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吲哚胺2，3一双加氧酶(IDo)的色胺酮类抑制剂
筛选及其体外抗肿瘤作用
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(1复旦大学生命科学学院生化系 上海

李豪男2 杨 青1△
2()()433；2金日成综合大学生命科学系平壤)

【摘要】 目的评价色胺酮衍生物吲哚胺2，3一双加氧酶(indoIeamine 2，3一dioxygenase，IDO)的抑制活性，并研

究其作为ID0抑制剂的抗肿瘤作用。方法采用基因工程手段表达、纯化重组人ID0(rhID0)，建立ID0活性

检测体系；以色胺酮衍生物作为对象，进行1D0抑制活性初筛，对抑制类型、半数抑制浓度以及抑制常数进行测

定；构建高表达人IDo的pcDNA3．1(+)一hIDO转染HEK 293细胞，评价色胺酮衍生物在细胞水平上的ID0

抑制活性；采用MTT比色法考察色胺酮衍生物3对人非小细胞肺癌A549细胞的生长抑制作用。结果 6个

被测色胺酮衍生物均具有ID0抑制活性，且细胞水平上的抑制效力高于酶活水平，抑制效力均优于目前通用的

ID0抑制剂卜甲基色氨酸(1一methyl一tryptophan，1一MT)。色胺酮衍生物3作为最强的ID0抑制剂，其Ki值为

0．161弘mol／L。MTT实验结果显示，色胺酮衍生物3显著抑制A549细胞生长，IC；。为8．77扯mol／L。结论

色胺酮衍生物是一类新型高效的ID0抑制剂，在体外对A549细胞具有较强的抗肿瘤活性。
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【Abstmct】 伽ective 1b evaluate the inhibitory activity oftryptant¨n derivatives of indolearnjne 2，3一
dioXygenase(ID0)，and to eXplore the effects on human non_small cell 1ung cancer A549 cell gro叭h．

Metllods ID0 acti访ty assay system was established诵th recombinant human ID0(rhID())，wKch was

expressed and purified by the technology of genetic enginee“ng．1hsed on the system，we detected the ID0

inhibitory activity of tryptanthrin derivatives，and detemined the inhibition type，kinetic parameters and IC50

values．We alSo evaluated the ID0 inhibitory effects of tryptanthrin derivatives on HEK 293 cells tranSfected

、^，ith pcDNA3．1(+)一hID0．Inhibitory activity of tryptanthrin derivatives on A549 cell groⅥr七h inhibition was

analysed by hfIVr assay．RJesults Six tryptanthrin derivatives displayed higher ID0 inhibitory acti、，ity than

1一methyl tryptophan(1一MT)，which is the commonly used ID0 inhibitor．IC5(1 values of tryptanthrin

derivatives，obtained from the HEK 293 cell．based assay，were much lower than that from the enzyme assay．

Compound 3、^随s the best inhibitor and had Ki value of 0．161 }上mol／L．iI、reating A549 cells、^，ith 3

remarkably inhibited the cell gro叭h，and its I‰value was 8．77肛mol／L．C∞cl憾io吣7Ryptanthrin

der主vatives are novel and potent ID0 inhibitors，and can significantly inhibit human non-small cell lung cancer
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吲哚胺2，3一双加氧酶(indoleamine 2，3一

dioxygenase，IDO)是肝脏以外唯一催化色氨酸沿犬

尿氨酸途径(kynurenine pathway，KP)代谢的限

速酶[1]，已被证实与肿瘤、阿尔茨海默病、抑郁症和

老年性白内障等多种人类重大疾病密切相关。而

ID0的表达或活性的异常增高，是导致上述疾病的

一个重要因素[2]，所以筛选高效的IDO抑制剂可以

为这些疾病提供有效治疗药物。

自1967年1DO被发现以来，至今未被商品化，

这给IDO活性检测系统的建立带来了困难，所以国

内少有开展IDO抑制剂的化学合成与天然提取的

相关工作。本研究采用基因工程手段获得纯化的

rhIDO，以此建立了稳定的IDO生物活性检测系

统，利用该系统进行IDO抑制剂的筛选工作。尽管

IDO抑制剂的研究在国外已经开展数十年，但是目

前还没有IDO抑制剂药物问世。现有的1DO抑制

剂普遍存在抑制效率低下、无法透过细胞膜以及产

生吲哚环结构代谢物质等问题[3]。20世纪9()年代

发现的1一甲基色氨酸(1一methyl—tryptophan，1一MT)

