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基于酶学-细胞水平的 IDO1抑制剂筛选模型建立与优化
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摘要: 本研究以肿瘤免疫治疗相关蛋白吲哚胺 2,3-双加氧酶 1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1, IDO1) 为靶点, 提

出并设计构建了基于酶学-细胞水平的 IDO1抑制剂筛选模型并进行了体内验证。首先采用基因工程手段表达纯化

重组人 IDO1蛋白并建立简单高效的 IDO酶学筛选体系; 其次通过干扰素 γ (interferon-γ, IFNγ) 刺激A172细胞或者

构建高表达人 IDO1蛋白的质粒瞬时转染HEK293细胞构建特异性的 IDO1细胞水平筛选体系; 最后在C57小鼠通

过LC/MS/MS方法检测小鼠血浆中犬尿氨酸和色氨酸的含量和比值, 从体内进一步验证筛选得到的化合物对 IDO

酶的抑制作用。本研究中建立和优化的酶学、细胞水平的筛选模型再结合体内的验证方法能高效、通量、特异性筛

选到真正体内有效的 IDO1抑制剂, 为新药的快速研发奠定了良好的基础。动物实验均严格遵循中国医学科学院药

物研究所动物实验中心标准操作规程, 尽量减少实验对动物造成的伤害。
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throughput screening platform for IDO1 inhibitors
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Abstract: In this study, we used the tumor immunotherapy protein indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) as

the target, and proposed an enzyme-cell-based tertiary IDO1 inhibitor high throughput screening platform. Firstly,

the recombinant human IDO1 protein was expressed by genetic engineering and efficient IDO enzymatic screening

system was established. Secondly, A172 cells stimulated with interferon- γ (IFNγ) or constructed plasmid which

could highly express human IDO1 protein in HEK293 cells with transient transfection were used to construct the

specific IDO1 cell based screening system. Finally, the effect of the compound on kynurenine and tryptophan in

mouse plasma was determined by LC/MS/MS method on C57 mice, which could further verify the inhibitory

effect of the selected compounds on IDO1 in vivo. The established and optimized enzyme-cell based screening

model in this study can efficiently and effectively obtain IDO1 inhibitors in vitro, which lays a good foundation for

the rapid development of clinical drugs. Procedures for animal study were performed with approval of the Animal

Care and Use Committee of the Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking

Union Medical College.
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肿瘤患者死亡的主要原因之一是肿瘤免疫逃逸引

