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[摘  要]  目的：探讨蟾毒灵（BU）对肿瘤相关巨噬细胞（TAM）介导的结直肠癌（CRC）细胞程序性死亡蛋白-配体1（PD-L1）表

达的调控作用及其分子机制。方法：采用HCT116细胞与THP-1来源巨噬细胞构建体外共培养体系。佛波酯（PMA）诱导THP-1

细胞分化为M0型巨噬细胞，进一步以HCT116细胞条件培养基（CM）刺激形成TAM样细胞。流式细胞术检测CD11b、CD206表

达，以评价巨噬细胞极化水平；RT-qPCR及WB法检测TGF-β、IL-10、STAT3/p-STAT3及PD-L1表达变化；慢病毒转染构建STAT3

敲低细胞系HCT116sh-STAT3，结合BU干预验证STAT3/PD-L1信号通路作用。结果：HCT116细胞CM可诱导巨噬细胞向M2表型

极化，表现为CD11b⁺CD206⁺细胞比例升高（P < 0.01）及TGF-β、IL-10表达增加（均P < 0.001）。TAM条件培养基可显著促进

HCT116细胞STAT3磷酸化（P < 0.001）并上调PD-L1 mRNA及蛋白表达水平（P < 0.001或P < 0.01）。BU干预后，TAM介导的

STAT3磷酸化水平明显下降，PD-L1表达同步下调（均P < 0.01）。STAT3敲低可降低PD-L1表达，其作用趋势与BU一致。结论：
BU可通过抑制TAM介导的STAT3信号激活，下调CRC细胞PD-L1表达，提示其在肿瘤免疫微环境调控中具有潜在的应用价值。
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TAM-mediated STAT3 phosphorylation
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[Abstract]  Objective: To investigate the regulatory effect of bufalin (BU) on tumor-associated macrophage (TAM) -mediated 

programmed death-ligand 1 (PD-L1) expression in colorectal cancer (CRC) cells and to elucidate the underlying molecular mechanism. 

Methods: An in vitro co-culture system was established using HCT116 cells and THP-1-derived macrophages. THP-1 cells were 

differentiated into M0 macrophages by PMA treatment and further stimulated with HCT116-conditioned medium (CM) to generate 

TAM-like cells. Flow cytometry was used to detect CD11b and CD206 expressions and assess macrophage polarization level. The 

changes in the expression levels of TGF-β, IL-10, STAT3/p-STAT3, and PD-L1 were detected by RT-qPCR and WB assay. A STAT3 

knockdown cell line (HCT116sh-STAT3), constructed by lentiviral transduction, was combined with BU treatment to verify the role of the 

STAT3/PD-L1 signaling pathway. Results: HCT116-derived CM induced macrophage polarization toward the M2 phenotype, as 

evidenced by an increased proportion of CD11b⁺CD206⁺ cells (P < 0.01) and elevated expression of TGF-β and IL-10 (both P < 0.001). 

TAM-conditioned medium significantly promoted STAT3 phosphorylation (P < 0.001) and upregulated PD-L1 expression at both 

mRNA and protein levels in HCT116 cells (P < 0.001 or P < 0.01). BU treatment markedly suppressed TAM-mediated STAT3 

phosphorylation and concomitantly reduced PD-L1 expression (both P < 0.01). STAT3 knockdown decreased PD-L1 expression, 
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showing a similar trend to BU treatment. Conclusion: BU downregulates PD-L1 expression in CRC cells by inhibiting TAM-mediated 

STAT3 signal activation, suggesting its potential application value in regulating the tumor immune microenvironment. 

[Key words]  colorectal cancer (CRC); tumor-associated macrophage (TAM); programmed death-ligand 1 (PD-L1); HCT116 cell

[Chin J Cancer Biother, 2026, 33(4): 373-378. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2026.04.003]

