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吲哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶 １ 抑制剂

Ｅｐａｃａｄｏｓｔａｔ 联合 γ 干扰素诱导三阴乳腺癌细胞系凋亡

胡庆庆ꎬ 鲁　 兖∗

(浙江大学医学院附属第四医院 药剂科ꎬ 浙江 金华 ３２２０２３)

摘要:目的 探讨 γ 干扰素(ＩＦＮ￣γ)与吲哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶 １(ＩＤＯ１)抑制剂 Ｅｐａｃａｄｏｓｔａｔ(Ｅｐａ)联用对三阴乳腺癌细胞系

４Ｔ１和ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１凋亡作用的影响ꎮ 方法 ＩＦＮ￣γ 与 Ｅｐａ 单独或联合处理 ４Ｔ１和ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１细胞 ４８ ｈꎬ流式细胞仪检

测细胞凋亡ꎻ蛋白免疫印迹检测 ＩＦＮ￣γ 处理后细胞 ＩＤＯ１ 分子的表达ꎻＥＬＩＳＡ 检测培养上清中犬尿氨酸的含量ꎻＣＲＩＳＰＲ￣
Ｃａｓ９法敲除 ＩＤＯ１分子ꎬ蛋白免疫印迹检测敲除效率ꎮ 结果 ＩＦＮ￣γ 诱导三阴乳腺癌细胞系凋亡的作用较弱ꎻＩＦＮ￣γ 可显

著上调三阴乳腺癌细胞系 ＩＤＯ１的表达(Ｐ<０ ００１)ꎬ而且细胞内 Ｋｙｎ 的水平也显著上调(Ｐ<０ ０１)ꎻ敲除 ＩＤＯ１ 后 ＩＦＮ￣γ 对

４Ｔ１和ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１细胞的凋亡作用大大增强ꎻＩＦＮ￣γ 联用 Ｅｐａ 促进了 ４Ｔ１和ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１细胞的凋亡ꎬ大大延长了荷瘤

小鼠的生存时间ꎮ 结论 ＩＤＯ１抑制剂 Ｅｐａ 可大大增强 ＩＦＮ￣γ 对三阴乳腺癌的治疗作用ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＦＮ￣γ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＤＯ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｅｐａｃａｄｏｓｔａｔ(Ｅｐａ) ｏｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ４Ｔ１ ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ
ＩＦＮ￣γꎬ Ｅｐａ ｏｒ ＩＦＮ￣γ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｐａ ｏｎ ４Ｔ１ ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ４８ ｈꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＤＯ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｋｙｎ ｉｎ
４Ｔ１ｏｒ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ＩＤＯ１ ｗａｓ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ
ａｎｄ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＩＦＮ￣γ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｗｅａｋｅｒ ｋｉｌｌｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｒｉｐｌｅ￣
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓꎻ ＩＦＮ￣γ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＤＯ１ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ (Ｐ<０ ００１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｋｙｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (Ｐ<０ ０１)ꎻ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＩＤＯ１ ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ ４Ｔ１ (Ｐ<０ ０１) ｏｒ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ (Ｐ<０ ０１)ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γ ｆｏｒ ４８ ｈ ｗａｓ
ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎻ ＩＦＮ￣γ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＤＯ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｅｐａ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ４Ｔ１ ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣
２３１ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ￣ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ＩＤＯ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｅｐａ ｍｉｇｈｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＦＮ￣γ ｏｎ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎻ ＩＦＮ￣γꎻ ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ ２ꎬ３￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ １
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　 　 三阴性乳腺癌 ( ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬ
ＴＮＢＣ)是指不表达雌激素受体( ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＥＲ)、孕酮受体(ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＰＲ)和表皮生

长因子 ２(ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ
ＨＥＲ２) 基因的一种乳腺癌亚型ꎬ其发病率约占

１５ ５％ꎬ具有转移能力强、复发率高和患者预后差等

临床特点ꎬ是目前威胁女性健康常见的恶性肿瘤之

一[１￣３]ꎮ 由于其细胞表面缺乏激素受体ꎬ使得乳腺

癌常规靶向疗法对 ＴＮＢＣ 收效甚微[４]ꎬ目前临床治

疗手段仍以传统的化疗为主ꎮ 然而 ＴＮＢＣ 除了不表

达 ＥＲ、ＰＲ 和 ＨＥＲ２ 外ꎬ往往也伴随着乳腺癌基因

(ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｅꎬＢＲＣＡ)等多种基因的突变[５￣６]ꎬ
导致其成为一种高度异质性的肿瘤类型ꎬ易对化疗

