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三七总皂苷通过 JAK2/STAT3通路调控巨噬细胞极化抑制小鼠黑色素

瘤B16-F10细胞的活力
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[摘  要]  目的：探究三七总皂苷（PNS）通过 JAK2/STAT3通路调控巨噬细胞极化对小鼠黑色素瘤B16-F10细胞的活力的影响。

方法：常规培养B16-F10细胞和巨噬细胞RAW264.7，MTT法检测不同浓度PNS对RAW264.7或B16-F10细胞存活率的影响。实

验分为空白组（仅B16-F10细胞）、对照组（B16-F10细胞与RAW264.7细胞共培养）、不同浓度（50、100、200 μg/mL）PNS组（B16-

F10细胞与RAW 264.7细胞共培养）及 200 μg/mL PNS + colivelin[（B16-F10细胞与RAW264.7细胞共培养，0.5 μmol/L colivelin 

JAK2/STAT3通路激活剂）]组，MTT法、流式细胞术检测各组共培养细胞的存活率和凋亡率，显微镜观察巨噬细胞形态变化；

ELISA实验检测上清液中相关细胞因子TNF-α、IL-6、IL-1β的水平，qPCR法检测巨噬细胞极化相关基因诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）、IL-12、CD206、精氨酸酶-1（Arg-1）mRNA表达，WB法检测细胞中 JAK2、STAT3蛋白磷酸化水平。结果：不同浓度PNS

对单独培养的RAW264.7、B16-F10细胞的存活率均无明显影响（均P > 0.05）。与对照组相比，PNS呈浓度依赖性地促进共培养细

胞凋亡、IL-6、TNF-α、IL-1β蛋白和 IL-12、iNOS mRNA表达水平均显著增加（均P < 0.05），降低共培养细胞的存活率、JAK2与

STAT3蛋白磷酸化水平（均P < 0.05），PNS对共培养细胞的作用部分被colivenlin抑制。结论：PNS通过抑制 JAK2/STAT3通路促

进M1巨噬细胞极化进而抑制小鼠黑色素瘤B16-F10细胞的活力。
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Panax notoginseng saponins inhibit the viability of mouse melanoma B16-F10 
cells by regulating macrophage polarization via JAK2/STAT3 pathway

TAN Dongming1, XIE Qi1, DING Xu1, ZHANG Yanjun1, YIN Hongying2(1. School of Traditional Chinese Medicine, Jiangsu College of 

Nursing, Huai’an 223003, Jiangsu, China; 2. Department of Oncology, the Fifth People’s Hospital of Huai’an & Huai’an Hospital 

Affiliated to Yangzhou University, Huai’an 223300, Jiangsu, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effect of total panax notoginseng saponin (PNS) on the survival of mouse melanoma B16-F10 

cells by regulating macrophage polarization through JAK2/STAT3 pathway. Methods: B16-F10 cells and macrophage RAW264.7 were 

cultured regularly. The effects of different concentrations of PNS on the survival rate of RAW264.7 or B16-F10 cells were detected by 

MTT assay. The experiment was divided into the following groups: blank group (B16-F10 cells only), control group (B16-F10 cells co-

cultured with RAW264.7 cells), PNS groups of various concentrations (B16-F10 cells co-cultured with RAW 264.7 cells, treated with 

50, 100, 200 μg/mL PNS), and PNS + colivelin [B16-F10 cells co-cultured with RAW264.7 cells, 200 μg/mL PNS, 0.5 μmol/L colivelin

