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IDO1抑制剂联合替莫唑胺对人脑胶质瘤的协同抗肿瘤作用研究

田文源, 陈飞虹*

(东南大学, 化学化工学院, 江苏 南京 211189)

摘要: 本研究主要研究新型吲哚胺 2,3-双加氧酶 1 (IDO1) 抑制剂NLG-919联合化疗药物替莫唑胺对人脑胶质

瘤的生长抑制作用及其作用机制。通过MTT法检测NLG-919和替莫唑胺单独使用及联合使用后的肿瘤生长作用;

通过集落形成实验、侵袭实验和迁移实验检测NLG-919和替莫唑胺单独使用及联合使用后对人脑胶质瘤细胞增

殖、侵袭和迁移能力的影响; 采用流式细胞术进行细胞凋亡、周期、活性氧 (ROS) 产生以及线粒体膜电位 (JC-1) 检

测实验, 比较单独用药和联合用药的抗肿瘤效果; 通过免疫荧光实验检测 IDO1的表达水平和高效液相色谱仪检测

犬尿氨酸表达水平探究NLG-919协同替莫唑胺的抗肿瘤作用机制。结果显示, 相比于替莫唑胺, NLG-919具有较

弱的体外增殖抑制作用, 其作用于U251细胞和U87细胞 72 h后的半数抑制浓度 (IC50) 分别是 26.9和 30.7 μmol·L-1,

但当其与化疗药物替莫唑胺联合使用后可显著增加替莫唑胺的抗胶质瘤活性。与单独用药相比, 联合用药组具有

更强的抑制胶质瘤细胞的增殖、侵袭和迁移的能力。联合用药提高了替莫唑胺诱导细胞凋亡的能力, 其作用机制可

能与诱导ROS的增加以及线粒体膜电位的损伤有关, 同时, 联合用药提高了替莫唑胺诱导细胞周期阻滞的能力, 抑

制胶质瘤的生长。此外, NLG-919可以显著下调人脑胶质瘤细胞的 IDO1表达, 在与替莫唑胺联用后抑制效果有所

增强, 并且有效地阻断色氨酸代谢产生犬尿氨酸。总之, IDO1抑制剂NLG-919和替莫唑胺在抗癌治疗方面表现出

显著的协同作用, 为人脑胶质瘤的临床联合治疗候选药物提供了选择基础。
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Anti-tumor activity and mechanisms of IDO1 inhibitor in combined

treatment with temozolomide on human glioma cell lines
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Abstract: We analyzed the anticancer effect and mechanism of the novel indoleamine 2,3-dioxygenase 1

(IDO1) inhibitor NLG-919 combined with temozolomide (TMZ) on human glioma cell lines. The anti-tumor activity

of NLG-919 and temozolomide after single and combined treatments was detected by MTT assay. Colony formation

assay, invasion assay and migration assays were used to detect the effects of NLG-919 and temozolomide alone or in

combination on proliferation, invasion and migration of human glioma cells. A flow cytometry assay was used to

detect cell apoptosis, cell cycle arrest, reactive oxygen species (ROS) production and mitochondrial membrane

potential damage (JC-1). An immunofluorescence assay was used to detect the expression level of IDO1 and HPLC

was used to detect the expression level of L-kynurenine (Kyn) to explore the anti-tumor mechanism of NLG-919 and

temozolomide. The results show that NLG-919 had a weak in vitro inhibitory effect compared to that of

temozolomide. The IC50 of NLG-919 on U251 cells and U87 after 72 h was 26.9 and 30.7 μmol·L-1, respectively.

