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1. 请仔细检查英文摘要书写，仍存在语法及拼写错误。

答：感谢您的审稿意见，我们已对英文摘要的语法和拼写进行了修改。

进行人参皂苷Rg3抗人膀胱癌细胞株S637转移作用研究时，建议同时进行其迁移相关指标的研究。该研究中，直接探究其抗侵袭作用，无法明确其具体作用为抗转移或者抑制MMP等基质降解酶的分泌。

答：非常感谢您的问题，我们已在文中添加了CAV-1和SOX-2表达结果，CAV1以及SOX2在人膀胱癌细胞的转移过程占重要地位，因此，我们将人参皂苷Rg3对膀胱癌细胞增殖、侵袭和血管生成抑制作用机制归结为多靶点作用机制。

人参皂苷Rg3在50 ?mol/L浓度时，抑制细胞增长，为何后续RT-PCR结果显示actin水平明显增加？

答：感谢您的细心观察，我们对自己犯得错误感到非常抱歉，RT-PCR结果显示actin水平应为明显降低趋势。

通过全文研究，是否将人参皂苷Rg3对膀胱癌细胞增殖、侵袭和血管生成抑制作用机制归结为多靶点？作用程度及初始起效浓度比较后，是否有特异性？请在讨论部分添加相关说明。修改后再审

答：非常感谢您的建议，我们发现人参皂苷Rg3对膀胱癌细胞增殖、侵袭和血管生成抑制作用机制归结为多靶点的作用机制，并对特异性进行了进一步的分析，并添加到了讨论部分。

探讨人参皂苷Rg3存在下膀胱癌细胞血管生成相关蛋白的表达与癌细胞生长和转移的关系

刘军
，徐冉，赵晓昆* (中南大学湘雅二医院泌尿外科,湖南 长沙 410011)

摘 要：目的 探讨人参皂苷Rg3对表皮生长因子受体酪氨酸激酶(EGFR-TPK)和DNA拓扑异构酶I(DNA TOP I)的抑制作用，并阐明其对膀胱癌细胞增殖、侵袭和血管生成抑制作用机制。方法 不同浓度人参皂苷Rg3组加入到EGFR-TPK、DNA TOP I和人膀胱癌细胞株S637中，利用ELISA法研究了人参皂苷Rg3对EGFR-TPK和DNA TOP I的抑制作用，利用溴化3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑(MTT)法测定山人参皂苷Rg3对S637细胞和人正常膀胱上皮细胞(SV-HUC-1)生长的抑制作用，Transwell法检测人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637侵袭的抑制作用，酶标仪法检测人参皂苷Rg3对细胞凋亡蛋白Caspase-3活性的影响，Western blot法检测人参皂苷Rg3存在下，人膀胱癌细胞株S637中还氧化酶-2(COX-2)、血管内皮生长因子(VEGF)、缺氧诱导因子1α(HIF-1α)、小窝蛋白-1(CAV-1)及干细胞标志物(SOX-2)的表达。结果 人参皂苷Rg3对EGFR-TPK和DNA TOP I(半抑制率IC50分别为35.32±3.12和8.32±1.21 µmol·L-1)、人膀胱癌细胞株S637生长(半抑制率IC50为35.11±2.32 µmol·L-1)都具有良好的抑制能力，但对于SV-HUC-1细胞，人参皂苷Rg3则表现了较低的毒性；人参皂苷Rg3与空白组相比能够诱导肿瘤细胞穿过人工基底膜的数量减少，有显著性差别(p<0.05)；与空白组相比，人参皂苷Rg3能显著提高人膀胱癌细胞株S637中凋亡蛋白 Caspase 3活性(P＜0.05)；人参皂苷Rg3能够下调HIF-1α、COX-2、SOX-2及VEGF的表达，上调CAV-1的表达。结论 低毒性的人参皂苷Rg3通过的多靶向的降低EGFR-TPK、DNA TOP I活性和HIF-1α、COX-2、SOX-2及VEGF的表达，上调CAV-1的表达和激活Caspase 3活性的方式，对膀胱肿瘤细胞的侵袭、增殖和血管生成产生抑制作用。
关键词：人参皂苷Rg3；表皮生长因子受体酪氨酸激酶；DNA拓扑异构酶I；人膀胱癌细胞株S637；抑制作用；血管生成；Caspase 3活性
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Explore relationship between inhibitory effect of cancer cell growth and metastasis suppressor and the expression of protein involved in angiogenesis of ginsenosides Rg3 on bladder cancer cells