是目前体内外实验中普遍使用的IDO抑制剂，其抑

制常数(Ki)为34肛mol／L[4J。

近年来，抑制ID0在肿瘤治疗中的作用引起了

众多学者的关注[5。6]。研究证实ID0在多种实体肿

瘤如肺癌、肝癌、乳腺癌、结肠癌等肿瘤组织中的表达

明显增强，且与预后密切相关口]。Friberg等口1研究发

现1．MT体外能增强肿瘤细胞对T细胞免疫刺激的

敏感性，体内在Lewis肺癌小鼠模型中能够延缓肿瘤

的生长。Muller等[03发现在自发性乳腺癌MMTv-

Neu小鼠模型中，1一MT与化疗药紫杉醇、顺铂、环磷

酰胺和阿霉素合用，能引起肿瘤的消除。

因此，使用IDO抑制剂可能成为一种治疗肿瘤

的有效方法。本研究建立稳定的IDO活性检测体

系，筛选新型高效的IDO抑制剂，并进行IDO抑制

剂抗肿瘤作用的初步研究。

材料和方法

药品与试剂 1一MT、I。一犬尿氨酸、IPTG、

MTT、DMSO(美国Sigma—Aldrich公司)；L一色氨

酸、亚甲基蓝、过氧化氢酶、对二甲氨基苯甲醛(日本

Wako公司)；HEK 293细胞(ATCC CRL一1573)、

DMEM培养基、opti—MEM培养液、胎牛血清、

Lipofectamin 2()00、Hank’s平衡盐溶液(美国Gibco

公司)；大肠埃希菌BL21、Toplo(博大泰克公司)；

Endofree P1asmid Kit(上海天根公司)。

仪器和设备 电热恒温水浴锅(上海精宏实验

设备有限公司)，隔水式电热恒温培养箱(江苏太仓

实验设备厂)，SCs一24恒温摇床(江苏太仓实验设备

厂)，722分光光度计(上海分析仪器总厂)，倒置显

微镜(CKX一41—32，日本OLYMPUS公司)，Forma

series C02培养箱、Multiskan MK3酶标仪(美国

Thermo scientific公司)，Sw—CJ一1FD洁净工作台

(苏州安泰空气技术有限公司)。

重组人IDo表达及纯化 经测序验证的

pET28a—hID0表达质粒转化BL21感受态细胞，从

转化平板上随机挑取单菌落于含5()肚g／mI。卡那霉

素的培养基中，37℃过夜培养；按1：5()将过夜培

养物接种于含50弘g／mL卡那霉素的LB中，当D。。，

=O．6时加入血红素生物合成中间体a一氨基乙酰丙

酸(ALA)同时将温度降至3()℃，最后加IPTG至

终浓度为0．5 mmol／L，30℃诱导表达6 h。3968×

g离心10 min收集菌体；用适量PBS(含1 mm01／L

PMSF)重悬菌体，超声破碎；4℃下3968×g离心

10 min，取上清。将上清注入预先用含10 mmol／L

咪唑的磷酸盐缓冲液(20 mmol／L，pH 7．4)平衡的

Ni柱上，用含40 mmol／L咪唑的PBS洗去杂蛋白

后，用含250 mmol／L咪唑的PBS洗脱下rhID0，

Sephadex G25柱脱盐，得到纯化的rhIDO蛋白质。

体外IDo活性检测体系的建立 IDO活性检

测体系在Littlejohn等[101研究的基础上进行优化。

在50()扯L反应体系中，先将50 mmol／L磷酸钾缓

冲液(pH 6。5)、40 mmol／L抗坏血酸、200肚g／mL

过氧化氢酶、20弘mol／L亚甲基蓝、底物L一色氨酸

和待测样品混合，混合液37℃预热5 min，再向上

述混合液内加人0．05肚mol／L rhIDO酶，37℃反应
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30 min，酶促反应后加入30％(w／V)三氯乙酸200