However, when NLG-919 was used in combination with temozolomide, its anti-glioma activity was significantly
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increased. Compared with the single treatment, the combination treatment had a potent ability to inhibit proliferation,

invasion and migration of glioma cells. Combination treatment improved the capacity of temozolomide to induce

cell cycle arrest and inhibit the growth of glioma cells. NLG-919 significantly down-regulated the expression and

activity of IDO1 in glioma cells, and the inhibitory effect was improved after combination with temozolomide, and

effectively blocked the production of Kyn through the metabolism of L-tryptophan (Trp). In conclusion, the IDO1

inhibitor NLG-919 and temozolomide showed synergistic effects in the anticancer therapy of human glioma cell lines.

Key words: indoleamine 2,3-dioxygenase 1 inhibitor; temozolomide; glioma; anti-tumor; combinational treatment

目前, 人脑胶质瘤已成为最具致病性、最常见的成

人脑恶性肿瘤之一, 是最常见的原发性中枢神经系统

肿瘤, 多数患者预后较差, 放化疗联合只能使患者生存

时间延长 2～4个月[1-3]。最有效的治疗方法是最大限

度切除、化疗和放疗, 但存活时间仍只有 15个月。人

脑胶质瘤具有发病率高、复发率高和局部侵袭等特点,

并受到多种因素的调控[4-6]。替莫唑胺 (TMZ) 是治疗

人脑胶质瘤的一线化疗药物, 其口服的生物利用度接

近 100%, 并且容易通过血脑屏障。TMZ 主要通过

DNA甲基化和干扰错配修复机制发挥抗肿瘤作用, 但

随着治疗时间的延长容易产生耐药性与其他不良反

应, 疗效逐渐降低[7]。

免疫治疗作为一种新的肿瘤治疗方法, 可以通过

激活和恢复癌症患者天然的免疫系统来识别和清除肿

瘤细胞, 具有广阔的发展前景。肿瘤的免疫治疗主要

包括逆转肿瘤免疫逃逸和靶向杀伤肿瘤细胞。最新研

究表明, 色氨酸 (Trp) 分解代谢产生犬尿氨酸 (Kyn) 这

一途径在脑胶质瘤的发病机制中具有重要作用[8-12], 在

肿瘤细胞中Kyn的积累以及Trp的不断消耗会造成效

应 T细胞 (Teff) 以及自然杀伤细胞 (NK) 的抑制, 激活

了调节性T细胞 (Treg), 导致肿瘤微环境产生免疫抑制