(JAK2/STAT3 pathway activator)] group. MTT assay and flow cytometry were applied to detect the survival rate and apoptosis rate of 

co-cultured cells in each group, and the morphological changes of macrophages were observed under a microscope. ELISA was applied 

to detect the levels of cytokines TNF- α, IL-6 and IL-1β in the supernatant. qPCR was applied to detect the mRNA expression of 

macrophage polarization-related genes, inducible nitric oxide synthase (iNOS), IL-12, CD206, and arginase-1 (Arg-1). Western blotting 

was applied to detect the phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 proteins pathway in cells. Results: PNS of different 

concentrations did not significantly affect the viability of RAW264.7 cells or B16-F10 cells cultured alone (all P > 0.05). Compared 

with the control group, PNS significantly promoted cell apoptosis, protein levels of IL-6, TNF-α, IL-1β, and mRNA levels of IL-12 and 

iNOS in a concentration-dependent manner (all P < 0.05); additionally, PNS reduced the survival rate of co-cultured cells and the 

phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 proteins (all P < 0.05). These effects of PNS on co-cultured cells were partially inhibited by 
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colivelin. Conclusion: PNS inhibits the viability of mouse melanoma B16-F10 cells by promoting the polarization of M1 macrophages 

via inhibiting JAK2/STAT3 pathway.

[Key words]  panax notoginseng saponins (PNS); melanoma; B16-F10 cell; macrophage polarization; JAK2/STAT3 pathway

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(11): 1109-1115. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.11.008]

