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IDO1天然小分子抑制剂的筛选及抗肿瘤作用研究 
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摘要: PCR扩增人吲哚胺 2,3-双加氧酶 1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1, IDO1) 基因启动子上游区域 1 245 bp

基因片段, 将其插入到 pGL4.20-basic载体中构建了 pGL4-IDO1-luc荧光素酶重组质粒。基于双荧光素酶报告基

因方法建立 IDO1抑制剂筛选模型, 筛选能够下调肿瘤细胞中 IDO1表达的天然活性小分子化合物。采用MTT、

Western blotting和乳酸脱氢酶 (LDH) 等方法探讨阳性化合物的抗肿瘤作用及其对 IDO1的调控机制。化合物川

楝素 (toosendanin, NS-180) 能显著下调 IFN-γ 诱导的肿瘤细胞中 IDO1 表达。在 A549 细胞中, NS-180 可抑制

STAT1和 STAT3的磷酸化, 从而下调 IFN-γ诱导的 IDO1蛋白表达。LDH释放实验表明, NS-180可促进 NK细

胞对 A549细胞的杀伤作用。综上所述, 筛选获得的天然小分子 NS-180是一类新型高效的 IDO1抑制剂, 可能成

为靶向 IDO1的肿瘤免疫治疗候选药物。 
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Abstract: Fragments of the human indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) gene 5'-UTR (untranslated 1  245 

bp region) promoters were amplified by PCR and cloned into pGL4.20 vector in the construction of reporter 
vector pGL4-IDO1-luc.  A549 cells were transfected with the constructed plasmid and IDO1 inhibitor screening 
model was established with dual-luciferase reporter assay.  Based on the model, we screened natural small     
molecules which could down-regulate the expression of IDO1 on tumor cells.  The anti-tumor activities were 
examined by MTT, Western blotting and lactic dehydrogenase (LDH) release assays.  Toosendanin (NS-180) 
down regulated the IDO1 expression and inhibited IFN- γ-induced STAT1 and STAT3 phosphorylation in A549 
cells.  Moreover, NS-180 significantly increased the cytotoxicity of co-cultured NK cells on A549 cells in LDH 
release assays.  In summary, NS-180 is a novel and potent IDO1 inhibitor, which has an antitumor activity for 
cancer immunotherapies. 
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目前, 恶性肿瘤的诊疗仍是医学界最大的挑战
之一, 而传统的恶性肿瘤治疗手段如化疗和放疗等, 
虽经不断发展, 却仍存在一定的局限和弊端, 如不良
反应大及易诱导耐药等。近年来, 随着肿瘤免疫相关
研究的不断深入, 免疫治疗成为改善恶性肿瘤患者 
预后的新希望。肿瘤与宿主免疫系统之间的相互作用

复杂而多变[1]。科学家们正试图阐明两者之间的作用

机制, 希望借此改善肿瘤治疗现状。相应的, 肿瘤免
疫疗法已成为制药工业的热门研究领域。 

作为众多肿瘤免疫周期调节因子中的一员, 吲
哚胺 2,3-双加氧酶 1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1, 
IDO1) 备受关注[2, 3]。IDO1是色氨酸分解代谢的第一
限速酶, 可通过介导色氨酸的耗竭及其代谢产物犬
尿氨酸的积累来诱导T细胞和NK细胞的凋亡或功能
紊乱, 从而减弱机体的抗肿瘤免疫[4−7]。在多数组织

中, IDO1处于沉默状态, 但在多种实体肿瘤如肺癌、
肝癌、乳腺癌和结肠癌等肿瘤组织中则呈持续高表达

状态, 且与预后差密切相关[8]。研究表明, IDO1活性
的抑制可以促进免疫接种及化学治疗的疗效, 使得
IDO1 成为肿瘤免疫治疗药物的一个重要靶标。近年
来, 抑制 IDO1 的活性在肿瘤治疗中的作用引起了众
多学者的关注[9]。因此, 筛选高效的 IDO1抑制剂, 激
活 T细胞和 NK细胞的功能, 打破肿瘤免疫耐受, 可
能为肿瘤免疫治疗带来新的突破。 