Liu Jun, Xu ran, Zhao Xiao-kun* (Urology Surgery，Xiangya No.2 Hospital of Central South University)
Abstract: Objective Study the imhibition effect of EGFR-TPK and DNA TOP I inhibitor ginsengoside Rg3 on the growth, metastasis suppressor and angiogenesis of bladder cancer cell. Method The inhibitory effect of ginsengoside Rg3 on the activity of EGFR-TPK and DNA TOP I were using the ELISA method, the inhibition rate of ginsengoside Rg3 on the growth of S637 and SV-HUC-1 were using the MTT method, and further analysis of the inhibitory effect of ginsengoside Rg3 on the Caspase-3 activity of S637, finally the effect of expression of ginsengoside Rg3 on angiogenesis related protein COX-2、VEGF, HIF-1α, CAV-1, and SOX-2 of S637 tumor cells were discussed. Results Ginsengoside Rg3 as a inhibitor of EGFR-TPK and DNA TOP I (half inhibition rate IC50 were 35.32±3.12 and 8.32±1.21 µmol·L-1, respecively) could induced the apoptosis S637 (half inhibition rate IC50 was 35.11±2.32 µmol·L-1) with a dose dependent (P<0.05), and Caspase-3 activity detection results showed ginsengoside Rg3 could significantly increase Caspase 3 activity of S637 (P<0.05), the expression of ginsengoside Rg3 on related protein COX-2、VEGF, HIF-1α, and SOX-2 of S637 cells were decreased, and the expression of CAV-1 was increased. Conclusion Ginsengoside Rg3 as a inhibitor of EGFR-TPK and DNA TOP I which reduced the expression of COX-2、VEGF, HIF-1α, and SOX-2 of S637 cells and inecreasd the activity of Caspase-3 and the expression of CAV-1, eventually played an important role on apoptosis of S637.
Keywords:Ginsengoside Rg3;; Factor receptor tyrosine kinase; DNA TOP I; S637 bladder cancer cells; Inhibitory effect; angiogenesis；Caspase-3
 膀胱癌是我国泌尿外科最常见的恶性肿瘤，居中国男性泌尿生殖系恶性肿瘤发病率第1位，恶性肿瘤发病率第8位，其发病率呈上升趋势。新诊断的膀胱癌患者中约5%的患者已发生远处转移[1]。尽管在过去几十年间，膀胱癌的治疗取得长足的发展，但是膀胱癌的预后仍然很差，化疗在膀胱癌的治疗中占有重要地位，但其疗效仍然不理想；此外膀胱癌转移是一个复杂、多步骤的过程。首先是膀胱癌细胞黏附性降低，癌细胞开始脱离原位运动，伴随着浸润，肿瘤会诱导血管形成，进一步促进转移。目前分子靶向药物的研究主要集中在表皮生长因子受体酪氨酸蛋白激酶(EGFR-TK)上，这是因为其在多种恶性肿瘤中均存在过量表达[2]，有研究表明表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂厄洛替尼(特罗凯)是一种靶向的竞争性表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂，其对多肿瘤细胞均具有生长的抑制作用[3-5]。但其具有一定的副作用，限制了它的使用；因此，寻找一种有效的低毒性的EGFR-TPK抑制剂对膀胱癌的治疗至关重要。
人参是我国传统中药，具有培本固元、补益气血的作用，其主要有效成分为人参皂苷Rg3。Rg3能够直接抑制肿瘤生长及肿瘤新生血管形成[4-6]，逆转肿瘤多药耐药、影响肿瘤信号转导相关基因的表达及增强患者免疫能力，对化疗具有增效减毒作用。本实验拟以人膀胱癌细胞株S637为研究对象，通过体外和细胞实验初步探讨天然活性成分人参皂苷Rg3治疗膀胱癌中的机制与价值,同时检测其对环氧化酶(COX)-2、缺氧诱导因子HIF-1α、β-Actin和血管内皮生长因子(VEGF)表达的影响，以深入探讨人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637血管生成的影响及其分子机制。
材料与方法
1.1 细胞系 本实验所选用细胞为人正常膀胱上皮细胞SV-HUC-1和人膀胱癌细胞株S637(中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心)，在本实验室进行培养。
1.2 药物与试剂 人参皂苷Rg3(20mg，高效液相鉴定纯度＞98%)，购自阿拉丁试剂（上海）有限公司，批号：G123663；特罗凯(盐酸厄洛替尼片，瑞士罗氏有限公司，国药准字J20090116)；以上药物用(50 mmol·L-1)pH 6.8的磷酸盐缓冲液分别配置浓度为100 µmol·L-1储备液，4℃保存，待用。RP-MI 1640培养基购自美国INVITROGEN公司；Caspase-GlooR3检测试剂盒购自Sigma-aldrich（上海）贸易有限公司；VEGF定量ELISA试剂盒购自北京鼎国生物工程公司)；COX-2、HIF-1α、β-Actin ELISA试剂盒购自上海科兴商贸有限公司；优级肽牛/小牛血清购自澳大利亚 PAA 公司；胰蛋白酶购自美国 Gibco公司；二甲基亚砜(DMSO)购自广州瑞舒生物科技有限公司；四甲基偶氮唑盐( MTT，5×103 mg·L-1，PBS配制)购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；L-亮氨酞-P-硝基苯胺(分析纯)购自阿拉丁试剂（上海）有限公司；Modified RIPA buffer 1X SDS 样品缓冲液、转移缓冲液(25 mM Trisbase, 0.2 M 甘氨酸, 20%甲醇)、TBS缓冲液、封闭缓冲液(TBS/T)、一抗的稀释：1X TBS, 0.1% Tween-20 加 5% BSA (多抗) 或 5%脱脂奶粉(单抗)碱性磷酸酶(AP)购自阿拉丁试剂（上海）有限公司。