黑色素瘤是黑色素细胞恶性转化产生的一种罕

见的异质性疾病，属于最致命的皮肤癌。原发性黑

色素瘤可以通过手术成功切除，但肿瘤一旦扩散，患

者5年存活率相对较低，因此需要寻找新的治疗药物

以提高患者预后[1-2]。巨噬细胞是固有免疫系统的组

成部分，能分泌炎症细胞因子，如肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6），从而清除细菌和病

毒，在癌症中起着重要作用[3]。三七是一种传统中

药，在滋补品和许多中药复方制剂，尤其是心脑血管

疾 病 治 疗 中 应 用 广 泛[4]。 三 七 总 皂 苷（panax 

notoginseng saponin, PNS）是三七的主要活性物质，

可促进肿瘤细胞凋亡和抑制其转移等，并被证明可

调节巨噬细胞分泌细胞因子而发挥免疫作用[5-6]。

STAT3调节肿瘤发生发展中的重要基本生物学过程，

包括细胞增殖、分化、血管生成和免疫功能系统，

JAK2/STAT3通路包括黑色素瘤在内的许多肿瘤中

异常活跃，成为治疗黑色素瘤的关键机制[7]。本研究

将探究 PNS通过 JAK2/STAT3通路调控巨噬细胞极

化对小鼠黑色素瘤细胞的抑制作用。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂和仪器

小 鼠 黑 色 素 瘤 细 胞 B16-F10、巨 噬 细 胞

RAW264.7均购自上海生命科学研究院细胞资源中

心。 PNS（纯度 > 98.0%）购自上海一飞生物科技有

限公司，JAK2/STAT3 通路激活剂（colivelin）购自南

京肽业生物科技有限公司，iScript cDNA合成试剂盒

购自Bio-Rad公司，TNF-α酶联检测试剂盒购自苏美

克生物技术有限公司，IL-6、IL-1β 酶联检测试剂

盒均购自酶联生物科技公司 ，兔抗 JAK2、STAT3、

p-JAK2、p-STAT3一抗均购自Abcam公司，细胞凋亡

检测试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

CKX53 倒置相差显微镜购自日本奥林巴斯公司，

Epch2酶标仪购自美国Bioteck公司，5702低速台式

离心机购自德国艾本德有限公司。

1.2  细胞培养、处理与分组和观察

B16-F10 细胞和 RAW264.7 在含 10% 胎牛血清

和 1% 青霉素 -链霉素的 DMEM 培养基中，置于

37 ℃、5% CO2培养箱中进行常规培养。将对数生长

期的B16-F10细胞和RAW 264.7细胞经胰蛋白酶消

化后接种于 6孔板中，分为空白组（仅有B16-F10细

胞）、对照组（RAW 264.7 细胞与 B16-F10 细胞共培

养）、不同质量浓度（50、100、200 μg/mL）PNS 组

（RAW264.7 细胞与 B16-F10 细胞共培养），以及

200 μg/mL PNS + 0.5 μmol/L colivelin[8] 组（RAW 

264.7细胞与B16-F10细胞共培养），处理24 h后在光

学显微镜下观察各组细胞的形态变化并拍照，最后

进行后续实验。

1.3  MTT法检测不同剂量PNS对RAW264.7和B16-

F10细胞存活率的影响

将对数生长期的 B16-F10 细胞和 RAW264.7 细

胞接种于 96孔板（5 × 103个/孔）中，然后用不同剂量

（50、100、200 μg/mL）PNS处理细胞24 h[9]。每个孔中

加入 100 μL MTT（500 μg/mL）溶液，在 37 ℃下继

续培养 4 h。弃去上清液，每个孔中加入 150 μL 

DMSO溶液。用酶标仪检测 450 nm处的光密度（D）

值，按公式“（实验组 D 值-空白组 D 值）/（对照组 D

值-空白组D值） × 100%”计算细胞存活率。

1.4  流式细胞术检测各组RAW264.7和B16-F10细

胞的凋亡水平

收集按 1.2节中方法处理的各组细胞，将各组细

胞悬浮于 400 μL结合缓冲液中，加入 5 μL Annexin Ⅴ

和5 μL PI，混匀后在37 ℃下避光处理30 min，用流式

细胞仪检测细胞凋亡情况并计算细胞凋亡率。

1.5  ELISA实验检测各组细胞上清液中相关细胞因

子的水平

收集按 1.2节中方法处理的各组细胞的上清液，

按照试剂盒操作指南检测各组细胞上清液中 IL-6、

TNF-α及 IL-1β的水平。

1.6  qPCR 法检测各组 RAW264.7 细胞中极化相关

基因mRNA的表达

使用 TRIzol 试剂提取各组细胞的总 RNA，用

iScript cDNA 合成试剂盒将其逆转录为 cDNA 后在

Mx 3000P 实时定量 PCR 系统进行 PCR 反应。PCR

反应参数：95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 

30 s，共 40个循环。以β-actin为内参基因，用 2−ΔΔCt法

计算各目的基因mRNA的相对表达水平。诱导型一

氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase, iNOS）的

正向引物：5'-GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA-3'，

反向引物：5'-GTGGACGGGTCGATGTCAC-3；IL-12

的正向引物：5'-AGTGACATGTGGAATGGCGT-3'，

反 向 引 物 ：5'-CAGTTCAATGGGCAGGGTCT-3'；

CD206 正 向 引 物 ：5'-CCTATGAAAATTGGGCTT 

ACGG-3'，反 向 引 物 ： 5'-CTGACAAATCCA 
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GTTGTTGAGG-3'；精氨酸酶-1（arginase-1, Arg-1）正

向引物：5'-TATCTTGCTTTCAGCCACGGGC-3'，反

向引物：5'-GTCACAACCGGTAGGAT-3'，β -Actin 正

向引物：5'-AAGCAGCCATTCCTAAGCTTCTT-3'，反

向引物：5'-GGCGTTCGGGAATCGCACGGATT-3'。

1.7  WB法检测各组细胞中 JAK2/STAT3通路相关

蛋白的表达水平

收集各组细胞，用预冷的RIPA裂解缓冲液提取

各组细胞中的总蛋白并测定其纯度和浓度。将各组

蛋白变性后进行PAGE分离、转膜和封闭后，在膜上

滴加抗 JAK2、STAT3、p-JAK2、p-STAT3 一抗（均以

1∶1 000稀释），4 ℃下处理过夜。次日，加入辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔 IgG（1∶5 000 稀释）室温

下处理 1 h，最后通过增强化学发光法对印迹进行可

视化，用 Image J软件定量分析。

1.8  统计学处理

所有实验均独立重复3次。采用SPSS 26.0软件

对实验数据进行统计分析。符合正态分布的计量数

据以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因素方差分析，并

进一步行SNK-q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  不同剂量 PNS对RAW264.7和B16-F10细胞的