作用, 促进肿瘤免疫逃逸[13]。研究表明, 吲哚胺 2,3-双

加氧酶 1 (IDO1)、吲哚胺 2,3-双加氧酶 2 (IDO2) 和色

氨酸 2,3-双加氧酶 (TDO) 启动犬尿氨酸途径是一种肿

瘤免疫逃逸的新机制, 其抑制剂已经成为癌症免疫治

疗的新策略[14-16]。

IDO在多种人类癌症中表达, 如恶性黑色素瘤、卵

巢癌和结直肠癌, 并且 IDO表达水平在临床上与不良

临床结果及肿瘤进展相关[17-19]。IDO 的表达导致 Trp

的局部消耗和具有毒性的 Trp分解代谢物的积累, 会

使 Teff或 NK 细胞凋亡和生长停滞[20-22]。已有报道认

为, 人类胶质母细胞组织中 IDO高表达, 并且在继发性

胶质母细胞瘤中 IDO的表达增加[23]。在一些其他癌症

中 , 研究报告也同样指出 IDO 抑制具有抗肿瘤作

用[24-26]。NLG-919 是一种咪唑异吲哚, 被证明是有效

的 IDO1抑制剂, 可阻断 IDO1介导的免疫抑制途径并

导致免疫激活, 显示出 Teff的剂量依赖性激活和增殖,

使已建立的肿瘤显著消退[27]。目前, NLG-919对晚期

实体瘤的治疗研究进展已进入临床 I期[28]。本研究通

过将 IDO1抑制剂NLG-919与替莫唑胺联合使用探究

其对人脑胶质瘤的治疗效果, 旨在为脑胶质瘤患者治

疗提供新的治疗思路。

材料与方法

细胞 人脑胶质瘤细胞株 U251、U87, 购买于上

海ATCC细胞库。

药物 IDO1抑制剂NLG-919 (成都海品信医药有

限公司), 替莫唑胺 (上海迈瑞尔化学技术有限公司, 批

号: 85622-9391)。

试剂与仪器 DMEM 培养基、RPMI-1640 培养

基、胰酶、PBS 缓冲液、多聚甲醛溶液、细胞通透液

Triton-100、细胞凋亡检测试剂盒 (Annexin V-FITC/PI)、

细胞周期检测试剂盒 (RNase A/PI)、活性氧荧光探针

(DCFH-DA)、线粒体膜电位检测试剂盒 (JC-1)、4',6-二

脒基-2-苯基吲哚 (DAPI) 以及溴化四氮唑蓝 (MTT) 购

自江苏凯基生物技术有限公司; 胎牛血清购自杭州四

季青生物技术有限公司; 二甲基亚砜 (DMSO) 购自阿

拉丁试剂公司。

给药方法 将对数生长期的U251和U87细胞收

集起来, 离心后用DMEM完全培养基 (DMEM不完全

培养基∶胎牛血清 = 10∶1) 重悬并将其接种于 6孔板中

且每孔细胞数约为 2×105个, 等细胞完全贴壁后, 移除

培养基并用PBS洗涤 3次后加入新的含药培养基。阴

性对照组不加入任何药物, 将 30 μmol·L-1 NLG-919和

30 μmol·L-1 TMZ 分别加入 U251 和 U87 细胞中 , 联合

给药组分别加入两种药物各 30 μmol·L-1, 后进行细胞

凋亡、细胞周期阻滞、活性氧产生、线粒体膜电位下

降检测和免疫荧光实验 ; 将 15 μmol·L-1 NLG-919 和

15 μmol·L-1 TMZ 分别加入 U251 和 U87 细胞中 , 联合

给药组分别加入两种药物各 15 μmol·L-1后进行集落形

成实验、迁移和侵袭实验。

MTT 法测定药物对肿瘤细胞的增殖抑制作用

将处于对数生长期的细胞收集起来并加入一定量的完

全培养基稀释成为每毫升含4×104个的细胞悬液, 后接
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种在96孔板内并在37 ℃的条件下培养24 h, 等细胞完