根据 IDO1 的调节及效应机制, 以 IDO1 为靶点
的治疗可通过抑制 IDO1基因表达、抑制 IDO1活性
及阻滞其效应途径, 发挥治疗的作用。目前国内外研
究开发的以 IDO1为靶点的小分子抑制剂主要集中在
以直接抑制 IDO1活性方面的研究, 如 1-甲基-色氨酸 
(1-methyl-tryptophan, 1-MT)、NLG919和 INCB024360
等[10]。但是它们普遍存在抑制效率低下、无法透过

细胞膜及产生吲哚环结构代谢物质等问题[11]。 
本研究拟构建包含人的 IDO1 启动子片段的荧     

光素酶报告基因载体, 建立 IDO1 抑制剂筛选模型, 
并从天然小分子化合物库中筛选新型高效的能够下

调 IDO1 表达的活性化合物。此外, 还对筛选出的阳
性化合物的抗肿瘤作用及其对 IDO1 的调控机制进   
行初步研究。 
 

材料与方法 
主要试剂及材料  DMEM、DMEM/F12、RPMI 

1640 培养基和胎牛血清购自美国 Hyclone 公司; 胰    
蛋白酶 (trypsin)、3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四
氮唑溴盐 (MTT)、青霉素/链霉素溶液、琼脂糖和溴
化乙锭 (EB) 购自美国 Sigma 公司; 1-MT 购自美国
Selleck公司; 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、十二烷基
磺酸钠 (SDS)、Tris 碱、过硫酸铵及 Tween-20 均购
自美国 Amresco公司; PVDF膜购自美国Millipore公
司 ; ECL Plus 超敏免疫印迹检测试剂盒购自美国
Amersham Pharmacia 公司 ; 一抗 IDO、STAT3、
STAT1、 phospho-STAT3 (Ser727)、 phospho-STAT1 
(Tyr701)、phospho-ACC (Ser79)、α-tubulin、β-actin
和羊抗兔或小鼠二抗均购自美国 Cell Signaling公司; 
Prime STAR HS DNA Polymerase、Kpn I、Hind III、
T4 ligase酶、广谱型基因组 DNA小量纯化试剂盒、
DNA 凝胶回收试剂盒和 DNA 片段纯化试剂盒均购
自大连宝生物公司; 高纯度质粒小提中量试剂盒购
自北京天根生化科技有限公司; VigoFect转染试剂购
自北京威格拉斯生物技术有限公司; Dual-Luciferase 
Reporter Assay System kit试剂盒和 CytoTox 96® Non-    
Radioactive Cytotoxicity试剂盒购自美国 Promega公
司; 天然小分子化合物库购自上海诗丹得生物技术
有限公司。 

仪器  Berthold LB942荧光检测仪为德国伯托公
司产品; Tanon-5100 凝胶成像系统为上海天能公司产
品; Multiskan FC型酶标仪为赛默飞世尔 (上海) 仪器

有限公司产品。 
细胞系和质粒  人正常肝细胞 L02、人非小细    

胞肺癌 A549 细胞由本实验室保存; 人 NK 细胞由中
国医学科学院医药生物技术研究所杨兆勇教授课题

组提供; pGL4.20-basic质粒和 pRL-TK质粒购自美国
Promega公司。 

人 IDO1启动子报告基因载体的构建 

PCR 反应模板的制备  收集人正常肝细胞 L02, 
裂解后参照 TaKaRa 公司的广谱型基因组 DNA 小量
纯化试剂盒的使用说明, 进行全基因组 DNA的提取, 
制备应用于 PCR反应的模板, −80 ℃保存。 

引物的设计与合成  根据 IDO1 基因启动子的     
序列 (GenBank：JN382541.1) 并且参考 Konan等[12]

的实验方案设计 PCR 引物。引物由上海生工公司合
成, 在合成的引物序列中导入了 Kpn I和 Hind III内
切酶酶切位点 (斜体部分), 供后续酶切鉴定用。上游
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和下游引物分别为: 5'-ggggtaccGATTCCCAAAGTAT      
TAGC-3'; 5'-ccaagcttTCTTGTAGTCTGCTCCTC-3'。 