1.3 仪器 酶标仪SpectraMax Plus384(美谷分子公司)；pHS-3C型酸度计(上海雷磁仪器厂)；上海天能EPS-300电泳仪及电泳设备；Bio-Rad680型酶联检测仪；Millipore Simplicity水纯化系统(法国密理博公司)；培养箱(力康生物医疗科技控股有限公司)。
1 .4 方法

1.4.1人参皂苷Rg3对SV-HUC-1和S637生长抑制试验 将对数生长期的SV-HUC-1和人膀胱癌细胞株S637，用0.25%胰蛋白酶消化单细胞，重悬于新鲜生长培养液中；细胞接种于96孔培养板；置37℃，5%CO2培养箱中培养过夜；根据实验设计，处理96孔板中的细胞，继续置37℃，5% CO2培养箱中培养，不同浓度的人参皂苷Rg3处理24时间后，直接于每孔中加入溴化3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑(MTT)溶液[8]，37℃，孵育2-4h；室温静置至沉淀完全溶解(约l0min)，用酶标仪(检测波长570nm)检测各孔OD值。结果分析：取复孔平均值，细胞生长抑制率计算:（空白OD值-抑制剂OD值/空白OD值）。

1.4.2 细胞生长曲线测定 将对数生长期人膀胱癌细胞株S637 200×103个置于25 mL培养瓶中，培养24 h后弃去培养液，分加入不同浓度的人参皂苷Rg3的培养液，对照组加等量的培养液，连续培养6天，每天取3瓶细胞，加人0.25％胰蛋白酶液0.5 mL，37℃温箱消化至细胞接近脱落瓶壁，弃去消化液，加人少量培养液，轻轻吹打成细胞悬液。台盼蓝拒染法检测活细胞数，以拒染台盼蓝者为活细胞计数，取活细胞数的均值绘制生长曲线。
1.4.3 人参皂苷Rg3对EGFR-TPK的抑制作用[9] 人膀胱癌细胞株S637用低渗酶提取缓冲液4℃提取，超声破碎细胞，离心，收集上清液，进行分装，在-80℃保存。反应体系如下：70 μL的RT Buffer，20μ含细胞上清液的PBS溶液，使反应系统总体积为100μL，在37℃水浴1 h后，用洗液(50 mmol·L-1 Tris-HCl, pH 7.5, 0.15 mol·L-1 NaCl, 0.05 mmol·L-1 MgCl2，0.02% Tween20)清洗3次，除去未结合的游离底物，再每孔加入100 μL 1% BSA，室温封闭30 min，阻止生物素与链亲和素蛋白的非特异性结合，洗板，每孔加入50 μL的SA-ALP稀释液(100 ng·mL-1)，37℃水浴 1 h，洗板， 每孔加入10μL不同浓度的人参皂苷Rg3和厄洛替尼后，每孔再加入邻苯二胺，37℃水浴30 min进行酶催化反应；加入0.5 mol/L的NaOH终止反应，酶标仪测定490 nm波长处OD值，计算酶的抑制作用为实验孔OD值/空白对照孔OD值。