全贴壁后吸出培养基并加入新的培养基。将药物稀释

成5个不同浓度依次加入孔内, 每组浓度药物设置3个

平行对照实验组, 每孔体积均为100 μL, 培养72 h后每

孔加入 5 mg·mL-1的 MTT溶液 10 μL, 作用 4 h后吸出

培养基和药物并在每个孔内加入 DMSO 130 μL。放

在摇床上孵育10 min后在吸光度为490 nm的条件下用

酶标仪测出每个孔的A值, 利用SPSS18软件计算出半

数抑制浓度 (IC50) 值, 其抑制率的计算方法: 抑制率 =

(A 对照组 - A 给药组)/A 空白组。以上实验重复3次。

采用联合作用指数 (combined index, CI) 判断两

种药物的协同性, CI计算方法: CI = DA/ICX, A + DB/

ICX, B (A和B代表两种不同药物, ICX, A和 ICX, B是

两种药物单独使用使生长抑制率达X时的药物浓度,

DA和 DB是两药联合使用使生长抑制率达 X时两种

药物的浓度), 0.9 ≤ CI ≤ 1.1为叠加作用, 0.8 ≤ CI < 0.9

为低度协同作用, 0.6 ≤ CI < 0.8为中度协同作用, 0.4 ≤
CI < 0.6为高度协同作用, 0.2 ≤ CI < 0.4为强协同作用。

脑胶质瘤细胞集落形成实验 将对数生长期的

U251和U87细胞消化后收集并稀释为每毫升 1×104个

的细胞悬液接种于 6孔板中, 待贴壁后给药, 在 37 ℃

和 5% CO2的条件下培养 2周。当大多数的克隆细胞

数多于 50个时停止, 吸去培养基, PBS洗涤 3次, 加入

4% 的多聚甲醛固定 20 min。洗去固定液 , 每孔加入

2 mL结晶紫溶液染色 15 min, 吸去并洗涤 3次, 在空气

中干燥24 h后可进行拍照并计算细胞克隆形成率。

脑胶质瘤细胞迁移和侵袭实验 接种后的细胞长

满整个孔后吸出培养基, 然后用统一规格的10 μL枪头

在孔内划出 3道平行的直线凹槽, 并且保证宽度相同,

用 PBS洗去脱落的细胞, 加入新的培养基和药物培养

24 h后拍照并计算细胞的迁移抑制率, 迁移抑制率 =

(1 - 实验组迁移细胞数/对照组迁移细胞数) × 100%。

将对数生长期的U251和U87细胞消化后收集并

用不含胎牛血清的DMEM不完全培养基稀释为每毫

升 1×104个的细胞悬液, 均匀分散于侵袭小室内, 分别

加入 15 μmol·L-1 NLG-919、TMZ以及两种药物联合给

药, 同时在侵袭小室下层加入完全培养基诱导侵袭。

等待细胞侵袭完成后, 取出侵袭小室并用棉球擦去侵

袭小室上表皮细胞 , 用 0.1% 结晶紫对侵袭小室染色

20 min, 在白光显微镜下拍照获取侵袭图像, 侵袭抑制

率 = (1 - 实验组侵袭细胞数/对照组侵袭细胞数) ×

100%。

细胞凋亡实验 给药处理后的细胞重悬于500 μL

的缓冲液 , 并加入 Annexin V-FITC 和 PI 各 5 μL 染色

20 min, 通过流式细胞仪检测两种细胞的凋亡率。

细胞周期阻滞实验 给药处理后的细胞重悬于

500 μL 的 75% 冰乙醇中 , 放置于-20 ℃条件下固定

12 h。以 1 500 r·min-1的转速离心 5 min后倒掉上清液,

按照体积比为1∶9加入RNase A与PI染液共500 μL, 避

光染色20 min, 流式细胞仪检测细胞周期。

活性氧 (ROS) 产生检测实验 给药处理后的细

胞重悬于缓冲液中并加入DCFH-DA染色 20 min后用

流式细胞仪检测ROS产生的水平。

线粒体膜电位 (JC-1) 检测实验 给药处理后的

细胞重悬于缓冲液中 , 并加入 JC-1 探针染色 20 min,

流式细胞仪对线粒体膜电位下降程度进行测定。

免疫荧光实验 接种于培养皿的细胞经过给药处

理后加入4%多聚甲醛溶液对细胞进行固定, 20 min后

移去固定液并加入浓度为0.5%的细胞通透液Triton-100

对细胞进行透化, 20 min后移去通透液并用 PBS清洗

3次, 加入质量分数为 5%的脱脂牛奶封闭 1 h, 在 4 ℃

下与相应的一抗孵育过夜, 随后与相应的二抗在 37 ℃

下孵育 2 h, DAPI染色 10 min后通过荧光共聚焦显微

镜进行成像。

高效液相 (HPLC) 测定Kyn表达 给药处理后的

细胞加入 20% 的三氯乙酸孵育 30 min, 进行蛋白质

沉淀。孵育结束后再次以 13 000 r·min-1的转速离心

30 min, 收集上清液用于Trp和Kyn的检测。HPLC的

检测条件: 流动相为乙腈和水 (乙腈∶水 = 60∶40), 流速

为1.0 mL·min-1, 检测的波长为254 nm。