存活率均无明显影响

MTT法检测结果（图1）显示，不同质量浓度PNS

对RAW264.7和B16-F10 细胞的存活率均无明显影

响（图1，均P > 0.05）。

图1    不同质量浓度PNS对RAW264.7、B16-F10细胞的存活率影响

2.2  PNS 处理明显抑制共培养细胞的活力而

colivelin可部分逆转这种作用

MTT法检测结果（图 2）显示，与空白组、对照组

相比，不同质量浓度（50、100、200 μg/mL）PNS处理的

共培养细胞的存活率均明显下降（均 P < 0.05），

且呈剂量依赖性（P < 0.05）；与 200 μg/mL PNS组相

比，200 μg/mL PNS + colivelin组共培养细胞的存活

率显著增加（P < 0.05）。实验结果说明，PNS可呈剂

量依赖性地抑制共培养细胞的增殖活性，这种抑制

作用可被colivelin部分逆转。

2.3  PNS可促进共培养细胞的凋亡而 colivelin可部

分逆转这种作用

流式细胞术检测结果（图 3）显示，与空白组、对

照组相比，不同质量浓度 PNS 组共培养细胞凋亡

率均显著增加（均 P < 0.05），且呈现出剂量依赖

性；与 200 μg/mL PNS 组相比，200 μg/mL PNS + 

colivelin组共培养细胞凋亡率显著降低（P < 0.05）。

实验结果说明，PNS 可促进共培养细胞的凋亡，而

colivelin则可部分逆转这种作用。

2.4  PNS可明显刺激RAW264.7细胞使其形态发生

变化但可被colivelin部分抑制

光学显微镜观察结果（图 4）显示，与对照组比

较，PNS处理各组 RAW264.7 细胞出现胞体变大，

伸出伪足，其中以 200 μg/mL PNS 处理的细胞最

为显著，但加入 colivelin 联合处理后，细胞形态与

50 μg/mL PNS 处 理 类 似 。 实 验 结 果 说 明 ，

colivenlin 可部分抑制 PNS 引起的RAW264.7细胞

形态学改变。

与对照组比较，*P < 0.05；与50 μg/mL PNS组比较，△P < 0.05；

与100 μg/mL PNS组比较，▲P < 0.05；与200 μg/mL PNS组比

较，∇P < 0.05。

图2    PNS对共培养RAW264.7、B16-F10细胞存活率的影响
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2.5  PNS 可提高 RAW264.7 细胞中 IL-12 和 iNOS 

mRNA表达而colivelin则可部分抑制这种作用

qPCR法检测结果（图 5）显示，与对照组相比，

不同质量浓度 PNS 组 RAW264.7细胞中 IL-12、iNOS 

mRNA 的表达水平均显著增加（均 P < 0.05），且

呈现剂量依赖性，Arg-1 、CD206 mRNA 表达均无

明显变化（均 P > 0.05）；与 200 μg/mL PNS 组相比，

200 μg/mL PNS + colivelin 组 RAW264.7 细 胞中

IL-12、iNOS mRNA 的表达水平均显著降低（均

P < 0.05），Arg-1、CD206 mRNA 的表达水平均无明

显变化（P > 0.05）。实验结果说明，PNS 处理可明

显提高RAW264.7细胞中 IL-2和 iNOS mRNA的表达，

而colivelin可部分抑制PNS的作用。

与对照组比较，*P < 0.05；与50 μg/mL PNS组比较，△P < 0.05；与100 μg/mL PNS组比较，
▲P < 0.05；与200 μg/mL PNS组比较，∇P < 0.05。

图3    PNS对共培养RAW264.7、B16-F10细胞凋亡的影响

图4    PNS处理对RAW264.7细胞形态的影响（ × 400）

a：对照组；b：50 μg/mL PNS组；c：100 μg/mL PNS组；d：200 μg/mL PNS组；e：200 μg/mL PNS + colivelin组。与对照组比较，
*P < 0.05；与50 μg/mL PNS组比较，△P < 0.05；与100 μg/mL PNS组比较，▲P < 0.05；与200 μg/mL PNS组比较，▽P < 0.05。