1.4.4 人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637转移的抑制作用[10]  取对数生长期的人膀胱癌细胞株S637，用完全培养液配制成细胞悬液，每孔250 μL，接种于96孔板中，在37℃，5% CO2，饱和湿度的环境下孵化24h，待细胞完全贴壁生长后将细胞进行分组，分为空白对照组、厄洛替尼组和人参皂苷Rg3组，将不同浓度的人参皂苷Rg3(5、25、50 µmol·L-1)和厄洛替尼(25 µmol·L-1)加入到完全贴壁生长细胞悬液中继续培养24 h，采用Transwell小室法构建体外侵袭模型，分别消化不同组的人膀胱癌细胞株S637，制成细胞悬液，并加于混合的条件培养基，甲醛固定15 min后，常规HE染色后于400倍光镜下计数膜背面侵袭的细胞数，并求出平均数。
1.4.5人膀胱癌细胞株S637凋亡蛋白Caspase-3活性的检测[11] 在实验过程中casepase3能够催化底物Ac-DEVD-pNA产生黄色的pNA, 其在405nm附近紫外吸收，因此可以通过测定405nm吸光度来检测caspase3的活性。我们采用 Caspase-GlooR3检测试剂盒，具体过程参照产品说明书。简述如下：分析前将试剂与96孔板置于室温平衡，之后将人膀胱癌细胞株S637以15× 104每孔接种于96孔板，选取不同浓度的人参皂苷Rg3(5、25、50 µmol·L-1)和厄洛替尼(25 µmol·L-1)处理6h后，向细胞培养物中加等体积(1:1)的Caspase-Glo试剂，置于震荡仪，以4000 rpm转速轻轻震荡混合30 s，并在室温孵育60分钟后，用酶标仪在405nm检测。

1.4.6 人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637中COX-2、VEGF、HIF-1α及β-Actin表达的影响[12] 以β-肌动蛋白(β-Actin)为内参，Western blot法检测人膀胱癌细胞株S637中COX-2、VEGF、HIF-1α、CAV-1及SOX-2的表达，首先将人膀胱癌细胞株S637加入到不同浓度的人参皂苷Rg3溶液(0、5、25、50 µmol·L-1)和空白对照组(不加人参皂苷Rg3)培养基中，在37℃，5% CO2，饱和湿度的环境下孵化24h后弃培养基，加入1X SDS样品缓冲液，在冰上刮落细胞，并转移到Ep管中，煮沸样品5分钟，离心12000g，5min，取上清夜；应用RIPA裂解液裂解细胞，收集裂解液至离心管中，在振荡器上混匀4～15min，14000g离心15min(4℃)，弃沉淀，用Bradford法或其它蛋白质测定方法测定上清中蛋白浓度以调整上样体积和上样量，以12％SDS一聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离，电泳完毕后将胶浸于转移缓冲液中平衡10分钟，三明治用海绵3层滤纸胶膜装配，每层放好后，用试管赶去气泡，将转移槽置于冰浴中，放入 三明治，加入 转移缓冲液，插上电极，100V，1小时，转膜结束后，切断电源，取出杂交膜。之后用25mL TBS洗膜5min，置于25mL封闭缓冲液1h，加入合适稀释度的一抗，室温孵化2h，一抗孵育NC 膜，4℃过夜(COX-2，1:2000；VEGF，1:2000；HIF-1α，1:1000；CAV-1，1:1000；SOX-2，1:1000；β-actin，1:1000)；缓慢摇动，TBS洗三次，加入碱性磷酸酶，室温孵育1h，TBS洗三次，以管家基因Bactin编码蛋白水平作为内对照。

1.5 统计学处理方法 采用SPSS 13.0统计软件， 计量资料结果以均数±标准差(
[image: image1.wmf]x

±s )表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较用LSD检验，P＜0.05为差异有统计学意义。
2  结果