起的复发与转移, 而肿瘤免疫逃逸现象是肿瘤有效治

疗的最主要障碍[1]。吲哚胺2,3-双加氧酶1 (indoleamine

2,3-dioxygenase 1, IDO1) 是催化 L-色氨酸的吲哚环氧

化裂解生成犬尿氨酸 (kynurenine, Kyn) 的限速酶。虽

然 IDO1早在 20世纪 60年代就被克隆[2], 但直到近年

才发现 IDO1对免疫系统的重要调控作用[3-5]。其调控

机制主要为: ① IDO1的高表达导致细胞局部的色氨

酸耗竭, 诱导T细胞停滞在G1期, 从而抑制了T细胞的

增殖[6]; ② IDO1降解色氨酸导致Kyn水平的增高, 诱

导氧自由基介导的T细胞凋亡[7]; ③ 上调树突状细胞

IDO1的表达, 通过降解局部色氨酸而加强局部调节性

T细胞 (Treg) 介导的免疫抑制, 促使机体对肿瘤特异

性抗原的外周免疫耐受[8,9]。因此 IDO1抑制剂能促进

T细胞的增殖及活性, 有效抑制恶性肿瘤的生长, 而且

毒副作用小。随着 2018年 Incyte和默沙东公司的 IDO

抑制剂 epacadosta 的Ⅲ期临床试验的失败 , 之前 IDO

抑制剂的研发狂潮逐步趋向理性化。其失败的原因众

说纷纭, 归纳为可能是化合物本身就存在缺陷、临床试

验的设计不够合理和靶点本身的问题等。目前, 很多

IDO抑制剂的临床试验仍还在进行中, 人类的探索也

不会停止。IDO抑制剂未来临床试验的成功, 应该更

多地从以下几个方面进行考虑, 即选择特异的临床适

应症、优化临床方案设计、寻找合适 IDO 的生物标志

物、寻找新型结构的 IDO 小分子抑制剂和寻找其他

Kyn代谢通路的抑制剂。因此, 尽管几个 IDO抑制剂

的临床试验失败了, 但是研发 IDO抑制剂仍具有现实

意义, 特别是骨架结构全新的化合物。

本研究提出并设计构建了基于酶学-细胞水平的

IDO1抑制剂的二级筛选模型, 再结合动物体内的验证

方法, 能简单、快速、有效、高通量地筛选得到特异性

IDO1抑制剂, 大大节约药物研发的时间和成本, 为寻

找新型的 IDO1小分子抑制剂提供了便利。

材料与方法

材料 人胚胎肾细胞HEK293和人脑胶质瘤细胞

A172均购自中国医学科学院基础医学研究所国家实

验细胞资源共享服务平台。DH5α和BL21 (DE3) 大肠

杆菌购自北京全式金生物技术公司。质粒提取试剂盒

购自 Promega公司。Ni-NTA亲和层析树脂 (镍柱) 购

自美国QIAGEN公司。阳性药NLG919、INCB024360

和 indoximod (1-MT) 均购自 Selleck 公司。L-Kyn、抗

坏血酸、过氧化氢酶、底物L-色氨酸 (Trp)、α-氨基乙酰

丙酸 (ALA) 和咪唑等化学试剂均购自 Sigma-Aldrich

公司。雌性C57小鼠 (14～16 g) 购自维通利华实验动

物公司。EnSpire多模式微孔板检测仪免标记系统购

自美国 PerkinElmer 公司 ; ImageQuant LAS 4000 凝胶

成像系统购自美国GE公司。

细胞培养 HEK293和A172细胞均于含 5% CO2

的 37 ℃培养箱中培养传代 , DMEM 培养基添加 10%

胎牛血清及100 u·mL-1青霉素、100 u·mL-1链霉素。

质粒构建 委托和元生物技术 (上海) 股份有限

公司按照核酸序列号为NM_002164.6的人 IDO1基因

序列全合成 IDO1 氨基酸序列 , 并在两边分别添加

EcoR I和Xho I酶切位点序列。然后将合成的人 IDO1基

因序列用 T4连接酶连接到 pET28a和 pLVX-AcGFP1-

N1两种质粒中, 分别用于表达纯化人 IDO1蛋白和在人

细胞中表达带有绿色荧光蛋白标记的 IDO1蛋白, 将这

两个质粒分别标记为 pET28a-IDO1和 pLVX-AcGFP1-

N1-IDO1。两个质粒的酶切位点均为EcoR I和Xho I。

蛋白的表达纯化 将质粒 pET28α-IDO1 转化到

表达菌株E. coli BL21(DE3), 在 37 ℃、200 r·min-1振荡

的条件下培养至菌液于 600 nm吸光度 (OD) 值为 0.6。

将摇床温度降低到 18 ℃后, 加入 0.5 mmol·L-1异丙基

硫代半乳糖苷 (isopropyl β-D-thiogalactoside, IPTG) 和

血红素合成中间体ALA诱导 IDO1蛋白的表达并获得

活性蛋白。其中ALA能促进血红素的生成, 进而生成

的亚铁血红素能保持 IDO蛋白的活性。诱导表达 16 h

后, 将菌体置于4 ℃、5 000 ×g的条件下离心10 min。收

集沉淀并重悬于Lysis Buffer (含 100 mmol·L-1 Tris-Cl,

200 mmol·L-1 NaCl, 10 mmol·L-1 咪唑 , 蛋白酶抑制剂

cocktail, 0.5 mg·mL-1溶菌酶, pH 8.0), 放置于冰上超声

破碎 30 min。然后于 4 ℃、15 000 r·min-1离心 15 min,

收集上清并用 0.22 μm滤膜过滤。将过滤后的上清加

至 Ni-NTA 亲和层析柱, 先用 30 mmol·L-1咪唑洗去杂

蛋白, 然后用 200 mmol·L-1浓度咪唑洗脱并收集目标

蛋白 , 采用 10 kD 超滤管进行超滤浓缩 , 并测定蛋白

浓度。

Kyn 标准曲线的检测 在 96 孔板中配制 120 μL

浓度分别为 100、75、50、25、10、7.5、5、1、0 μmol·L-1的

Kyn水溶液, 加入等体积的 2% (w/v) 对-二甲氨基苯甲

醛的乙酸溶液混合, 放置 5 min后 490 nm检测OD值。
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在GraphPad Prism 8软件上以OD值为纵坐标、Kyn浓