药物产生抗性ꎬ进一步增加了治疗难度ꎮ
在过去几十年中肿瘤治疗方法取得了显著进

步ꎬ特别是基于嵌合抗原受体 Ｔ 细胞疗法、免疫检

查点(ＰＤ￣１、ＰＤ￣Ｌ１ 和 ＣＴＬＡ￣４)抗体等新型免疫疗

法[７￣８]在临床中的成功应用ꎬ使得肿瘤的治疗进入

了一个新的里程碑ꎬ而 ＣＤ８＋Ｔ 细胞无疑是这场对抗

肿瘤的新战役中的焦点ꎮ 在肿瘤微环境中ꎬ激活的

ＣＤ８＋Ｔ 细胞除了分泌穿孔素、颗粒酶外ꎬ还会分泌

大量的 γ 干扰素(ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬＩＦＮ￣γ)来杀伤肿瘤细

胞ꎮ 越来越多的研究发现ꎬＩＦＮ￣γ 具有激活免疫系

统、抑制血管生成和诱导肿瘤细胞周期阻滞等多种

抗肿瘤作用[９]ꎮ 然而临床试验发现低剂量的 ＩＦＮ￣γ
抗肿瘤作用有限ꎬ而高剂量的 ＩＦＮ￣γ 易引起全身性

的不良反应[１０￣１１]ꎬ因此 ＩＦＮ￣γ 在肿瘤的临床治疗中

应用有限ꎮ
本文将以肿瘤细胞的色氨酸代谢为突破点ꎬ研

究低剂量的 ＩＦＮ￣γ 联合吲哚胺 ２ꎬ ３￣双加氧酶 １( ｉｎ￣
ｄｏｌｅａｍｉｎｅ ２ꎬ３￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ꎬ ＩＤＯ１)抑制剂 Ｅｐａｃａ￣
ｄｏｓｔａｔ ( Ｅｐａ) 对 ＴＮＢＣ 的治疗作用ꎬ 为将来针对

ＴＮＢＣ 的耐药和复发而进行的临床治疗提供新的方

向和思路ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 动物及细胞:４０ 只 ＳＰＦ 级雌性 ６ 周龄 ＮＯＤ￣
ＳＣＩＤ 小鼠ꎬ体质量(２０±２)ｇ[浙江省实验动物中心ꎬ许
可证号:ＳＣＸＫ(浙)２０１６￣０００２]ꎮ 小鼠三阴乳腺癌细

胞系 ４Ｔ１ 和人三阴乳腺癌细胞系 ＭＢＡ￣ＭＤ￣２３１(中国

医学科学院基础医学研究所细胞资源中心)ꎮ
１ １ ２　 试剂:Ｅｐａｃａｄｏｓｔａｔ(Ｅｐａ) ( Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司)ꎻ重
组人 ＩＦＮ￣γ、重组鼠 ＩＦＮ￣γ(Ｒ＆Ｄ 公司)ꎻＲＮＡ 反转录

试剂盒(ＡＢＩ 公司)ꎻｐＳｐＣａｓ９(ＢＢ)￣２Ａ￣ＧＦＰ(ＰＸ４５８)
质粒(Ａｄｄｇｅｎｅ 公司)ꎻＦＩＴＣ￣ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ / ＰＩ 凋亡染色

试剂盒(ＢＤ 公司)ꎻ抗人、鼠 ＩＤＯ１ 抗体(ＣＳＴ 公司ꎬ
１ ∶ １ ０００稀释)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的分组及处理:分别将 ５×１０４ 个 ４Ｔ１ 或

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞接种到 ６ 孔板中ꎬ每组设 ３ 复孔ꎮ
实验 分 为 对 照 组、 ＩＦＮ￣γ ( １００ ｎｇ / ｍＬ ) 组、 Ｅｐａ
(２０ ｎｍｏｌ / Ｌ)组和联用组ꎮ 作用 ４８ ｈ 后ꎬ用无 ＥＤＴＡ
的胰蛋白酶消化细胞ꎬ获得单细胞悬液ꎬ用于细胞凋

亡检测ꎮ
１ ２ ２　 流式细胞仪检测细胞凋亡:取各组细胞ꎬ加
入 ０ ２５％(无 ＥＤＴＡ)的胰蛋白酶消化细胞ꎬ收集细

胞悬液ꎬ４ ℃ ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃上清ꎬ每管加入

１ ｍＬ 冷 ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ４ ℃ ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ清洗