2.1 人参皂苷Rg3对SV-HUC-1和人膀胱癌细胞株S637生长的抑制作用 图1所示，解析人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637生长的半抑制浓度IC50分别为35.11±2.32 µmol·L-1；进一步观察到，随着人参皂苷Rg3浓度的增加，SV-HUC-1细胞的生长并未受到明显的抑制。
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图1 人参皂苷Rg3对SV-HUC-1和人膀胱癌细胞株S637生长的抑制作用

Fig 1. Inhibitory effect on the growth of SV-HUC-1 and S637 of ginsengoside Rg3

2.2 人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637生长的影响 随着人参皂苷Rg3浓度的升高和作用时间的延长，细胞生长抑制现象越明显。在50 µmol·L-1的人参皂苷Rg3作用4天后，细胞个数出趋于平缓，活细胞数目比对照组减少了80％左右，见图2。
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图2 人参皂苷Rg3作用后S637细胞的生长曲线

Fig 2.growth curve of S637 with ginsengoside Rg3

2.3 人参皂苷Rg3对EGFR-TPK活性的抑制作用 图3所示，随着抑制剂人参皂苷Rg3浓度(0-100µmol/L)的增加，EGFR-TPK和DNA TOP I的相对活性在不断的下降，解析人参皂苷Rg3对EGFR-TPK和DNA TOP I的半数抑制浓度(IC50)分别为35.11±3.12和8.32±1.21 µmol·L-1，人参皂苷Rg3对EGFR-TPK和DNA TOP I显示出了较好的抑制效果。
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图3 人参皂苷Rg3对EGFR-TK和DNA TOP I的抑制作用

Fig 3. Inhibitory effect of EGFR-TK and DNA TOP Iof ginsengoside Rg3

2.4 人参皂苷Rg3对人膀胱癌细胞株S637细胞侵袭转移能力的抑制作用 空白组、人参皂苷Rg3组和厄洛替尼组穿过滤膜的细胞数分别列于表1，从表中看出，随着人参皂苷Rg3浓度(5、25、50 µmol·L-1)的增大，穿过的S637细胞数目不断地减少。·
2.5 S637细胞凋亡蛋白Caspase 3活性检测 细胞活力检测结果显示，随着人参皂苷Rg3(5、25、50 µmol·L-1)浓度的增加和作用时间的延长，S637细胞中凋亡蛋白Caspase 3活性明显增加(P＜0.05)，相同浓度下的人参皂苷Rg3与厄洛替尼(25 µmol·L-1)相比，无统计学差异，都表现出来良好的Caspase-3活性增敏效应。

 表1 人参皂苷Rg3对细胞侵袭转移能力、Caspase 3活性的影响(x(—)±s、n=3)

Ta.1 Invasion abilities and caspase-3 activities of ginsengoside Rg3 on S637 cell

	组别
	剂量/µmol·L-1
	穿过滤膜的细胞数/×103
	Caspase 3活性/µmol·L-1

	
	
	
	0h
	6h
	12h
	24h

	空白对照组
	
	200.32 ± 12.43
	12.21 ± 0.70
	13.14 ± 0.72
	13.21 ± 1.32
	12.58± 1.87

	人参皂苷Rg3组
	5
	139.53 ± 6.12**
	11.33 ± 1.15
	16.40 ± 0.76*
	25.11 ± 2.46**
	33.56 ± 2.94**

	
	25
	75.71 ± 5.21**
	14.41 ± 0.89
	23.21 ± 1.21**
	39.55 ± 3.22**
	49.21 ± 4.61**

	
	50
	50.51 ±3.11**
	10.99± 0.79
	45.21 ± 3.44**
	54.21 ± 4.12**
	67.32± 5.54**

	厄洛替尼组
	25
	72.23 ±5.12**
	12.32 ± 0.98
	25.33 ± 2.21**
	42.77 ±4.11**
	52.99 ± 4.54**


与空白组相比，* P<0.05，** P<0.01。
2.6 人参皂苷Rg3对S637细胞中COX-2、VEGF、HIF-1α及β-Actin表达的影响 如图4，在人参皂苷Rg3的存在下，与空白对照组(0 µmol·L-1)相比，随着人参皂苷Rg3浓度((5、25、50 µmol·L-1)的增加，VEGF、HIF-1α、COX-2和SOX-2的表达呈不断降低的趋势，而CAV-1的表达呈增加的趋势。
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图4 人参皂苷Rg3对肿瘤细胞S637中COX-2、VEGF、HIF-1α及β-Actin表达的影响