IDO1 启动子基因的克隆  以试剂盒提取的 L02
细胞全基因组 DNA 为模板, 用上述设计引物进行
PCR扩增, PCR反应条件为 98 ℃预变性 30 s; 98 ℃变

性 10 s, 55 ℃复性 15 s, 72 ℃延伸 2 min 12 s, 循环 3
次; 98 ℃变性 10 s, 58  ℃复性 15 s, 72 ℃延伸 2 min 12 
s, 循环 27次; 最后 72 ℃再延伸 20 min。用 10 g·L−1

琼脂糖凝胶进行电泳。参照 TaKaRa公司的胶回收试
剂盒操作说明, 回收并纯化 1 245 bp PCR产物。 

质粒的构建及鉴定  回收 PCR 产物, 用 Kpn I
和 Hind III 双酶切 IDO1 启动子基因的 PCR 产物和
pGL4.20-basic 载体, 回收 PCR 产物和载体大片段, 
用T4连接酶 25 ℃连接 4 h后, 将连接产物转化DH5α
感受态细菌并涂平板。挑取单克隆接入 5 mL带 Amp
抗性的 LB 培养基中, 用高纯度质粒小提中量试剂盒
提取菌液中质粒。经 Kpn I和 Hind III双酶切鉴定后
送上海生工公司测序, 将测序正确的重组质粒命名
为 pGL4-IDO1-luc。 

含 IDO1启动子报告基因载体的活性检测 
细胞培养  转染 24 h 前, 采用 0.25%  胰酶消化, 

利用含 10%  胎牛血清的 DMEM/F12 培养基将处于对
数生长期的细胞制备成单细胞悬液, 按 1×105个/孔接
种至 24孔板中, 每孔培养基为 500 μL, 置 37 ℃、5% 
CO2 饱和湿度培养箱培养, 待细胞生长至铺满孔底
70%  左右进行实验。 

瞬时转染与加药处理  用 150 mmol·L−1 NaCl稀
释待转染的质粒, pGL4.20-basic 载体、pGL4-IDO1-     
luc均按每孔 400 ng的量, pRL-TK按每孔 20 ng的量, 
以每孔 50 μL体积稀释质粒, 轻轻混匀, 每个质粒做
3 个复孔。参照 VigoFect 转染试剂说明, 在 A549 细
胞中进行 pGL4-IDO1-luc/pRL-TK 共转染, 同时设立
pGL4.20-basic/pRL-TK 共转染作为阴性对照组。细胞
在 37 ℃培养 24 h 后, 弃去培养液, 根据实验需要加
入相应的药物处理 (如 IFN-γ), 继续培养 24 h, 检测
荧光素酶活性。 

双荧光素酶报告基因活性的检测  参照试剂盒
说明书测定荧光素酶活性。去除培养孔中的培养液, 
用 1×PBS (pH 7.4) 清洗 2次; 每孔加被动裂解缓冲
液 PLB 100 μL, 室温振摇 15 min; 每孔裂解产物取上
清 20 μL 转移至 96 孔板中; 使用荧光素酶检测试剂 
II (LAR II) 和 Stop&Glo®试剂进行目的报告基因荧
火虫荧光素酶 (firefly luc) 及内参海肾素荧光素酶 
(renilla luc) 检测, 计算荧火虫荧光素酶与海肾素荧

光素酶的比值, 并以空载体 pGL4.20-basic和 pRL-TK
共转染细胞作为对照。实验数据采用 GraphPad prism 
5软件进行统计学分析。 

MTT 法检测 A549 细胞增殖的变化  取对数生
长期 A549 细胞制备单细胞悬液, 以 6×103个/孔密度
接种于 96孔板, 每组设置 3个复孔, 同时设空白对照 
(仅加培养液)。待细胞密度达到 50%  左右, 加入相应
的药物作用 48 h后, 每孔加入 5 mg·mL−1 MTT溶液
20 μL, 继续培养 4 h。每孔加入 DMSO 150 μL, 振荡
10 min, 使紫色结晶充分溶解, 酶标仪检测各孔吸光
度 (A570) 值。 

Western blotting  将用药物处理或未处理的细
胞用细胞刮刀刮下, 1 200 ×g离心收集细胞。加入适量
裂解液 (50 mmol·L−1 Tris-HCl pH 7.5、1% Triton-100、
150 mmol·L−1 NaCl、2 mmol·L−1 EDTA、1 mmol·L−1钒