细胞ꎮ 弃上清ꎬ每管加入 １００ μＬ １×偶联缓冲液重

悬细胞ꎬ然后每管分别加入 ２ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ和 ＰＩꎬ
４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 加入 ４００ μＬ 重悬细胞ꎬ流式

细胞仪检测各组细胞凋亡的情况ꎮ
１ ２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＤＯ１ 的表达:取各组细

胞ꎬ加入 ０ ２５％(含 ＥＤＴＡ)胰蛋白酶消化细胞ꎬ收集

细胞悬液ꎬ４ ℃ ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃上清ꎬ每管加

入 １ ｍＬ 冷 ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ４ ℃ ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ清
洗细胞ꎮ 加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液 (含蛋白酶抑制

剂)ꎬ超声破碎仪超声 ３ 个循环ꎬ充分裂解细胞ꎮ 冰

上裂解 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ４ ℃ ２０ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ获得

细胞总蛋白ꎮ ＢＣＡ 法蛋白定量后ꎬ取等量的总蛋白

加入 １×上样缓冲液ꎬ１００ ℃ 加热 ８ ｍｉｎꎮ 经电泳、转
膜和封闭后ꎬ加入抗 ＩＤＯ１ 一抗(１ ∶ １ ０００ 稀释)ꎬ４ ℃
孵育过夜ꎻＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后加入二抗(１ ∶ ２ ０００ 稀

释)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎻ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后ꎬＥＣＬ 曝光ꎮ
１ ２ ４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＤＯ１ 表达:取各组细

胞ꎬ１ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 裂解细胞ꎬ经氯仿抽提、异丙醇沉淀

和 ７５％乙醇清洗总 ＲＮＡ 后ꎬ反转 ｍＲＮＡ 为 ｃＤＮＡꎮ
Ｈｏｍｏ ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物 为 ５′￣ＧＣＣＡＧＣＴＴＣＧＡＧ
ＡＡＡＧＡＧＴＴＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＡＴＣＣＣＡＧＡＡＣＴＡＧ
ＡＣＧＴＧＣＡＡ￣３′ꎻＭｕｓ ＩＤＯ１ 上游引物为 ５′￣ＧＣＴＴＴＧ
ＣＴＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＣ￣３′ꎬ 下 游 引 物 为 ５′￣ＣＡＧＧＣ
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胡庆庆　 吲哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶 １ 抑制剂 Ｅｐａｃａｄｏｓｔａｔ 联合 γ 干扰素诱导三阴乳腺癌细胞系凋亡

ＧＣＴＧＴＡＡＣＣＴＧＴＧＴ￣３′ꎮ 各成分按说明书配制好进

行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ反应时间分别为 ９５ ℃ 预变性５ ｍｉｎꎬ
９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎮ 利用

ＡＢＩ 自带软件ꎬ使用 Ｌｉｖａｋ ２－△△Ｃｔ法来对 ＩＤＯ１ 的表达

进行计算ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参对基因表达进行校正ꎮ
１ ２ ５　 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 敲除 ＩＤＯ１:每个基因分别设

计 ２ 对 ｓｇＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ)ꎬ并在其 ５′￣端加上

ＣＡＣＣＧ 得到正向寡核苷酸序列ꎬ同时在其互补链的

５′￣端加上 ＡＡＡＣ 得到反向寡核苷酸序列ꎬ分别合成

正反向寡核苷酸序列(表 １)ꎮ

表 １　 ＩＤＯ１ ｓｇＲＮＡ 序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＩＤＯ１ ｓｇＲＮＡ

ｎａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

ＭＵＳ ＩＤＯ１ ｓｇＲＮＡ １ Ｆ:ＣＡＣＣＧＡＣＧＣＡＴＡＣＡＧＣＣＣＣＴＧＧＧＴＣ

Ｒ:ＡＡＡＣＧＡＣＣＣＡＧＧＧＧＣＴＧＴＡＴＧＣＧＴ

ＭＵＳ ＩＤＯ１ ｓｇＲＮＡ ２ Ｆ:ＣＡＣＣＧＴＧＴＧＧＣＴＡＧＡＡＡＴＣＴＧＣＣＴＧ

Ｒ:ＡＡＡＣＣＡＧＧＣＡＧＡＴＴＴＣＴＡＧＣＣＡＣＡ

ＨＯＭＯ ＩＤＯ１ ｓｇＲＮＡ １ Ｆ:ＣＡＣＣＧＧＧＡＣＡＡＴＣＡＧＴＡＡＡＧＡＧＴＡＣ

Ｒ:ＡＡＡＣＧＴＡＣＴＣＴＴＴＡＣＴＧＡＴＴＧＴＣＣ

ＨＯＭＯ ＩＤＯ１ ｓｇＲＮＡ ２ Ｆ:ＣＡＣＣＧＴＡＣＣＡＴＡＴＴＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＴ

Ｒ:ＡＡＡＣＡＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＡＡＴＡＴＧＧＴＡ

引物合成后ꎬ通过磷酸化、变性、退火ꎬ得到具有

Ｂｂｓ Ⅰ黏性末端的双链 ＤＮＡ 片段ꎮ 经快速连接酶

的作用ꎬ将该 ＤＮＡ 片段连接到 ＰＸ４５８ 载体质粒上ꎮ
取 Ｓｔｂｌ３ 大肠杆菌感受态细胞ꎬ冰上解冻ꎻ取 １ μＬ 连

接产物加入到 ５０ μＬ Ｓｔｂｌ３ 大肠杆菌感受态细胞中ꎬ

冰上孵育 ３０ ｍｉｎꎻ经 ４２ ℃热激 ９０ ｓ、冰上静置 ２ ｍｉｎ
后ꎬ将目的质粒导入到感受态细胞内ꎮ 经涂板、摇
菌、鉴定和质粒提取后获得浓度较高且不含内毒素

的目的质粒ꎮ 最后使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将目的

质粒转染到细胞中ꎬ４８ ｈ 后流式分选 ＧＦＰ 强阳性的

细胞ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定敲除效率ꎮ
１ ２ ６　 动物实验的分组及处理:分为对照组、ＩＦＮ￣γ
组、Ｅｐａ 组和联用组ꎬ每组 １０ 只小鼠ꎮ １ × １０６ 的

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞接种到 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠皮下ꎬ待
肿瘤生长至 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 左右时ꎬ荷瘤小鼠开始给药

治疗ꎬ并每天测量肿瘤的大小ꎮ 治疗组小鼠按

１０ ｍｇ / ｋｇ的剂量灌胃给予 Ｅｐａꎬ每 ２ ｄ 给药一次ꎻ
ＩＦＮ￣γ 按 ２０ ｍｇ / ｋｇ 剂量瘤内注射给予ꎬ２ ｄ 给药

１ 次ꎮ 连续给药 １０ 次后ꎬ观察荷瘤小鼠的肿瘤大小

并记录各组小鼠的死亡时间ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２２ ０ 软件进行统计学分析ꎮ 实验数

据用均值±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间比较用 ｔ 检验ꎬ
多组的组间比较采用单因素方差分析ꎬ动物生存时

间比较采用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 法分析ꎮ

２　 结果

２ １　 ＩＦＮ￣γ体外诱导三阴乳腺癌细胞凋亡

分别将 ５０、１００ 和 ２００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＩＦＮ￣γ 作用于

４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞ꎬ４８ ｈ 后收获细胞ꎬ流式检

测细胞凋亡ꎮ 结果表明 ＩＦＮ￣γ 诱导三阴乳腺癌细胞

凋亡的作用呈剂量依赖性(图 １)ꎮ

Ａ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ꎬ １００ ｏｒ ２００ ｎｇ / ｍＬ ＩＦＮ￣γꎻ Ｂ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ꎬ １００ ｏｒ ２００ ｎｇ / ｍＬ ＩＦＮ￣γꎻ ∗Ｐ<０ ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 １　 不同剂量 ＩＦＮ￣γ对 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞的杀伤作用

Ｆｉｇ １　 Ｋｉｌｌｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ４Ｔ１ ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＩＦＮ￣γ (ｘ±ｓꎬｎ＝３)
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(５)

２ ２　 ＩＦＮ￣γ诱导三阴乳腺癌细胞上调表达 ＩＤＯ１
１００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＩＦＮ￣γ 处理 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１

细胞 ２４ ｈ 后ꎬ可在基因和蛋白水平显著上调 ＩＤＯ１
的表达(Ｐ<０ ００１) (图 ２ＡꎬＢ)ꎬ并且显著促进培养

上清中 Ｋｙｎ 的产生 (Ｐ < ０ ０１) (图 ２Ｃ)ꎮ 当敲除

ＩＤＯ１ 后ꎬ ＩＦＮ￣γ 诱导 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 的凋亡能

力显著增强(Ｐ<０ ０１)(图 ２Ｄ)ꎮ
２ ３　 ＩＦＮ￣γ联合 ＩＤＯ１ 抑制剂 Ｅｐａ 诱导肿瘤细胞

凋亡

与 ＩＦＮ￣γ 或 Ｅｐａ 单药组相比ꎬＩＦＮ￣γ 联合 Ｅｐａ
组可显著增强三阴乳腺癌细胞的凋亡比例ꎮ (Ｐ<
０ ０１)(图 ３Ａꎬ Ｂ)ꎮ 此外ꎬＩＦＮ￣γ 联合 Ｅｐａ 治疗组的