Fig 4 expression of COX--2, VEGF, aHIF-1α and β-Actin of ginsenosides Rg3 in tumor cells S637

c(人参皂苷Rg3)1-4: 0、5、25、50 μmol /L
3. 讨论
DNA 拓扑异构酶(DNA topoisomerases, TOP )是一类通过切割、转移、再通过连接DNA 链来调整 DNA 拓扑结构的重要酶，是一种能够调节核酸空间结构动态变化、控制核酸生理功能的关键酶。DNA TOP I能够引起DNA单链的断裂，在肿瘤细胞中，尤其在卵巢癌、结肠癌、子宫颈癌等DNA TOP I的含量比正常细胞的含量高的多，就此而言，TOP I被视为抗肿瘤药物研究的重要酶靶点；EGFR基因的突变和EGFR的异常高表达可以在多种实体恶性肿瘤中检测到[13]。EGFR蛋白的异常高表达促使肿瘤细胞活化，长期处于无限增殖状态，是肿瘤形成的重要原因之一，本实验通过对人参皂苷Rg3的抑制EGFR-TPK、DNA TOP I能力和抑制S637细胞生长的能力进行了评估，我们发现人参皂苷Rg3对EGFR-TPK、DNA TOP I和S637细胞生长都具有良好的抑制能力,与未加药组和低浓度下人参皂苷Rg3的酶抑制效果相比，随着人参皂苷Rg3浓度的增加，EGFR-TPK和DNA TOP I的活性在不断地降低，这意味着人参皂苷Rg3对EGFR-TPK和DNA TOP I具有特异性抑制；此外我们的实验结果显示经过人参皂苷Rg3处理后，caspase-3活性在不断地增加，而且呈时间和剂量依赖性，众所周知，在细胞凋亡过程中，酶联反应的终末因子是由caspas-3和caspase共同组成的[14,15]，caspase-3活性的增加是导致细胞凋亡的重要原因，这意味着人参皂苷Rg3对caspase-3活性产生激活作用，进而对酶联反应进行有效的调控，降低了膀胱肿瘤细胞的穿透能力，使诱导肿瘤细胞穿过人工基底膜的能力下降，很好阻碍了膀胱癌细胞S637的转移。

血管生成与肿瘤的发生、转移息息相关，报道显示众多癌症预后不良均与肿瘤微血管密度的显著升高有关[16]，同时肿瘤组织也会通过内源性因子的调控促进周围血管的生长[17]．因此，抗血管生成已成为肿瘤靶向治疗的重要手段之一，而寻找血管生成抑制剂的主要评价指标包括抑制内皮细胞的增殖和运动。由实验结果发现，人参皂苷Rg3可能会影响肿瘤细胞中血管生成相关因子的释放，继而抑制内皮细胞的增殖．这是由于VEGF可直接与内皮细胞表面受体结合，激活下游的MAPK/ERK 和PI3K/Akt通路，增加血管通透性，诱导内皮细胞分泌蛋白溶解酶，降解毛细血管基底膜，从周围基质中释放更多促血管生成因子(如MMP等)，从而促进内皮细胞的增殖和运动[18]；此外，COX-2可以通过激活PKC上调VEGF的表达并参与血管的形成[7]，缺氧可以通过调节HIF-1α/HRE的结合来调节COX- 2基因的表达而参与血管的形成。本实验发现人参皂苷Rg3能够对HIF-1α的表达产生抑制作用，进而降低了COX- 2基因的表达，使其降低了对VEGF表达的激活作用，最终起到抗血管生成的作用。CAV-1以及SOX-2在人膀胱癌细胞的转移过程占重要地位，本实验研究发现，CAV1的上调和SOX2的下调则意味着人参皂苷Rg3体外抑制了人膀胱癌细胞的侵袭与转移的过程[19]。通过以上的分子学水平的检测，证明了人参皂苷Rg3能够多靶点的对膀胱癌细胞S637增殖和转移的抑制作用。此外细胞毒理性发现，人参皂苷Rg3具有较低的细胞毒性，这为天然活性成分人参皂苷Rg3的使用提供了良好的理论依据，使其安全用药得以发展和应用。
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