酸钠、50 mmol·L−1 NaF、1 mmol·L−1 PMSF、1 mg·mL−1 
aprotinin和 1 mmol·L−1 leupeptin), 冰浴 30 min, 然后
14 000 ×g离心 15 min, 收集上清液即为蛋白提取液。
用标准 Bradford 方法测定样品的蛋白浓度。于 12% 
SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白, 半干法将蛋白
转至 PVDF膜。转膜结束后, 将其放入含 5%  脱脂奶

粉的 TBST (20 mmol·L−1 Tris-HCl、150 mmol·L−1 
NaCl和 0.1% Tween-20, pH 7.6) 中振荡封闭 1 h。封
闭后的膜装入杂交袋与一抗溶液 (1∶1 000稀释) 4 ℃

孵育过夜, 用 TBST 洗膜 3 次, 以洗去未结合的一    
抗。与辣根过氧化物酶标记的二抗溶液 (抗兔二抗
1∶2 000稀释、抗鼠二抗 1∶5 000稀释) 在室温孵育
1～2 h后, TBST洗膜 3次, 按照 ECL Plus免疫试剂
盒说明书进行显色, 通过 Tanon-5100 凝胶成像系统
捕获并分析图像。 

细胞共培养与乳酸脱氢酶 (LDH) 释放实验  将

A549 细胞消化后传代于 96 孔板中, 待细胞完全贴    
壁后弃原培养液。分别加入 DMSO、NS-180和 1-MT
等药物预处理 2 h后, 再加入 5 ng·mL−1 IFN-γ刺激    
24 h。细胞孵育 24 h后更换新鲜培养基, 按照 NK细
胞∶A549 细胞=10∶1 的比例向每孔加入 NK 细胞, 
细胞共培养 16 h, 取上清, 按照 CytoTox 96® Non-    
Radioactive Cytotoxicity 试剂盒说明检测 LDH 酶活
性。同时设立空白组 (只有 A549 细胞, 不加 NK 细
胞) 作为自然释放组, 用 1.0% NP40溶液裂解细胞作
最大释放组。 

LDH杀伤率 (%) = (LDH 实验孔 − LDH 自然释放孔) /  
(LDH 最大释放孔 − LDH 自然释放孔) × 100 

数据统计与处理  每组实验重复 3次, 实验数据
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以 x ± s 表示, 组间比较采用 t 检验, P < 0.05 具有显    
著性差异。 
 

结果 
1  人 IDO1启动子基因片段的 PCR结果 

以提取的人正常 L02 细胞基因组为模板, 进行
PCR, 扩增产物经 1%  琼脂糖凝胶电泳后, 在约 1 245 
bp 处呈现特异性目的条带, 与预计相符, 表明已获
得 IDO1启动子区基因片段 (图 1)。 
2  含 IDO1启动子区基因质粒的酶切鉴定 

重组质粒 pGL4-IDO1-luc 经限制性内切酶 Kpn I
和 Hind III双酶切后电泳, 得到与对应目的基因大小
相符 (约 1 245 bp) 的条带, 另外还有一条约 5 000 bp
的线性空载体条带 (图 2)。而 pGL4.20-basic 空载体
经双酶切后仅有一条线性条带, 这表明已成功构建
重组质粒 pGL4-IDO1-luc。 
 

 
Figure 1  Amplification of IDO1-promotor region gene frag-
ments by PCR.  M: 2 kb plus marker; 1: IDO1-promotor 1  245 
bp.  IDO1: Indoleamine 2, 3-dioxygenase 1 
 
3  含 IDO1启动子基因片段的测序鉴定 

对重组 pGL4-IDO1-luc 质粒的插入片段进行测
序, 结果表明各酶切位点正确, 经比对后证实测序序
列与 GeneBank中报道的 IDO1 启动子区序列相符。
选取 pGL4-IDO1-luc测序的部分截图 (图 3), 下划线
序列为上游引物, 表明重组质粒 pGL4-IDO1-luc 构     
建成功。对测序得到的 IDO1 启动子区进行序列分     
析发现, 该启动子区含有干扰素刺激反应元件 1/2  