统计学方法 本研究通过 SPSS16.0 软件进行统

计学分析, 不同的数据资料表达方式如: 剂量数据为

(x̄ ± s), 两组间比较用独立样本 t检验, 多组间比较采

用单因素方差分析, 当 P < 0.05时, 组间的差异显著,

数据差异有意义。

结果

1 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞生长抑制的影响

采用MTT法测定NLG-919和替莫唑胺单独及联

合使用对人肿瘤细胞 U251 和 U87 的体外作用。图 1

显示应用 5、10、20、30和 40 μmol·L-1 TMZ处理U87细

胞和U251细胞 72 h后, 细胞增殖抑制率增加, 从中可

以发现TMZ浓度超过 30 μmol·L-1后再升高其浓度, 两

种胶质瘤细胞的抑制率升高不明显, 故联合用药浓度

选择30 μmol·L-1。应用同种浓度梯度的NLG-919处理

U87和U251细胞 72 h后, 细胞增殖抑制率增加, 结果

提示, NLG-919浓度超过 30 μmol·L-1后再升高其浓度,

两种胶质瘤细胞的抑制率升高不明显, 故联合用药浓

度同样选择30 μmol·L-1。

·· 709



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(3): 707 −715

表 1结果显示, 在药物作用 72 h后, 两种药物均能

抑制U251和U87细胞的增殖, 替莫唑胺对两种细胞系

的细胞毒性均优于NLG-919, 且两种药物联合使用较

TMZ单独使用对U87细胞和U251细胞的半数抑制浓

度 (IC50) 值分别由 (10.9 ± 0.98) μmol·L-1 和 (6.192 ±

0.52) μmol·L-1降低至 (3.798 ± 0.26) μmol·L-1和 (3.111 ±

0.18) μmol·L-1, 说明 NLG-919与替莫唑胺联合使用具

有较好的协同作用。

通过联合作用指数 (combined index, CI) 判断两

种药物的协同性。在U87细胞中, NLG-919与TMZ的

CI指数为 0.617 ± 0.023, 为中度协同作用; 在 U251细

胞, NLG-919 与 TMZ 的 CI 指数为 0.471 ± 0.016, 为高

度协同作用, 表明NLG-919与TMZ对人脑胶质瘤的抑

制作用并非叠加作用, 而呈现协同效应。

2 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞增殖能力的影响

以平板克隆形成法观察 NLG-919 与替莫唑胺单

独或联合使用对体外细胞增殖的作用来判断药物的体

外抗肿瘤活性。结果显示, 集落形成实验结果与细胞

生长抑制结果一致, 这两种药物均可以有效抑制U251

和U87细胞的增殖, 与单独使用 TMZ相比, 联合用药

显示出更有效的抑制作用, 表明NLG-919与TMZ具有

协同抑制胶质瘤增殖的作用 (图2)。

3 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞迁移和侵袭能力的抑制作用

实验结果显示, 与单独使用 TMZ 相比, NLG-919

与TMZ联用组对U251细胞和U87细胞的迁移能力具

有更明显的抑制作用 (图 3A)。此外, 两种胶质瘤细胞

侵袭到Transwell小室另一侧的数量明显降低 (图 3B),

表明两种药物联用对胶质瘤细胞的迁移和侵袭能力

的抑制作用最强 (P < 0.05), 实验表明 NLG-919 协

同 TMZ 抑制 U87 和 U251 细胞的侵袭和转移能力

(P < 0.05)。

4 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞凋亡诱导作用

为了更好地探究 MTT 实验中观察到的联合抗

增殖活性的潜在机制 , 将 TMZ 和 NLG-919 两种药物

单独或联合作用于 U87 细胞和 U251 细胞 , 并通过流

式细胞术进行 FITC/PI 染色来量化凋亡细胞的百分

比 , 如图 4 所示 , 在 U87 细胞中联合给药处理 24 h 后

诱导凋亡细胞百分比增加 : 对照组为 2.932% ±

0.04%, TMZ 实验组为 29.86% ± 1.02%, NLG-919 实

Figure 1 Effects of different concentrations of temozolomide (TMZ, 5, 10, 20, 30 and 40 μmol·L-1) and NLG-919 (5, 10, 20, 30 and

