G-Rh2 对细胞内葡萄糖的影响；D 为干扰 AsTP3

表达后加用 G-Rh2 对细胞内 ROS 水平的影响；E、F、G 为干扰 AsTP3 表达后加用 G-Rh2 对糖代谢相关基因的影响；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，
***P ＜ 0.001



《中国肝脏病杂志（电子版）》2019年 第11卷 第1期                                  ·论著· 35

3 讨论

肝脏在血糖调控中发挥关键作用，调节肝脏糖

代谢是维持血糖平衡的有效方法。传统医学中使用

人参治疗糖尿病，多项研究表明人参具有降低血糖

的作用[10-12]，其中人参皂苷Rb3、compound K和Rg5
均被证实可通过调节糖异生过程来减少肝脏葡萄

糖的产生[13-15]。人参皂苷Rg1可通过激活AKT抑制

FoxO1转录进入细胞核，从而减少过量的肝葡萄糖

输出，AKT/FoxO1信号转导通路可独立于胰岛素而

对抗肝脏胰高血糖素反应，从而可预防高脂饮食喂

养小鼠的高血糖症，为人参降糖作用阐明了新的机

制[6]。

G-Rh2是一种富含原人参二醇型皂苷[16,17]，推

测其同样具有降血糖活性。HepG2细胞是一种保留

了正常肝细胞生物学特性的人源肝癌细胞系，可用

于体外糖代谢的研究[18]。有研究表明，氧化应激在

糖尿病的发生发展中具有重要作用，高血糖时会过

量产生ROS[19,20]，本研究表明，G-Rh2可降低HepG2
细胞内葡萄糖和ROS水平，推测G-Rh2的降糖活性

可能与降低细胞氧化应激水平有关。同时G-Rh2可
使AKT磷酸化增加，FoxO1表达下降，通过调节

PEPCK和G6PD的基因表达来抑制HepG2细胞内葡

萄糖的产生。PEPCK1和G6PD分别是肝糖异生和磷

酸戊糖途径重要的限速酶，在机体糖代谢过程中具

有重要作用。既往研究表明，PEPCK的小分子抑制

剂3-巯基吡啶甲酸在大鼠、小鼠和猪模型中可导致

低血糖
[21]，本研究表明G-Rh2能够下调PEPCK1的

表达和上调G6PD的表达，其分别通过抑制糖异生

和促进磷酸戊糖途径来降低葡萄糖水平。

AsTP3与G-Rh2具有相似的作用。AsTP3最早

在2004年由本课题组发现，其在GeneBank中的别

名有SERPINH1、HSP47等，是一种胶原特异性分

子伴侣[22,23]。目前有研究认为AsTP3可能是肝纤维

化和肺纤维化的治疗靶标[24-26]，在糖尿病足溃疡的

愈合中亦有一定的保护作用[27]，但尚未见AsTP3与
肝脏糖代谢相关的报道。本研究表明AsTP3同样可

降低HepG2细胞内葡萄糖和ROS水平，亦能调节葡

萄糖代谢通路中PEPCK1和G6PD的表达。G-Rh2
可上调AsTP3的表达，在干扰AsTP3表达的基础上

予以G-Rh2刺激后，HepG2细胞内糖代谢相关基

因（PEPCK1、G6PD）和蛋白（p-AKT、FoxO1
等）表达水平、葡萄糖浓度和ROS水平较单纯干扰

AsTP3表达时有一定程度的减弱，表明G-Rh2可能

是通过调控AsTP3表达及p-AKT/FoxO1通路来调节

肝脏糖代谢关键酶的表达，从而调节肝葡萄糖的生

成，实现降血糖作用。

综上，本研究提供了G-Rh2影响肝脏糖代谢分

子机制的新见解，但还需通过动物实验来验证，

并进一步阐明G-Rh2如何调控AsTP3激活肝脏中的

p-AKT/FoxO1信号转导通路。另有研究表明miR-
29b可抑制HSP47的转录后表达

[28]，可作为本研究

的后续研究方向。
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