结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是全球发病率和

病死率均位居前列的恶性肿瘤，易发生转移，总体预后

不佳[1-2]。肿瘤免疫逃逸是肿瘤发生发展的关键机制之

一，严重影响CRC患者的治疗反应与生存结局。肿瘤

相关巨噬细胞（tumor-associated macrophage, TAM）在

肿瘤微环境（tumor microenvironment, TME）中大量富

集，并倾向于向抑制炎症的M2表型极化，从而促进肿

瘤生长并抑制抗肿瘤免疫应答[3-5]。程序性死亡配体1

（programmed death-ligand 1, PD-L1）是肿瘤细胞实现免

疫逃逸的关键因子[6]，其异常高表达与CRC的不良预后

显著相关[7]。研究[8-9]发现，TAM可通过激活信号转导及

转录激活因子 3（signal transducer and activator of 

transcription 3, STAT3）信号通路上调肿瘤细胞中PD-L1

表达，进而增强免疫抑制效应。因此，干预 TAM 介导

的 STAT3 信号激活、抑制PD-L1表达，可能成为改善

肿瘤免疫微环境的重要策略。蟾毒灵（bufalin, BU）是

从中药蟾酥中提取的天然活性成分，已被证实具有多

种抗肿瘤作用，包括促进凋亡、抑制血管生成等[10]。近

年来的研究提示，BU可能通过调节TME发挥抗肿瘤作

用。然而，BU能否通过调控TAM介导的STAT3信号通

路激活继而影响CRC细胞PD-L1表达水平，仍有待进

一步研究。基于上述背景，本研究提出假设：BU或可

通过抑制TAM介导的STAT3 磷酸化，降低CRC细胞

PD-L1表达，从而减轻肿瘤免疫逃逸。为验证该假设，

本研究构建TAM与CRC细胞共培养体系，并结合STAT3

敲低，系统评估BU 对 TAM 极化状态、STAT3 信号激

活及PD-L1表达的调控作用，旨在为靶向肿瘤免疫微环

境的治疗策略提供新的思路。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

CRC 细胞 HCT116 和人单核细胞白血病细胞

THP-1均购自中国科学院上海生命科学研究院。

BU（粉剂，纯度 > 98%）购自成都瑞芬斯德丹生

物科技有限公司，RPMI 1640培养基、胎牛血清、双抗

（青霉素/链霉素）和胰蛋白酶均购自Gibco公司，佛波

酯（PMA）购自MCE公司，CD11b-PE抗体和CD206-

FITC抗体购自BD Pharmingen公司，RNA提取试剂

盒、逆转录试剂盒和RT-qPCR试剂盒均购自艾科瑞

生物科技有限公司，蛋白样品制备及SDS-PAGE电泳

相关试剂购自苏州新赛美生物技术有限公司，PD-L1

抗体、STAT3抗体及 p-STAT3 抗体购自Abcam公司，

β-actin抗体、山羊抗小鼠二抗、山羊抗兔二抗、免疫荧

光二抗工作液、嘌呤霉素均购自武汉赛维尔生物科

技有限公司。STAT3干扰慢病毒购自上海和元生物

技术股份有限公司。TGF-β、PD-L1、STAT3及 IL-10

引物均定制自广州白雪生物科技有限公司。

1.2  细胞培养

HCT116 细胞在 1% 双抗及 10% 胎牛血清的

RPMI 1640培养基中培养；THP-1细胞在 1%双抗和

20%胎牛血清的RPMI 1640培养基中培养。将细胞

置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中恒温培养。THP-1细

胞以1 × 106个/孔的密度接种于6孔板，并使用含200 

ng/mL PMA的完全培养基刺激 48 h，以诱导为贴壁

的未活化巨噬细胞（M0 macrophage, M0）。

将HCT116细胞以 4 × 105个/孔的密度接种于 6

孔板中，培养24 h后更换为无血清RPMI 1640培养基

进行饥饿处理，48 h 后收集相应的条件培养基

（conditioned medium, CM）。将THP-1细胞以1 × 106/

孔的密度接种于6孔板，使用含200 ng/mL PMA的完全

培养基刺激 48 h，诱导分化为贴壁的M0。将M0细

胞 的 培 养 基 更 换 为 含 20% 胎 牛 血 清 的 CM

（HCT116），刺激 48 h后得到相应的巨噬细胞（Mφ）：

Mφ（HCT116）和 Mφ（HCT116sh-STAT3）。随后，再次用

无血清RPMI 1640 培养基饥饿处理M0或Mφ细胞

48 h，收集相应的CM：CM-M0、CM-Mφ（HCT116）及

CM-Mφ（HCT116sh-STAT3）。将上述收集的 CM 加入