40 μmol·L-1) for 72 h on the inhibitory rate of proliferation of U87 and U251 cells. n = 3, x̄ ± s

Table 1 The in vitro cytotoxicity evaluation of the selected drugs

to human glioma cells for 72 h. n = 3, x̄ ± s

Cell

U251

U87

IC50/μmol·L-1

NLG-919

26.905 ± 2.12

30.701 ± 2.91

TMZ

6.192 ± 0.52

10.9 ± 0.98

Combination

3.111 ± 0.18

3.798 ± 0.26

Figure 2 Effects of NLG-919 and TMZ on proliferation of human glioma U251 and U87 cells. Colony formations of U251 and U87 cells

were analyzed in comparison with NLG-919, TMZ and the combinational treatment after incubation for 14 days (NLG-919 eq·dose

15 μmol·L-1, TMZ eq·dose 15 μmol·L-1). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05 vs TMZ-treated groups

·· 710



田文源等: IDO1抑制剂联合替莫唑胺对人脑胶质瘤的协同抗肿瘤作用研究

验组为 14.19% ± 1.15%, TMZ 和 NLG-919 联用为

44.42% ± 2.28%; 在 U251 细胞中联合给药处理 24 h

后诱导凋亡细胞百分比增加 : 对照组为 2.221% ±

0.02%, TMZ 实验组为 35.7% ± 1.79%, NLG-919 实验

组为20.53% ± 1.59%, TMZ和NLG-919联用为42.4% ±

1.98%。值得注意的是 , 在两种胶质瘤细胞中 , 与单

独使用 TMZ 作用相比 , 联合治疗显著诱导胶质瘤细

胞凋亡 (P < 0.05)。实验表明 NLG-919 与 TMZ 联用

相较于单独用药 , 具有更有效的诱导人脑胶质瘤凋

亡作用。

5 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞周期分布的影响

为了研究联合用药在胶质瘤细胞中的抗增殖机

制, 本研究检测了不同给药组对胶质瘤细胞周期的影

响。如图 5所示, 在U87细胞中, 对照组的G2-M期细

胞百分比为 30.58% ± 2.23%, 在 NLG-919 给药过后 ,

G2-M 期细胞百分比为 70.48% ± 1.08%, 明显提高

(P < 0.01), 表明NLG-919可以在U87细胞中将细胞周

期阻滞在G2-M期, 且效果要优于单独使用TMZ, 然而

当NLG-919与TMZ联用后对于细胞的周期阻滞并未

有明显提高。在U251细胞中, 对照组的G0-G1期细胞

百分比为 8.23% ± 0.14%, NLG-919 与 TMZ 联用组的

G0-G1期细胞百分比明显增加, 达到 71.29% ± 2.89%,

且优于单独使用 TMZ (P < 0.05), 表明在 U251 细胞

中, 二者联用通过将细胞周期阻滞于G0-G1期, 从而抑

制细胞生长。

Figure 3 Inhibition of migration and invasion of human glioma U251 and U87 cells by NLG-919 and TMZ. A: Migration abilities of U251

and U87 cells were analyzed in comparison with NLG-919, TMZ and the combinational treatment after incubation for 24 h (NLG-919

eq·dose 15 μmol·L-1, TMZ eq·dose 15 μmol·L-1); B: Invasion abilities of U251 and U87 cells were analyzed in comparison with NLG-919,

TMZ and the combinational treatment after incubation for 24 h (NLG-919 eq·dose 15 μmol·L-1, TMZ eq·dose 15 μmol·L-1). n = 3, x̄ ± s.
#P < 0.05, ##P < 0.01 vs TMZ-treated groups

Figure 4 Effects of NLG-919 and TMZ on apoptosis of human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were analyzed in comparison

with NLG-919, TMZ and the combinational treatment after incubation for 24 h (NLG-919 eq·dose 30 μmol·L-1, TMZ eq·dose 30 μmol·L-1).