_uL使终止反应，反应液在65℃加热15 min，使之

完成从N一甲酰犬尿氨酸到犬尿氨酸的转化。然后

13523×g离心10 min，取上清与等体积2％(w／

V)对一二甲氨基苯甲醛的乙酸溶液混合，使用酶标

仪在492 nm观测犬尿氨酸与之反应产生的黄颜

色。以1_MT作为阳性对照，验证本实验建立的

IDO活性检测体系是否有效。

抑制类型及Ki、Ic。。值测定 利用上述反应体

系，加入50肚mol／L抑制剂和不同浓度的IDO酶，

其他处理方法同上，最后以反应速度对酶浓度作图，

根据所得曲线的关系判断抑制剂类型。抑制常数

Ki及IC；。值的测定同样利用上述反应体系，加入不

同浓度底物L一色氨酸，在一个底物浓度下，加入不

同浓度的抑制剂，其他处理方法同上，最后以Dixon

作图法得到Ki值[1⋯，利用改良寇氏法计算出

IC，。值。

细胞水平皿。抑制活性测定 将HEK 293细

胞以2．5×104／孑L的密度接种于96孔板中，DMEM

培养基培养(含10％胎牛血清、50 U／mL青霉素，

5()mg／mL链霉素)，置于37℃、湿度95％、5％C02

的培养箱中培养。24 h后使用脂质体Lipofectamin

2000介导pcDNA3．1(+)一hIDO质粒转染。转染24

h后加入待测药物，孵育5 h后，取140“L上清到另

一96孔板中，加入10肚L 30％(w／y)三氯乙酸，65

℃加热15 min，13523×g离心10 nlin，取等体积2％

(w／V)对一二甲氨基苯甲醛的乙酸溶液混合显色，最

后采用酶标仪在492 nm检测吸光度(D)值。

MTT法测定色胺酮衍生物3对A549细胞的

生长抑制作用 取对数生长期的A549细胞接种于

96孔培养板(细胞数为5×104／孔，100“L／孑L)，加

入不同浓度的色胺酮衍生物3，使其终浓度分别为

0、5、10、20、40、80“mol／L，最后用DMEM全培养

基补充至每孔200”L，置于37℃、湿度95％、5％

C0：的培养箱中培养。24 h后每孔加人20“L

MTT溶液(5 g／L)，继续培养4 h后，吸去培养基，

每孔加入150肚L DMSO，37℃水平摇床振荡10

min，使蓝紫色结晶物充分溶解，酶标仪570 nm波

长处测定吸光度(D)值。生长抑制率=(1一D实验孔／

D对照孔)×100％，并求IC叫值，实验重复3次。

结 果

体外IDo活性检测体系的建立 实验检测了

纯化rhIDo的活性，制作了酶反应进程曲线(图

1A)。通过绘制L一犬尿氨酸标准曲线(图1B)，得到

吸光度与浓度关系曲线。从进程曲线中可以看出纯

化所得rhID0具有色氨酸催化活性。利用该体系，

测得卜MT的IC如为328肚mol／L，与文献报道的

380“mol／L相近[4]，并且可以重复。因此我们认为

ID0抑制剂的体外酶活筛选体系已经成功建立，可

用于IDO抑制剂的筛选。

IDO抑制剂的筛选 利用上述体外IDO活性

检测体系对一系列色胺酮衍生物进行筛选，发现6

个化合物均具有很强的IDO抑制活性，其中色胺酮

衍生物3和4的IDO抑制效果比色胺酮显著(图

2)，6个化合物都是优于卜MT的IDO抑制剂。

4}卜。’裟嚣08 ／尺毛0．998 ／

。l ／

弋 ／
，l／I

：业
，㈣11 I，一K¨LlⅢⅥnc(肛m乩l。}

图l rhlDo酶反应进程曲线和L．犬尿氨酸标准曲线

Fig l The cⅡrve of rhID0 e眦yme reaction and the st粕dard curve of L．kynurenine

A：Curve of rhIDO enzyme reaction；B：Standard curve of卜kynurenine．
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图2色胺酮衍生物的IDO抑制活性