 
Figure 2  Kpn I and Hind III double digestion result of recom-
binant plasmid pGL4-IDO1-luc and pGL4.20-basic.  M: 2 kb 
plus marker; 1: pGL4-IDO1-luc doubled digested by Kpn I+Hind 
III; 2: pGL4.20 basic double digested by Kpn I+Hind III 
 
(interferon stimulation reaction element 1/2, ISRE-1/2)、
干扰素 γ 激活序列 1/2 (gamma activation sequences 
1/2, GAS1/2) 及淋巴增强子结合因子 1/T 细胞因子 
(lymphoid enhancer-bind factor 1/T cell factor, LEF-1/     
TCF) 等多个转录因子结合位点 (图 4), 与文献报道
一致[13]。 
4  重组质粒 pGL4-IDO1-luc的活性鉴定 

利用 VigoFect 转染试剂将构建好的重组质粒
pGL4-IDO1-luc、空白对照质粒 pGL4.20 basic 和内参 
 

 
Figure 4  Nucleotide sequence of the promoter region of human 
IDO1 gene.  Nucleotides ranging from −1 236 upstream to 9 
downstream of the translation initiation site (ATG) are shown.  
Transcription factor ISRE, GAS and LEF-1/TCF binding sites are 
underlined and named below the sequence.  GAS: Gamma acti-
vation sequences; ISRE: Interferon stimulation reaction element; 
LEF-1/TCF: Lymphoid enhancer-bind  factor 1/T cell factor 

 

 
Figure 3  Sequences analysis of the IDO1 gene 5'-UTR promoter 
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质粒 pRL-TK 按 5∶1 的比例共转至 A549 细胞中,        
分别加入或不加 IFN-γ (5 ng·mL−1) 刺激 24 h后, 检
测荧光素酶的表达情况。结果显示, IFN-γ 能显著增
强 pGL4-IDO1-luc荧光素酶的表达活性, 但并不影响
空白质粒的荧光素酶活性 (图 5), 说明已成功构建了
具有生物活性的 IDO1 启动子重组质粒 pGL4-IDO1-     
luc。 
 

 
Figure 5  Functional analyses of IDO1 promoter in A549 cells.  
IDO1 promoter construct (pGL4-IDO1-luc) and renilla control 
vector (pRL-TK) were transiently transfected into A549 cells.  
The luciferase activities were measured in basal conditions, or 
after stimulation by IFN-γ (5 ng·mL−1).  Results are expressed 
as relative firefly luciferase units normalized to renilla luciferase.  
n = 3, x ± s.  ***P < 0.001 vs the pGL4.20 basic group 

 
5  IDO1抑制剂的筛选 

将 pGL4-IDO1-luc与内参质粒 pRL-TK共转染入
A549细胞, 24 h后加入终浓度为 10 μmol·L−1的 NS 
系列不同天然小分子化合物处理 2 h 之后, 再加入
IFN-γ (5 ng·mL−1) 刺激 24 h, 分别检测 IDO1启动子
荧光素酶的活性, 筛选能抑制 IDO1 基因表达的 NS
系列化合物。结果显示, 化合物 NS-101、NS-122、
NS-123、NS-126、NS-137、NS-159、NS-180、NS-195、
NS-197、NS-198、NS-203和 NS-212等 12种化合物
能显著抑制 IDO1启动子荧光素酶的活性 (图 6A, B)。 

进一步用 MTT法检测上述 12种化合物对 A549
细胞增殖的影响, 以排除细胞毒性化合物。结果发现, 
NS-180 (川楝素) 对 A549 细胞增殖的抑制作用最弱 
(图 7)。荧光素酶和 MTT结果共同表明, NS-180可显
著抑制 IDO1启动子活性且对 A549细胞的毒性最小, 
因此本研究以NS-180为目标化合物, 对其调控 IDO1
表达进行下一步的研究。NS-180 的化学结构如 (图
8A) 所示。 
6  NS-180抑制 IFN-γ诱导的 IDO1表达和 STAT1、
STAT3的磷酸化 

使用不同浓度的 IFN-γ刺激 A549细胞 24 h, 或     
5 ng·mL−1 IFN-γ 刺激 A549 细胞不同时间, 采用
Western blotting对 IDO1蛋白水平进行分析, 结果表 