U251 and U87 cells were resuspended in a 500 μL 1 × buffer and stained with Annexin V-FITC and PI 5 μL each for 20 min. The cells were

detected by flow cytometry. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05 vs TMZ-treated groups
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6 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞ROS产生的影响

ROS与许多人类疾病有关 (包括肿瘤在内), 是化

疗药物起作用的前提条件[29-31], 当药物进入细胞发生

作用时, 细胞内的谷胱甘肽 (GSH) 会与药物结合, 导

致细胞内氧化还原失去平衡, 诱导 ROS的产生, 造成

氧化应激, 过量的ROS会造成细胞的损伤。如图 6所

示 , 与对照组和单独用药组相比 , 联用 NLG-919 与

TMZ可以诱导大量的ROS累积, 展现出更强的抗肿瘤

作用。

7 NLG-919与 TMZ联用对人脑胶质瘤 U251和 U87

细胞线粒体膜电位的影响

ROS 的提高通常伴随着线粒体膜电位损伤 , 线

粒体也是 ROS产生的主要场所。ROS的累积会对线

粒体的主要蛋白造成严重的氧化损伤 , 进而诱导细

胞凋亡 , 因此线粒体膜电位的下降是药物作用导致

肿瘤细胞早期凋亡的重要标志[32]。如图 7所示, 本研

究通过对线粒体膜电位检测发现 , 在 U251 和 U87 细

胞中 , 联合使用后可以显著降低线粒体膜电位。与

单一使用 TMZ 相比 , 联合用药可以使线粒体膜电

位下降程度分别提升到 7.0% (P < 0.01) 和 10.2%

(P < 0.01)。

8 NLG-919通过下调胶质瘤细胞 IDO1表达与TMZ

发挥协同抗肿瘤作用

研究表明, IDO1在人脑胶质瘤组织中高表达, 并

且在恶性转化的继发性胶质母细胞瘤组织中表达增

加。由于 NLG-919 是 IDO1 抑制剂, 因此通过免疫荧

光实验进一步检测两种胶质瘤细胞中 IDO1的表达, 如

图 8 所示 , NLG-919 抑制了 U251 细胞和 U87 细胞中

IDO1的表达, TMZ的影响弱于NLG-919, 当两种药物

联合使用后, 可以抑制 IDO1的表达。

9 NLG-919 可以有效下调胶质瘤细胞的 Kyn 表达

水平

IDO1 的高表达会导致具有毒性的 Trp 分解代谢

物 Kyn的不断增多, 该产物的积累会使同种反应性 T

细胞或自然杀伤细胞的凋亡和生长停滞。当 IDO1的

Figure 6 Effects of NLG-919 and TMZ on ROS in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were analyzed in comparison

with NLG-919, TMZ and the combinational treatment after incubation for 24 h (NLG-919 eq·dose 30 μmol·L-1, TMZ eq·dose 30 μmol·L-1).

U251 and U87 cells were resuspended in buffer and stained with H2DCFDA (DCFH-DA). The level of ROS production was detected by

flow cytometry. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs TMZ-treated groups

Figure 5 Effects of NLG-919 and TMZ on cell cycle distribution in human glioma U251 and U87. U251 and U87 cells were analyzed in

comparison with NLG-919, TMZ and the combinational treatment after incubation for 24 h (NLG-919 eq·dose 30 μmol·L-1, TMZ eq·dose

30 μmol·L-1). U251 and U87 cells were resuspend in a 500 μL mixed solution (RNaseA∶PI = 1∶9), and the cell cycle was detected by flow

cytometer; data were analyzed using ModFit LT 3.3 software. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05 vs TMZ-treated groups
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表达和活性被抑制后, Kyn的产生也将得到抑制。本