度为横坐标做图。

IDO1酶学活性的检测方法 通过纯化的 IDO1蛋

白 , 在 Littlejohn 等[10]研究基础上建立并优化了 IDO1

体外高通量酶学筛选方法。实验在 96孔透明板中进

行 , 即 100 μL 反应体系含 50 mmol·L-1磷酸钾缓冲液

(pH 6.5)、40 mmol·L-1抗坏血酸、200 μg·mL-1过氧化氢

酶、20 μmol·L-1亚甲基蓝和待测浓度的筛选化合物,

最后加入终浓度为 300 mmol·L-1底物 L-色氨酸和 10

μg·mL-1 rhIDO1酶, 37℃反应 45 min。用 30% (w/v) 三

氯乙酸20 μL终止反应。将96孔板直接放置于65 ℃水

浴加热 15 min, 使N-甲酰犬尿氨酸转化为Kyn。最后

加入等体积 2% (w/v) 对-二甲氨基苯甲醛的乙酸溶液

混合 , 放置 5 min 后 490 nm 检测 OD 值。在 GraphPad

Prism 8软件上以OD值为纵坐标、浓度的 lg值为横坐

标, 拟合曲线做图求 IC50值。

瞬时转染 于 96孔板中每孔接种 1万个HEK293

细胞 , 待培养于 96 孔板中的 HEK293 细胞融合度为

60%～70% 时 , 利用 Lipofectamine3000 (Invitrogen 公

司) 转染试剂进行瞬时转染。方法同之前发表的文章[11],

即先配制Lipo溶液: 每孔含0.15 μL lipofectamine3000+

5 μL Opti-MEM 培养基和质粒混合液 : 每孔含 0.1 μg

pLVX-AcGFP1-N1-IDO1质粒+0.2 μL P3000试剂+5 μL

Opti-MEM培养基。将这两种溶液混合后室温孵育10 min,

于96孔板中每孔加入10 μL混合液, 孵育过夜后换成含

有药物和底物色氨酸的培养基, 继续培养并取上清检测。

Western blot鉴定蛋白 详细方法见之前发表的

文章[12], 简述如下, 将表达纯化的蛋白或是从细胞中提

取的蛋白用于 SDS-PAGE, 蛋白上样量为每孔 60 μg。

随后转印至PVDF膜上, 用含 3%脱脂牛奶的TBS-T封

闭 0.5 h, 随后分别加入兔抗人 IDO1抗体 (1∶1 000) 或

者兔抗His抗体 (1∶1 000) 于4 ℃孵育过夜。TBS-T洗涤

3次后, 加入 HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗 (1∶1 000)

继续孵育1 h。最后用ECL法发光、在凝胶成像仪显影。

IDO1细胞水平活性的检测方法 在 IFNγ刺激模

型中, 先在 96孔板中接种体积为 100 μL的A172细胞

4×104个, 第二天, 用含 10%血清的培养基配制含待测

化合物的溶液 , 该溶液中含有 IFNγ的最终质量浓度

为 100 ng·mL-1, 底物 Trp的最终浓度为 1 mmol·L-1, 将

配制好的溶液加到 A172 细胞中 , 孵育 48 h 后取上清

检测。两种细胞实验上清中Kyn的检测方法一致。即

将 100 μL上清加到新的 96孔板中, 用 30% (w/v) 三氯

乙酸 20 μL终止蛋白反应。然后将 96孔板直接放置于

65 ℃水浴加热15 min, 使N-甲酰犬尿氨酸转化为Kyn。

最后加入等体积 2% (w/v) 对-二甲氨基苯甲醛的乙酸

溶液混合, 放置 5 min后 490 nm检测OD值。在Graph‐

Pad Prism 8软件上以 OD 值为纵坐标、浓度的 lg值为

横坐标, 拟合曲线做图求 IC50值。

小鼠血浆中 Trp 和 Kyn 的含量测定 阳性药

NLG919以吐温 80助溶后加入 0.5% 羧甲基纤维素钠

溶液配制为9 mg·mL-1悬液用于口服。一组共5只小鼠,

给药前禁食 12 h。口服药物后 0、1、2、4 h眼内呲采血,

血浆样品 10 μL 分别加入乙腈 20 μL 和内标 (普萘洛

尔, 0.2 μg·mL-1) 170 μL, 混旋后离心 (14 000 r·min-1×5

min) 2次, 取上清液 3 μL进行 LC/MS/MS分析。其中

LC/MS/MS条件为色谱柱: Zobax C18 (100 mm×2.1 mm,

3.5 μm); 柱温: 37 ℃, 流动相: 乙腈-水 (含 0.1%甲酸)