 
Figure 6  Screening of natural small molecule IDO-1 inhibitors.  
(A, B) A549 cells were transiently transfected with pGL4.20 
basic or pGL4-IDO1-luc reporter construct and the pRL-TK as     
an internal control, followed by pretreatment with 10 μmol·L−1     
of different natural small (NS) molecules or DMSO as control     
for 2 h.  After stimulation by IFN-γ (5 ng·mL−1), the level of 
luciferase activities were determined as described.  n = 3, x ± s.  
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs the DMSO group 
 

 
Figure 7  Effects of different compounds on A549 cell viability.  
A549 cells were treated with 10 μmol·L−1 of different NS mole-
cules for 48 h, and cell toxicity was measured by MTT assay.  
Control cells were treated with 0.5% (v/v) DMSO.  n = 3, x ± s.  
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs the DMSO group 

 
明 IFN-γ 可诱导 A549 细胞中 IDO1 的高表达并且具
有时间依赖性和剂量依赖性 (图 8B, C)。在 A549细
胞中, 使用不同浓度的 NS-180 处理 2 h 后, 再加入      
5 ng·mL−1 IFN-γ刺激 24 h, Western blotting 法检测      
发现 NS-180 可抑制 IFN-γ 诱导的 IDO1 表达 (图     
8D)。研究表明, 转录激活因子 (signal transducer and  
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Figure 8  NS-180 down-regulates the IFN- γ-induced expression 
of IDO1 and inhibits STAT1/STAT3 phosphorylation.  The 
chemical structure of NS-180 (A).  A549 cells were treated with 
IFN-γ (5 ng·mL−1) for the indicated times (B), or treated with 
different concentrations of IFN- γ for 24 h (C), the IDO1 expres-
sion level was detected by Western blotting.  β-Actin or tubulin 
served as the loading control.  A549 cells were pre-treated with 
various concentrations of NS-180 for 2 h, followed by IFN- γ       
(5 ng·mL−1) treatment for 24 h (D).  The phosphorylation of 
STAT1 and STAT3 and expression level of IDO1 were measured 
by Western blotting using corresponding antibodies.  Tubulin 
served as the loading control 
 

activator of transcription, STAT) 可在转录水平调控
IDO1 的表达[14−20]。为了证实 NS-180 是否通过影响
STAT 活性在转录水平抑制 IFN-γ 诱导的 IDO1 表达, 
本研究分析了 NS-180 对 IFN-γ 诱导的 STAT1 和
STAT3 磷酸化的影响。Western blotting 结果表明, 
NS-180 能显著抑制 STAT1、STAT3 的磷酸化, 并抑
制 IFN-γ诱导的 IDO1的表达 (图 8D)。 
7  NS-180可增强 NK细胞对 A549细胞的杀伤作用 

根据文献[4−7]报道, 肿瘤细胞中高表达的 IDO1
可抑制 NK 细胞的增殖并且影响 NK 细胞的免疫功
能。为探讨 NS-180 抑制肿瘤细胞中 IDO1 表达后的
生物学效果, 以 IDO1 抑制剂 1-MT 作为阳性对照, 
通过 LDH释放法, 在体外进行 NK细胞和 A549细胞
的共培养实验。结果表明, 与对照组相比, NS-180可
增强 NK 细胞对 A549 细胞的杀伤作用 (图 9), 其效
果要优于 1-MT。 

 
Figure 9  NS-180 enhances the specific lysis of NK cells to 
A549 cells.  A549 cells were pre-treated with the indicated 
compounds for 2 h, followed by IFN- γ (5 ng·mL−1) treatment for 
24 h.  Cells were washed and NK cells were co-cultured with 
A549 cells at 10:1 in RPMI 1640 plus 10% FBS for 16 h.  The 
specific lysis of NK cells to A549 cells was determined by lactic 
dehydrogenase (LDH) releasing assay.  1-Methyl-tryptophan 
(1-MT) was used as the positive control.  n = 3, x ± s.  **P < 