10%胎牛血清后用于培养HCT116细胞，并根据不同

CM 及处理分为 CM-M0 组、CM-Mφ（HCT116）组、

CM-Mφ（HCT116sh-STAT3）组和BU + CM-Mφ（HCT116）

组。BU + CM-Mφ(HCT116) 组是在 HCT116 细胞培

养时加入 BU（10 ng/mL）和 CM-Mφ(HCT116)。。

1.3  慢病毒转染建立STAT3敲低细胞系

将对数生长期的HCT116细胞按适当密度接种于

96孔或24孔板中，待细胞汇合度达30%~40%时，加入

慢病毒进行感染。感染12~16 h后更换为新鲜完全培

养基。继续培养48 h后加入5 μg/mL嘌呤霉素筛选48 h，

持续培养直至获得稳定表达的空载体对照细胞系

HCT116sh-NC及STAT3敲低细胞系HCT116sh-STAT3。

1.4  流式细胞术检测Mφ极化情况

消化并收集各组 Mφ，用 PBS 洗涤后重悬。取

1 × 106个细胞，加入 CD11b-PE 和 CD206-FITC 流式

抗体，4 ℃下避光作用 30 min。洗涤后，重悬于

200 µL PBS中，上流式细胞仪进行检测分析。
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1.5  RT-qPCR法检测STAT3、PD-L1、IL-10和TGF-β

基因的表达水平

采用TRIzol法提取各组细胞总RNA，并逆转录为

cDNA。RT-qPCR反应采用SYBR Green法，反应程序

为：UDG处理（37 ℃ 2 min），预变性（95 ℃ 3 min），循环

扩增（95 ℃变性5 s，60 ℃退火/延伸30~34 s，40个循环）。

反应结束后进行熔解曲线分析，由仪器自动程序完成，

以验证扩增特异性。引物序列如下：PD-L1正向引物为

5'-AGCACACTGAGAATCAACACA-3'，反向引物为

5'-TGACCAATTCAGCTGTATGGTT-3'；STAT3正向引

物为5'-CGGCGTCCAGTTCACTACTA-3'，反向引物为

5'-CGTCCCCAGAGTCTTTGTC-3'；IL-10 正向引物为

5'-TGCCTTCAGCAGAGTGAAGA-3' ，反向引物为

5'-GGTCTTGGTTCTCAGCTTGG-3'；TGF-β 正向引物

为 5'-GGGACTATCCACCTGCAAGA-3'，反向引物为

5'-CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG-3'。以GAPDH为内

参，按照2-ΔΔCt法计算目的基因mRNA的相对表达水平。

1.6  WB 法检测 HCT116 细胞中 p-STAT3、STAT3、

PD-L1蛋白的表达水平

选取各组细胞，弃去 6孔板中上清液，PBS清洗

后使用加入1%蛋白酶抑制剂和1%磷酸酶抑制剂的

RIPA裂解液，冰上裂解15 min。收集裂解液，超声破

碎，BCA 法定量后金属浴变性。蛋白样品经 SDS-

PAGE电泳分离、转膜、5%脱脂奶粉封闭后，加入稀

释比例均为 1∶1 000的 p-STAT3、STAT3、PD-L1和稀

释比例1∶3 000的β-actin一抗，4 ℃培养过夜。次日，

在稀释比例 1∶20 000 的山羊抗小鼠/抗兔二抗中处

理 1 h后，采用ECL发光法显影，使用 ImageJ软件分

析蛋白质条带的灰度值。

1.7  免疫荧光法检测HCT116细胞中PD-L1表达水平

将HCT116细胞以 2 × 105个/孔的密度接种于放

置有圆形载玻片的 24孔板中，培养 24 h。PBS清洗

后，更换为含10%血清的不同CM。继续培养48 h后

收集细胞爬片，PBS清洗3次，4%多聚甲醛固定15 min，

0.3%Triton通透15 min。在2%BSA中封闭30 min后

PBS 清洗，滴加适量的一抗工作液，4 ℃孵育过夜。

弃去一抗，PBS清洗3次（5 min/次），滴加荧光二抗工

作液（1∶400），37 ℃湿盒避光孵育 30 min。清洗后，

DAPI染核 5 min，再次清洗后，抗荧光淬灭剂封片。

于荧光显微镜下观察并采集图像。

1.8  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用GraphPad 

Prism软件对实验数据进行分析并绘图。符合正态分

布的计量数据以 x̄ ± s 表示，两组间比较采用非配对 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析。以P < 0. 05