研究通过高效液相色谱仪检测人脑胶质瘤细胞中Kyn

和Trp的表达水平。实验结果如图 9所示, 在U87细胞

和U251细胞中, 与空白组相比, NLG-919能够有效地

抑制Kyn的产生, 导致Trp的水平明显提高, 这一结果

与 IDO1的表达水平有关, 表明通过抑制 IDO1的表达

和活性可以更好地阻断Trp代谢产生Kyn, 进一步验证

NLG-919可以有效地抑制 IDO1的表达和活性。

讨论

目前, 恶性胶质瘤作为原发性的脑肿瘤是最致命

的癌症形式之一, 主要治疗方式为手术切除、放疗和化

疗, 但新确诊患者的死亡率仍旧很高。随着病情的加

重, 患者可能出现颅内压力升高以及神经功能障碍, 癌

细胞的生长具有浸润性和侵袭性, 影响周边组织的正

常功能。TMZ作为治疗脑胶质瘤的一线化疗药物, 具

有较高的细胞杀伤力, 但对TMZ敏感的肿瘤细胞也会

随着化疗的进行逐渐产生获得性耐药, 这严重地影响

术后的化疗效果。新的研究表明, 犬尿氨酸途径是产

生Kyn的L-Trp分解代谢的主要途径, 在胶质瘤的发病

机制中发挥着重要的作用。NLG-919是一种咪唑异吲

哚, 它可阻断 IDO1介导的免疫抑制途径并导致免疫激

活, 并可以使效应T细胞的剂量依赖性激活和增殖, 从

而达到抑制肿瘤的效果, NLG-919作为新型的 IDO1抑

制剂与TMZ联用具有较好的协同作用, 其机制可能涉

及: ① NLG-919能通过诱导ROS的产生对线粒体进行

氧化损伤, 从而诱导细胞凋亡, 增强化疗药物TMZ的

疗效比率 ; ② Kyn/Trp 与胶质瘤的病理分级呈正相

关[33]。NLG-919作为新型 IDO1抑制剂, 通过阻断犬尿

氨酸途径, 减少 L-Trp的消耗及Kyn的积累, 逆转肿瘤

免疫逃逸, 延长了人脑胶质瘤患者的存活时间。

本研究初步表明, NLG-919与TMZ联用后具有更

高的人脑胶质瘤细胞抑制作用, 能够协同抑制肿瘤细

胞的增殖、迁移和侵袭。NLG-919与TMZ联用可以诱

导人脑胶质瘤细胞的周期阻滞, 同时诱导ROS的产生

以及线粒体膜电位的降低来共同促进肿瘤细胞的凋

亡 , 此外 , 两者联用对 IDO1 具有较好的抑制作用。

IDO1可能是一种较可靠的人脑胶质瘤患者预后指标,

并且是恶性胶质瘤的重要治疗靶点之一。关于两者联

合用药来逆转TMZ耐药及其机制作用, 将成为本课题

组日后研究的重点。

综上所述, NLG-919能够提高替莫唑胺的抗肿瘤

Figure 8 Representative results showing the IDO1 expression in human glioma cells after treatment with NLG-919 (30 μmol·L-1) and

TMZ (30 μmol·L-1) for 24 h. The scale bar represents 50 μm. Immunofluorescence images were captured by magnification in a 40-fold

confocal microscope

Figure 7 Effects of NLG-919 and TMZ on mitochondrial membrane potential in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were

analyzed in comparison with NLG-919, TMZ and the combinational treatment after incubation for 24 h (NLG-919 eq·dose 30 μmol·L-1, TMZ

eq·dose 30 μmol·L-1). U251 and U87 cells were resuspended in 1 × buffer and stained by adding JC-1 probe. The decrease degree of mitochondrial

membrane potential was measured by flow cytometry. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; ##P < 0.01 vs TMZ-treated groups
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作用, 两者能够更好地发挥协同抗肿瘤治疗效果, 两种

药物联用为人脑胶质瘤的治疗提供了较好的临床治疗

和研究基础。
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