0.01, ***P < 0.001 vs the DMSO group 
 

讨论 
基于 IDO1在肿瘤发生发展和肿瘤免疫耐受过程

中的重要作用, IDO1 已被证实是抑制恶性肿瘤形成
和提高免疫治疗效果的重要靶点[21−23]。IDO1抑制剂
作为肿瘤免疫治疗的潜在药物具有十分广阔的开发

前景。 
IDO1抑制剂主要分为以下几类：竞争性抑制剂, 

如 1-MT; 非竞争性抑制剂, 如苯基咪唑; 反竞争性
抑制剂, 如生物碱; 通过其他作用的抑制剂等。目前
IDO1 抑制剂的相关报道已经有很多, 但只有部分抑
制剂如 1-MT 和 INCB024360 等进入了临床研究阶    
段, 目前还没有 IDO1 抑制类的药物上市。对于临床
研究中的 1-MT, 由于其抑制浓度较高, 使得 1-MT在
使用时需要的剂量较大, 药物成本是不可忽视的问
题。而对于 INCB024360, 其药物分子代谢快, 具有
不稳定性。同时, 根据目前临床试验的结果, 单纯抑
制 IDO1 活性仅能产生有限的治疗效果, 而在与传统
的化学治疗、疫苗治疗等联用时则显著增强了抗肿   
瘤反应, IDO1 在肿瘤进展中的复杂作用不是十分清
楚。基于以上分析, IDO1 及其抑制剂仍有较大发展   
空间和研究前景。 

本研究构建了含有人 IDO1启动子的荧光素酶报
告基因的载体 pGL4-IDO1-luc 并且基于双荧光素酶
报告基因系统, 建立了 IDO1 抑制剂筛选模型。从天
然活性小分子化合物库中筛选能够下调 IDO1表达的
抑制剂, 发现 12种阳性化合物能显著抑制 IDO1启动
子荧光素酶的活性。以抑制活性好、细胞毒性低的
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NS-180 (川楝素) 为目标化合物进行初步机制研究。 
STAT1/3 作为调节受 IFN-γ诱导的 IDO1 表达的

重要转录因子, 它由 IFN-γ受体胞质尾区的 JAK激酶
激活, 发生同源二聚化并转运至核内, 然后结合 GAS
序列, 直接激活 IDO和 IRF-1基因的转录表达。另外, 
STAT1也能通过诱导 IRF-1的表达, 使之结合 IDO基
因调节区的 ISRE-1和 ISRE-2元件, 从而间接地激活
IDO1基因的转录表达[24]。本研究的初步机制研究发

现, NS-180可抑制 STAT1、STAT3的磷酸化, 从而下
调 IFN-γ诱导的 IDO1表达。此外, NS-180还可增强
NK细胞对 A549细胞的杀伤作用, 表明 NS-180可能
是靶向下调 IDO1 的肿瘤免疫治疗候选药物, 但在动
物体内的抗肿瘤效果还有待进一步验证。 

川楝素是一种从传统的驱蛔中药楝科植物川楝

的树皮或种子中分离得到的四环三萜类化合物, 具
有驱蛔、杀虫、抗肉毒效应、抑制神经递质释放和抗

肿瘤[25, 26]等多种生物活性, 但川楝素能下调肿瘤细
胞中 IDO1 的表达还是首次被发现。近年来, 川楝素
的抗肿瘤作用受到了越来越广泛的关注, 研究者对
多种人类肿瘤细胞进行了体外实验和体内实验, 但
其作用机制尚不明确。川楝素因来源广 (川楝子、川
楝素和苦楝树等) 且生物活性多样, 尤其在人类对恶
性肿瘤无法攻克时, 川楝素可作为新型抗肿瘤药物
的候选者之一, 具有广阔的发展前景。 

本研究发现 NS-180 是一类新型高效的 IDO1 抑
制剂, 在体外对人非小细胞肺癌 A549 细胞可下调
IFN-γ诱导的 IDO1 表达并且抑制 STAT1、STAT3 的
磷酸化。通过使用川楝素来下调 IDO1 的表达, 逆转
由 IDO1 介导的肿瘤细胞免疫耐受, 从而控制肿瘤细
胞的生长, 可能成为防治恶性肿瘤的有效方法, 也可
能成为川楝素的一种新的抗肿瘤机制。 
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