肿瘤生长速度也明显低于 ＩＦＮ￣γ 和 Ｅｐａ 单药组(Ｐ<
０ ０１)(图 ３Ｃ)ꎬ荷瘤小鼠的生存时间明显延长(Ｐ<
０ ０１)(图 ３Ｄ)ꎮ
２ ４ 　 ＩＦＮ￣γ 联合 ＩＤＯ１ 抑制剂 Ｅｐａ 显著抑制

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 肿瘤的生长

与 ＩＦＮ￣γ 或 Ｅｐａ 单药组相比ꎬＩＦＮ￣γ 联合 Ｅｐａ
组可显著抑制荷瘤小鼠体内肿瘤的生长速度(Ｐ<

０ ０１)(图 ４Ａ)ꎮ 此外ꎬ荷瘤小鼠的生存时间也显著

延长(Ｐ<０ ０１)(图 ４Ｂ)ꎮ

３　 讨论

ＩＦＮ￣γ 是主要由细胞毒性 ＣＴＬ 和 ＮＫ 细胞产生

的多效细胞因子ꎬ并且发挥重要的抗肿瘤作用ꎮ 在

与其受体结合后ꎬＩＦＮ￣γ 开启 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 信号级联ꎬ
导致大量干扰素诱导基因的表达ꎬ一方面上调肿瘤

细胞表达 ＭＨＣ￣Ｉ 类分子ꎬ增强抗原呈递能力ꎬ使得

肿瘤细胞更容易受到细胞毒性 ＣＴＬ 的杀伤ꎮ 另一

方面ꎬＩＦＮ￣γ 可直接诱导肿瘤细胞增殖停滞甚至死

亡ꎮ 体外实验结果表明ꎬＩＦＮ￣γ 对肿瘤细胞的直接

杀伤作用十分微弱ꎬ２００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＩＦＮ￣γ 作用 ４８ ｈ
才能杀伤约 １２％ꎮ

然而ꎬＩＦＮ￣γ 在抑制肿瘤细胞的同时也会上调

其免疫抑制分子的表达ꎬ例如 ＰＤ￣Ｌ１ 和 ＩＤＯ１ 等分

子ꎬ从而促进肿瘤细胞免疫逃避ꎮ ＩＦＮ￣γ 可通过其

受体将信号传导入细胞内ꎬ并诱导酪氨酸蛋白激酶

ＪＡＫ 磷酸化ꎬ进而诱导 ＳＴＡＴ１ 发生磷酸化ꎮ 磷酸化

Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＤＯ１ ｏｆ ４Ｔ１ (ｌｅｆｔ) ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ (ｒｉｇｈｔ) ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ １００ ｎｇ / ｍＬ ＩＦＮ￣γ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎻ Ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＤＯ１ ｏｆ ４Ｔ１ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ( ｒｉｇｈｔ ) ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ
１００ ｎｇ / ｍＬ ＩＦＮ￣γ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ Ｃ Ｋｙｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ４Ｔ１ (ｌｅｆｔ) ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ (ｒｉｇｈｔ) ｃｅｌｌｓ ｌｙｓａｔｅ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄꎻ Ｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＩＤＯ１ ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ ４Ｔ１ (ｌｅｆｔ) ａｎｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ (ｒｉｇｈｔ) ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｎｇ / ｍＬ ＩＦＮ￣γ
ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓꎻ ∗Ｐ<０ ０１ꎬ ∗∗Ｐ<０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｓｃｒ Ｓｃｒａｍｂｌｅ(ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ ＫＯ１ / ＫＯ２  ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ１ / ２

图 ２　 ＩＦＮ￣γ诱导三阴乳腺癌细胞系 ＩＤＯ１ 表达上调

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＤＯ１ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γ (ｘ±ｓꎬｎ＝３)
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胡庆庆　 吲哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶 １ 抑制剂 Ｅｐａｃａｄｏｓｔａｔ 联合 γ 干扰素诱导三阴乳腺癌细胞系凋亡

Ａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ４Ｔ１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γ (１００ ｎｇ / ｍＬ)ꎬ Ｅｐａ(２０ ｎｍｏｌ / Ｌ) ｏｒ ＩＦＮ￣γ (１００ ｎｇ / ｍＬ) ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅｐａ(２０ ｎｍｏｌ / Ｌ) ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎻ Ｂ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γꎬ Ｅｐａ ｏｒ
ＩＦＮ￣γ / Ｅｐａ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎻ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 ＩＦＮ￣γ联合 ＩＤＯ１ 抑制剂 Ｅｐａ 诱导肿瘤细胞凋亡

Ｆｉｇ ３　 ＩＦＮ￣γ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＤＯ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｅｐａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (ｘ±ｓꎬｎ＝３)

Ａ ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ １×１０６ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ｗａｓ ５ ｍｍ×５ ｍｍꎬ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γꎬ Ｅｐａ ｏｒ ＩＦＮ￣γ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｐａ ｆｏｒ ３０ ｄａｙｓꎬ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ (Ａ) ａｎｄ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｕｒｖｉｖ￣
ａｌ (Ｂ) ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄꎻ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣γ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 ＩＦＮ￣γ联合 ＩＤＯ１ 抑制剂 Ｅｐａ 显著抑制 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 肿瘤的生长

Ｆｉｇ ４　 ＩＦＮ￣γ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＤＯ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｅｐａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１
　 　 　 ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ (ｘ±ｓꎬｎ＝１０)

的 ＳＴＡＴ１ 会以同源二聚体的形式进入细胞核ꎬ启动

ＩＤＯ１ 的表达[１２]ꎮ 目前研究发现ꎬＩＤＯ１ 在多种肿瘤

细胞中上调表达ꎬ而且 ＩＤＯ１ 是催化色氨酸代谢为

犬尿氨酸的限速酶ꎮ 肿瘤细胞高表达 ＩＤＯ１ 后不仅

会引起色氨酸耗竭ꎬ抑制肿瘤微环境中的细胞毒性

ＣＴＬ、ＮＫ 细胞等免疫细胞的活性[１３]ꎬ而且ꎬＩＤＯ１ 的

代谢产物 Ｋｙｎ 也会激活肿瘤细胞和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的

ＡｈＲ 信号通路ꎬ一方面经 Ｋｙｎ￣ＡｈＲ￣Ｐ２７ 信号通路诱

导肿瘤细胞进入休眠状态[１４]ꎬ躲避免疫杀伤ꎻ另一

方面经 Ｋｙｎ￣ＡｈＲ￣ＰＤ￣１ 通路诱导 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞 ＰＤ￣１
的表达[１５]ꎬ直接诱导 Ｔ 细胞耗竭ꎮ 由此可见ꎬＩＤＯ１
的过度活化给肿瘤的免疫治疗又带来了新的难题ꎮ

因此ꎬ抑制 ＩＤＯ１ 的活性在肿瘤免疫治疗中有着重

要的作用ꎮ
本实验采用三阴乳腺癌细胞系 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣

ＭＢ￣２３１ 为研究对象ꎬ发现 ＩＦＮ￣γ 体外对其直接的凋

亡能力比较弱ꎬ但能够显著诱导 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣
２３１ 细胞内的 ＩＤＯ１ 分子的表达ꎬ而且细胞内的 Ｋｙｎ
也显著上调ꎮ 而当利用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 系统稳定敲

除了 ＩＤＯ１ 分子后ꎬ ＩＦＮ￣γ 诱导凋亡的能力大大增

强ꎬ表明 ＩＤＯ１ 的上调表达在三阴乳腺癌细胞抵抗

ＩＦＮ￣γ 的治疗中起着重要的作用ꎮ 基于以上发现ꎬ
采用 ＩＦＮ￣γ 联用 ＩＤＯ１ 抑制剂 Ｅｐａ 用于抑制三阴乳

腺癌细胞系 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 增殖ꎮ 体内外实
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验结果表明ꎬＩＤＯ１ 抑制剂 Ｅｐａ 可显著促进 ＩＦＮ￣γ 对

三阴乳腺癌细胞的凋亡作用ꎬ荷瘤小鼠的生存时间

明显延长ꎮ

综上所述ꎬＩＦＮ￣γ 联用 ＩＤＯ１ 抑制剂对三阴乳腺

癌有显著的促凋亡作用ꎬ这一发现为三阴乳腺癌的

临床治疗提供潜在的方向和基础ꎮ
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