或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  HCT116细胞促使Mφ向促癌表型极化

RT-qPCR法检测M0和Mφ(HCT116)细胞中M2型

标志物TGF-β 和 IL-10 mRNA 表达水平。结果（图1A）

显示，与M0相比，Mφ(HCT116)细胞中TGF-β和 IL-10 

mRNA的表达水平均显著升高（均P < 0.001）。流式细胞

术检测结果（图 1B）显示，Mφ(HCT116)细胞中的

CD11b+ CD206+占比显著高于M0（P < 0.01）。结果表明，

HCT116细胞可通过分泌相关因子促使Mφ向M2型极化。

A：RT-qPCR法检测M0和Mφ(HCT116)细胞中M2型Mφ标志物 IL-10及TGF-β mRNA的相对表达量；B：流式细胞术检测肿瘤细

胞CM刺激后Mφ的极化水平。**P < 0.01，***P < 0.001。

图1    HCT116细胞促使Mφ向促癌表型极化

2.2  TAM上调HCT116细胞的PD-L1水平

免疫逃逸是肿瘤的重要特征，PD-L1在CRC的

免疫逃逸中发挥重要作用。经不同的Mφ CM培

养 HCT116 细胞后 ，RT-qPCR 和 WB 法检测结果

（ 图 2A、B）显 示 ，与 CM-M0 组 比 较 ，CM-Mφ

（HCT116）组中HCT116细胞的PD-L1 mRNA和蛋白

表达水平均显著升高（P < 0.01或P < 0.001）。进一

步WB法检测结果（图 2C）发现，TAM的CM显著促

进了HCT116细胞中STAT3磷酸化（P < 0.01）。结果

表明，TAM可通过激活STAT3信号通路上调HCT116

细胞PD-L1的表达。

2.3  BU抑制TAM介导的HCT116细胞PD-L1水平

RT-qPCR和WB法的检测结果（图3A、B）表明，在CM-

Mφ（HCT116）中加入非杀伤浓度的BU后，PD-L1的mRNA

及蛋白表达均显著下降（均P < 0.01）。结果表明，BU

能够抑制TAM介导的PD-L1上调效应。
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1：CM-M0；2：CM-Mφ(HCT116)