图5    qPCR法检测各组RAW264.7细胞中 IL-12、iNOS、Arg-1、CD206 mRNA的表达

2.6  PNS 可明显促进 RAW264.7 细胞分泌 IL-6、

TNF-α和 IL-1β蛋白而colivelin可部分逆转这种作用

ELISA法检测结果（图 6）显示，与对照组相比，

不同质量浓度 PNS 组 RAW264.7 细胞培养上清液

中 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 蛋白水平均显著增加（均

P < 0.05），且呈现剂量依赖性；与 200 μg/mL PNS

组相比，200 μg/mL PNS + colivelin组RAW264.7细胞

上清液中 IL-6、TNF- α 和 IL-1β 蛋白水平均显著降

低（均 P < 0.05）。实验结果说明，PNS 可明显促进

RAW264.7 细胞分泌 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 蛋白，而

colivelin可部分抑制PNS的作用。

2.7  PNS 可 明 显 降 低 RAW264.7 细 胞 中 JAK2/

··1112



谭东明, 等 . 三七总皂苷通过 JAK2/STAT3通路调控巨噬细胞极化抑制小鼠黑色素瘤B16-F10细胞的活力

STAT3通路磷酸化水平而 colivelin可部分抑制这种

作用

WB法检测结果（图7）显示，与对照组相比，不同

剂量PNS组RAW264.7 细胞中 p-JAK2、p-STAT3 表

达水平均显著降低（均 P < 0.05），且呈现出剂量

依赖性特征；与200 μg/mL PNS 组相比，200 μg/mL 

PNS + colivelin组RAW264.7细胞中p-JAK2、p-STAT3

表达水平均显著升高（均P < 0.05）。实验结果说明，

PNS 可明显降低 RAW264.7 细胞中 JAK2、STAT3 蛋

白的磷酸化水平而colinvelin可部分抑制这种作用。

1：对照组；2：50 μg/mL PNS组；3：100 μg/mL PNS组；4：200 μg/mL PNS组；5：200 μg/mL PNS + colinvelin组。与对照组比较，
*P < 0.05；与50 μg/mL PNS组比较，△P < 0.05；与100 μg/mL PNS组比较，▲P < 0.05；与200 μg/mL PNS组比较，▽P < 0.05。

图6  ELISA法检测各组RAW264.7细胞培养上清液中 IL-6、TNF-α以及 IL-1β蛋白水平

1：对照组；2：50 μg/mL PNS组；3：100 μg/mL PNS组；4：200 μg/mL PNS组；5：200 μg/mL PNS + colivelin组。与对照组比较，
*P < 0.05；与50 μg/mL PNS组比较，△P < 0.05；与100 μg/mL PNS组比较，▲P<0.05；与200 μg/mL PNS组比较，▽P < 0.05。