梯度 ; 流速 : 0.2 mL·min-1; MRM 正离子方式检测 m/z

204.9→188 (Trp), m/z 208.8→192.1 (Kyn), m/z 260→
183 (内标普萘洛尔)。

Z 因子计算 Z=1-(3σcontrol+3σblank)/|μcontrol-

μblank|, 其中 σ为标准差, μ为均值, control为不加任何

化合物时的数值, blank为不加底物时的背景数值。

统计学处理 采用GraphPad Prism 8软件进行绘

图, 数据以
-
x ± s表示, 数据分析采用 Student's t-test检

验, P<0.05为有统计学意义差异。

结果

1 IDO1酶水平高通量筛选方法的建立

将 IDO1蛋白序列插入到 pET28a载体质粒中成功

构建 pET28a-IDO1重组质粒 (图 1A), 然后将此质粒转

化入感受态细胞 BL21(DE3)。挑选出转化成功的

BL21(DE3)-pET28a-IDO1单克隆菌后进行 IDO1蛋白

的表达纯化, 并用不同浓度的咪唑洗脱 (图1B), 根据图

中结果最终选择 30 mmol·L-1咪唑洗去杂蛋白, 然后用

200 mmol·L-1浓度咪唑洗脱并收集目标蛋白。经West‐

ern blot 结果鉴定 , 表达纯化的蛋白为单一条带的带

His标签的人重组 IDO1蛋白 (图 1C)。实验进一步检

测了纯化的 IDO1蛋白的酶学活性, 通过Kyn的标准曲

线 (图 1D), 选择了最佳的 IDO1 蛋白的反应浓度 (图

1E) 10 μg·mL-1。根据公式计算, IDO1酶学高通量筛选

的 Z 因子为 0.74, 这说明该模型可靠、稳定 , 可用于

IDO1抑制剂的筛选。在该模型上验证了阳性化合物

的抑制活性 , 其中阳性化合物 INCB024360 的 IC50为

76 nmol·L-1, 与文献[13,14]报道的一致 (图 1F); 其中 in‐

doximod溶解度不够, 无法检测到理论上的 IC50。

2 基于 IFNγ刺激的细胞水平的高通量筛选模型的

建立

IFNγ能刺激细胞内 IDO蛋白的表达, 而给予 IDO1

抑制剂后能抑制 IDO蛋白的酶学活性。基于此原理,
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本研究建立了基于 IFNγ刺激的细胞水平的 IDO抑制

剂高通量筛选模型。在方法的建立过程中, 主要考察了

IFNγ的用量 (图2A)、IFNγ的作用时间 (图2B)、底物Trp

的用量 (图 2C)。结果显示 , IFNγ的最适质量浓度为

100 ng·mL-1, 最适作用时间为 48 h, 底物Trp的最适浓

度为1 mmol·L-1。根据公式计算, 该高通量筛选方法的

Z因子为0.56, 表明该模型较为稳定可靠。方法建立后,

在此模型上考察了阳性药 indoximod 和 INCB024360

的抑制作用 (图 2D), 其 IC50 分别为 89.4 μmol·L-1 和

52.6 nmol·L-1, 阳性药结果与文献[13,14]报道基本一致。

3 基于质粒转染的细胞水平的高通量筛选模型的

建立

基于 IFNγ刺激的 IDO 抑制剂筛选模型无法区别

IDO抑制剂的特异性, 即 IDO1、吲哚胺 2,3-双加氧酶 2

(indoleamine 2,3-dioxygenase 2, IDO2) 和色氨酸双加

氧酶 2 (tryptophan dioxygenase 2, TDO2) 抑制剂均能

在此细胞模型上产生抑制作用。为了进一步建立特异

性 IDO1抑制剂细胞筛选模型, 在酶学筛选的基础上,

对阳性化合物的 IDO1抑制剂的细胞水平的抑制活性

考察, 本研究构建了能同时表达绿色荧光蛋白 (GFP)