A：RT-qPCR法检测不同CM刺激后HCT116细胞中PD-L1 mRNA表达水平；B：WB法检测不同CM对HCT116细胞中PD-L1蛋白

表达的影响；C：WB法检测不同CM对HCT116细胞中STAT3磷酸化水平的影响。**P < 0.01，***P < 0.001。

图2  TAM上调HCT116的PD-L1表达及STAT3磷酸化水平

 1：CM-Mφ(HCT116)；2：BU + CM-Mφ(HCT116)。

A：RT-qPCR法检测BU对Mφ介导的HCT116细胞PD-L1 mRNA表达水平的影响；B：WB法检测BU对Mφ介导的HCT116细胞

PD-L1 蛋白表达的影响。**P < 0.01。

图3  BU抑制TAM介导的HCT116细胞PD-L1水平

2.4  BU 通过抑制 TAM 介导的 STAT3 磷酸化降低

HCT116细胞PD-L1表达

RT-qPCR及WB法检测结果（图4A、B）证实，慢病

毒转染可成功敲低 HCT116 细胞中 STAT3 表达水平

（P < 0.01或P < 0.001）。进一步WB法检测结果（图4C）

显示，STAT3 敲低可显著降低 PD-L1 蛋白表达水平

（P < 0.05）；而 BU 处理可抑制 STAT3 磷酸化水平

（P < 0.01），同时降低PD-L1表达（P < 0.01）。免疫荧光

结果（图 4D）显示，STAT3 敲低或BU干预均能显著降

低 PD-L1+细胞的数量（P < 0.01或P < 0.001）。结果表

明，BU能够通过抑制TAM介导的STAT3磷酸化，从而

降低CRC细胞的PD-L1表达水平。

3  讨  论

CRC是全球发病率和病死率均位居前列的恶性

肿瘤。尽管近年来筛查技术和综合治疗手段不断进

步，其总体生存率仍未得到显著改善。免疫治疗虽

在多种肿瘤中展现出显著疗效，但多数CRC患者属

于微卫星稳定型，对免疫治疗反应不佳[11-12]。在众多

影响免疫治疗应答的因素中，TME中免疫细胞构成

及功能状态尤为重要。其中，以M2型TAM大量富

集为主要特征的免疫抑制性TME形成被证明是推动

CRC恶性进展的重要驱动力[13]。M2型TAM能够分

泌TGF-β、IL-10等免疫抑制性因子，从而促进肿瘤进

展和免疫逃逸[14]。鉴于TAM在TME中的核心地位，

深入解析其调控途径并探索可干预手段，将为改善

CRC免疫治疗应答开辟重要方向。

本研究首先通过 HCT116 细胞 CM 诱导 THP-1

来源的M0极化为M2型TAM样细胞，并验证了其极

化表型和功能特征。CM（HCT116）可显著上调

CD206阳性细胞比例，增强TGF-β与 IL-10的表达。

这一结果提示，CRC细胞能够促进免疫抑制性微环

境的建立。

作为免疫逃逸的重要机制之一，CRC细胞能够

高表达PD-L1等免疫抑制分子。PD-L1的主要功能

是通过与其受体PD-1结合，从而在TME中诱导细胞

毒性 T 淋巴细胞的耗竭[15-16]。以往的研究[8, 17]发现，

TAM的极化状态与肿瘤细胞PD-L1的表达水平存在

一定关联。本研究发现，CRC细胞诱导的 TAM，其

CM能够显著上调HCT116细胞的PD-L1表达，提示

M2型TAM能够直接调控CRC细胞的免疫表型。

研究[18]证实，STAT3信号通路与PD-L1在多种肿瘤

中均存在密切的正向调控关系。STAT3作为多种促炎

与免疫抑制信号的整合枢纽，同时也调控PD-L1等免疫

检查点分子的表达，因此其活化水平与免疫逃逸程度

密切相关[19]。激活型STAT3主要表现为Tyr705位点的
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磷酸化。由于M2型TAM大量分泌 IL-10，后者是STAT3

相关信号通路最重要的激活因子之一，推测TAM或可

通过激活CRC细胞STAT3信号通路，从而上调PD-L1

表达水平。在常规的TME相关研究中，肿瘤细胞对Mφ

的影响广受关注，而Mφ对肿瘤细胞本身的作用鲜少被

关注。为验证TAM对CRC细胞本身的影响，本研究WB

实验结果证实CM-Mφ（HCT116）可显著上调HCT116

细胞中STAT3的磷酸化水平，提示M2型TAM可能通

过STAT3/PD-L1轴调控CRC细胞PD-L1的表达。

1：CM-Mφ（HCT116）；2：BU + CM-Mφ（HCT116）；3：sh-STAT3 + CM-Mφ（HCT116）。

A：RT-qPCR验证STAT3敲低细胞的构建；B：WB验证STAT3敲低细胞的构建；C：STAT3敲低或BU对TAM介导的HCT116细胞

PD-L1蛋白表达水平的改变；D：免疫荧光结果检测不同处理后HCT116细胞PD-L1表达水平。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图4  BU通过抑制TAM介导的STAT3磷酸化降低HCT116细胞PD-L1表达

近年来，中药成分对TME，尤其是TAM的调控作

用正不断得到研究[20-21]。BU是中药蟾酥的主要活性单

体，其能通过多种机制发挥抗肿瘤作用，同时还能调节

TME[22]。BU作为天然小分子化合物，自身具有多种抗

肿瘤特性，在体内具有较好的药代动力学特征，具有与

免疫治疗等手段联合应用的潜力[23]。课题组以往的研

究[24]发现，BU无法直接改变TAM的极化，但能够影响

CRC细胞的相关信号通路，间接调控TAM的极化。进

一步研究[25]发现，BU能通过这一间接调节机制扭转TME

中细胞毒性T淋巴细胞的耗竭。然而，BU间接调控的

TAM是否反向影响CRC细胞的免疫抑制特性，尚待明

确。本实验发现，BU处理能够显著逆转由TAM诱导的

HCT116细胞PD-L1上调效应，从而证实BU对CRC细

胞与TAM之间相互作用的调控作用。

鉴于 HCT116 细胞诱导的 TAM 能够通过激活

STAT3相关信号通路上调PD-L1的表达水平，据此推

测TAM所介导的CRC细胞STAT3磷酸化或可被BU

干预所抑制，从而进一步降低PD-L1表达水平。为验

证这一推论，本研究构建并验证了 STAT3 敲低的

HCT116细胞系，进一步实验结果证实，BU抑制TAM

介导的 STAT3磷酸化与直接敲低 STAT3效果一致，

均可下调HCT116细胞PD-L1表达。
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上述结果表明，M2型极化的TAM能够通过激活

CRC细胞的 STAT3信号通路上调 PD-L1表达水平。

BU抑制TAM介导的 STAT3磷酸化，进而下调CRC

细胞PD-L1表达。

综上所述，本研究证实CRC细胞可诱导TAM向

M2型表型极化，进而通过激活STAT3信号通路上调

PD-L1表达。中药单体BU能够重塑肿瘤免疫微环境

并逆转这一过程，从而间接增强抗肿瘤免疫反应。

这一发现为BU在CRC免疫治疗中的联合应用提供

了理论依据和实践方向。
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