图7    WB法检测各组RAW264.7细胞中JAK2/STAT3通路的磷酸化水平

3  讨  论

黑色素瘤是最致命的皮肤癌，表现为黑色素细

胞的恶性转化，其发病率在世界范围内不断上升，尽

管大多数病例在早期被发现，但即使是早期恶性黑

色素瘤也可能转移[10]。肿瘤疫苗的介入在一定程度

上改善了黑色素瘤的治疗效果，但由于成本较高、制

备时间较长等[11]，使其应用受限，因此开发更经济有

效的方案对治疗黑色素瘤至关重要。

在各种传统中药中，PNS因其效果显著而成为治

疗心脑血管疾病最常用的药物之一。此外，其在肿

瘤治疗中的应用也逐渐受到人们的关注[12-13]。据报

道[14]，PNS具有多靶点抗肿瘤活性，可通过诱导肿瘤

细胞凋亡和分化、提高机体免疫能力，抑制癌细胞生

长等，在宫颈癌、胃癌、神经胶质瘤及白血病中发挥

抑制作用。黑色素瘤作为典型的免疫原性肿瘤，免

疫细胞浸润和预后之间的相关性取决于肿瘤微环境

中募集的免疫细胞的存在和性质，而肿瘤相关巨噬

细胞在肿瘤微环境中发挥着重要作用，且在许多实

体瘤存在（包括黑色素瘤），与肿瘤免疫逃逸、生长和

转移、血管生成息息相关[15]。研究[16]表明，巨噬细胞

在不同环境因素的刺激下可以极化成M1免疫激活

型和M2免疫抑制表型，其中 IL-12、iNOS是M1型巨

噬细胞的特征性表面分子，而CD206、Arg-1是M2型

巨噬细胞的表面标志物。在动脉粥样硬化研究中，

PNS可通过调控巨噬细胞极化抑制炎性反应，减轻动

脉粥样硬化斑块的形成进而发挥抗动脉粥样硬化作

用[17]。本研究发现，PNS对巨噬细胞、B16-F10细胞活

力无显著影响，但可显著抑制与RAW264.7细胞共培

养的B16-F10细胞存活，诱导其凋亡，提示PNS可能

通过调控巨噬细胞促进黑色素瘤细胞凋亡并抑制其

活性。本研究通过显微镜观察巨噬细胞形态，结果

发现，PNS处理后，细胞胞体增大并有伪足出现，提示

巨噬细胞呈现M1表型；同时经过对M1型巨噬细胞

相关分子 IL-12、iNOS 及 M2 型巨噬细胞相关分子

CD206、Arg-1进行检测，结果发现，CD206、Arg-1表

达无显著变化，IL-12、iNOS表达显著上调，进一步表

明PNS可能通过调控巨噬细胞向M1 型极化进而抑
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制黑色素瘤细胞活力。研究 [18]发现，M1 型巨噬

细胞产生促炎细胞因子 IL-6、TNF- α 及 IL-1β，参

与炎症反应并抑制癌症进展和转移。与RAW264.7

细胞共培养的 B16-F10 细胞经 PNS 处理后，IL-6、

TNF-α及 IL-1β水平显著增加，表明PNS可促进巨噬

细胞向 M1 型极化，产生分泌因子进而杀伤肿瘤细

胞，抑制其活性。

JAK2是细胞因子受体信号转导的关键，JAK2可

使 STAT3激酶磷酸化，STAT3是人类癌症中最常见

的癌基因之一，在多种癌症中 JAK2/STAT3信号通路

异常表达，其过度激活导致信号通路紊乱，破坏下游

基因，从而导致肿瘤发生发展[19]。肿瘤发展又与巨噬

细胞极化有关，STAT3通路激活诱导巨噬细胞极化，

从而加重肿瘤发生发展[20]。抑制 JAK2/STAT3 通路

可以抑制M2型巨噬细胞的极化，促进M1型巨噬细

胞的极化并减缓癌症的进展[21]。本研究发现，不同质

量浓度 PNS 处理后 ，RAW264.7 细胞中 p-JAK2/

JAK2、p-STAT3/STAT3表达显著下调，细胞向M1极

化，炎性分泌因子增加，促进肿瘤细胞凋亡，抑制其

增殖，提示 PNS 可通过抑制 JAK2/STAT3 通路促进

RAW264.7细胞向M1极化，进而抑制黑色素瘤细胞

存活。最后 ，实验以 JAK2/STAT3 通路激活剂

colivelin 进行反向验证，结果发现 colivelin 逆转了

PNS对黑色素瘤细胞的抑制作用，表明 PNS抑制小

鼠黑色素瘤细胞恶性发展，可能与抑制 JAK2/STAT3

通路进而促进M1型巨噬细胞极化有关。

综上所述，PNS通过抑制 JAK2/STAT3通路促进

M1型巨噬细胞极化进而抑制小鼠黑色素瘤细胞恶

性发展，但PNS作用靶点较多，后续该机制仍需继续

验证。
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