Figure 1 Establishment and optimization of an enzyme based indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) inhibitor screening model. A: Con‐

structed plasmid schematic; B: Optimization of IDO1 protein purification conditions; C: Identification of purified protein; D: Standard curve

for kynurenine (Kyn); E: Investigation of the amount of IDO1 protein; F: Screening results of the positive compounds. 1: Bacterial sediment

after sonication; 2: Supernatant after sonication; 3: 10 mmol·L-1 imidazole eluent; 4: 30 mmol·L-1 imidazole eluent; 5: 50 mmol·L-1 imidazole

eluent; 6: 100 mmol·L-1 imidazole eluent; 7: 200 mmol·L-1 imidazole eluent; 8: 300 mmol·L-1 imidazole eluent

Figure 2 Establishment of a cell-based IDO1 inhibitor screening model with IFNγ stimulated A172 cells. A: Investigation of the amount of

IFNγ; B: Optimization of the time of IFNγ stimulation; C: Determination of substrate tryptophan (Trp) concentration; D: Screening results of

the positive compounds
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和 IDO1 蛋白的表达质粒, 然后将此质粒瞬时转染到

96孔板上的HEK293细胞中 (图 3A), 图中绿色发亮的

蛋白即为瞬时表达的 IDO1蛋白。Western blot实验证

实转染后细胞中确实高表达了 IDO1蛋白 (图 3B)。蛋

白转染成功后, 本研究摸索了不同实验条件对 96孔板

中 IDO1蛋白表达量 (图中显示为吸光度) 的影响, 结

果表明, 转染 48 h (图 3C)、IDO1质粒用量为 0.1 μg (图

3D)、底物色氨酸用量为 1 mmol·L-1 (图 3E) 时, IDO1蛋

白的瞬时表达量最高, 最适于抑制剂的筛选。转染成

功后 , 同时加入底物 Trp 和需筛选的化合物 , 作用 48

h后取 100 μL细胞培养基上清检测Kyn的量。检测方

法同 IFNγ刺激的细胞筛选模型。方法建立并优化完

后, 根据计算公式, 该模型的 Z因子为 0.69, 表明该模

型稳定可靠, 可用于 IDO1 抑制剂的筛选。在此模型

上, 考察了阳性药 indoximod和 INCB024360的抑制作

用 , 其 IC50分别为 77.2 μmol·L-1和 17.3 nmol·L-1, 阳性

药结果与文献[13,14]报道基本一致 (图3F)。

4 IDO抑制剂的体内活性验证

药物在体内的代谢过程在很大程度上也会影响化

合物的药效。在蛋白水平和细胞水平具有较好 IDO1

抑制活性的化合物, 并不表示其在整体动物水平也具

有较高活性。为了进一步确认化合物在体内的抑制活

性, 本研究建立了基于 C57BL/6小鼠的 LC/MS/MS实

验方法。即单次灌胃给予雌性 C57BL/6 小鼠剂量为

90 mg·kg-1 NLG919, 在给药 0、1、2和 4 h后取小鼠眼内

呲血检测血浆中Trp和Kyn的含量, 并以Kyn和Trp的

比值计算 IDO的抑制活性。如图 4A所示, 给药后小鼠

体内的Kyn即刻开始下降, 在 2 h时基本降到最低值,

之后Kyn数值开始恢复到给药前水平。图 4B显示给

药后, 小鼠体内Trp的浓度没有显著的变化。图 4C显

示给药后, IDO酶的活性即刻被抑制, 在 2 h时抑制活

性最强, 随后开始恢复到给药前水平。

讨论

肿瘤免疫治疗已成为继手术、化疗、放疗后又一种

有效的治疗方法而被广泛应用于临床[15,16]。其中 IDO

作为其中的明星靶点之一, 受到了各大制药企业的关

注。即使经历了多个临床试验的失败, 人们仍对此靶

点持有相当大的期望。因此, 本研究致力于建立高效、

系统、便捷的筛选模型, 为 IDO1抑制剂的研发提供技

Figure 4 Establishment of an in vivo screening method for IDO1 inhibitors using LC/MS/MS method. A: Concentration of Kyn in mouse

plasma; B: Concentration of Trp in mouse plasma; C: Inhibition of IDO activities by NLG919 in mice

Figure 3 Establishment of a cell-based IDO1 inhibitor screening model with transient transfection. A: Transient transfection HEK293 cells

with plasmid pLVX-AcGFP1-N1-IDO1; B: Identification of purified protein; C: Optimization of the time of transfection; D: Determination

of pLVX-AcGFP1-N1-IDO1 plasmid concentration; E: Determination of substrate Trp concentration; F: Screening results of the positive

compounds
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术支撑。

在多数正常组织中, IDO1处于沉默状态或者低表

达。而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, IDO1持续高表达, 且与预后密切相

关。因此, IDO1抑制剂对正常细胞没有显著作用, 表

明 IDO1抑制剂安全性较好。另外, 相比其他细胞, T

细胞增殖的 G1期对 Trp 缺乏非常敏感 , 当 IDO1 在肿

瘤组织过度表达后必然导致 Trp 浓度降低 , T 细胞缺

乏足够的 Trp就不能有效增殖, 容易发生凋亡而被清

除。IDO1抑制剂可逆转由 IDO1介导的肿瘤细胞免疫

耐受, 从而抑制肿瘤细胞的增殖, 且安全性较好。

本研究中的酶学筛选方法基于 Littlejohn 等[10]研

究基础, 相比于其他的筛选方法[17], 本实验体系小, 能

在 96孔板甚至于 384孔板中进行, 可以实现高通量筛

选。另外, 本实验还精简了实验步骤, 无需预热、离心

等步骤, 操作更简便, 实验费用低。另外本实验提出在

水浴锅中进行 65 ℃加热, 可减少因加热产生的边缘效

应, 相比直接烤箱 65 ℃烘烤加热, 水浴加热提高了筛

选结果的可靠性。

本研究建立了两种 IDO1的细胞筛选方法, 这两种

方法各有其优缺点。其中 IFNγ刺激的A172细胞筛选

体系操作相对简单、快速, 它不需要抽提质粒、进行转

染等步骤。但是因为 IFNγ不仅能激活 IDO1 酶的表

达, 也能激活色氨酸代谢的另一种酶 TDO, 因此这个

筛选体系得到的抑制剂是色氨酸代谢通路的抑制剂,

即有可能是 IDO1抑制剂, 也有可能是TDO抑制剂, 甚

至其他相关的酶抑制剂, 特异性不强。而构建质粒并

进行瞬时转染的方法, 虽然比较复杂, 需要构建质粒、

质粒抽提纯化、转染等, 但是因为高表达的是特异性

IDO1蛋白, 因此这种方法特异性较好。当然, 选择哪

种方法进行实验, 还需根据具体的实验目的进行选择。

化合物的有效性最终得在动物体内进行验证。由

于化合物的吸收代谢对药物的药效有很大的影响, 因

此本研究在体外筛选的基础上, 进一步在整体动物上

验证了化合物的抑制活性。整体动物体内 IDO1抑制

剂的验证方法适合于任何色氨酸代谢通路的抑制剂。

比起传统的肿瘤模型的药效实验周期[17], 本研究中采

用的验证方法大大降低了筛选的时间, 1～2天就能完

成检测。通过体内模型的初步验证, 可以初步排除吸

收差、生物利用率低、体内结构不稳定的化合物, 大大

降低药物研发的风险和开发费用, 提高新药研发的效

率。另外, 检测的时间点可根据药物的特点进行适当

的改动, 如增加 12和 24 h等。另外, 关于小鼠品系的

选择, 本文选用的是C57BL/6小鼠, 因为如果要进一步

接种皮下移植瘤抗肿瘤实验时, C57小鼠使用概率更

高。当然, 换成其他品系的小鼠也可以, 还需要具体检

测小鼠血浆中的Kyn和Trp浓度。

综上所述, 本研究成功建立了基于酶学-细胞水平

的系统的 IDO1抑制剂筛选模型, 再加上 IDO1抑制剂

整体动物的体内验证方法, 该模型可大大提高药物筛

选的效率和有效性, 为后续临床药物的研发提供强大

的技术支撑。另外, 细胞模型中 IFNγ刺激的 A172细

胞筛选方法和基于LC/MS/MS的体内筛选方法也适用

于色氨酸通路抑制剂的筛选, 可推动基于色氨酸代谢

通路的新型肿瘤免疫治疗剂的研发。
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