F谵2 lDo inhibitory actiVity of tryptanthrin deriVatiVes

Control：No inhibitor．The concentrations of tryptanthrin

de“vatives and 1一MT were 1()()雎mol／I。．Results are expressed

as j±s from 3 independent experiments．

抑制类型判定及Ki、IC。。的测定 在固定抑制

剂浓度的条件下，用一系列不同浓度的酶与抑制剂

反应并测定反应速度。以反应速度对酶浓度作

图m]，根据曲线的特征可以判定6个色胺酮衍生物

均为可逆抑制剂(图3)。同时利用IDO活性检测

体系，测定抑制常数Ki及半数抑制浓度IC鲫(图3，

表1)，结果发现6个化合物中3、4的Ki和IC”值

已达到了纳摩尔级别。

细胞水平IDo抑制活性 利用质粒pcDNA

3．1(+)一IDO转染HEK 293细胞，使其高表达

IDO，然后测定5个色胺酮衍生物在细胞水平的

IDO抑制活性。结果显示色胺酮衍生物对细胞内

的IDO同样具有抑制作用，并且抑制效果优于体外

酶活效果(图4)。

色胺酮衍生物3对A549细胞的生长抑制作用

体外酶活水平和细胞水平的IDO抑制结果表明，色

胺酮衍生物3是一个具有很大潜力的IDO抑制剂(图

5)。MTT法进一步研究其对A549细胞生长的抑制

表l 色胺酮衍生物的抑制常数Ⅺ和IC5。值

Tab 1 The I‘inetic pa髓Imters卸d Ic50 valu器of tryptanthrin deriVatives
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肚mol／L，respectively．B：DetenIlination of the kinetic parameters．Plot of[S]／[V]agaillSt the concentration of the inhibitor([I])．L-

tryptophan concentration varied fmm 150肛mol／L to 350 pmol／L The intersection point in the pIot stands for measuring the apparent

inhtbition constant Ki．

作用，结果发现，随着色胺酮衍生物3的浓度增加，其

对A549细胞的生长抑制作用增强，半数抑制浓度

IGo为8．77“mol／L，而1一MT即使在最高浓度80

”mol／L时也几乎不能抑制A549细胞的生长。
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图5 色胺酮衍生物3对A549细胞生长抑制作用

Fjg 5 Inhibitory effect of compound 3仰A549 ceIls

讨 论

基于IDO在肿瘤免疫耐受的形成和维持中所

发挥的重要作用，IDO已被证实是一个抑制恶性肿

瘤形成和提高肿瘤免疫治疗效果的新靶点[1 3‘。

IDO抑制剂作为相关治疗的潜在药物，具有非常广

阔的应用前景。

目前已有的IDO抑制剂主要分为以下几个类

别：竞争性抑制剂，如色氨酸衍生物1一MT[43；非竞

争性抑制剂，如苯基咪唑[143；反竞争性抑制剂，如生

物碱exiguamine A[151；通过其他作用机制的抑制

剂。1一MT作为与底物色氨酸结构最接近的抑制

剂，已经成为体内外实验中普遍使用的IDO抑制

剂。遗憾的是，虽然经过多年的努力，目前只有2个

IDO抑制剂进入临床研究[16叫7|，世界上还没有IDO

抑制剂类药物上市。

本实验通过建立稳定的IDO活性检测体系，筛

选得到6个具有IDO抑制活性的色胺酮衍生物，其

中色胺酮衍生物3的抑制效果最强，其抑制常数Ki

值为o．161弘mol／L，IC50值为O．534肛mol／L，抑制

活性远远高于1一MT(Ki值34扯mol／L，IC5。值380

址mol／L)[“，其他5个化合物的抑制效果也在很大

程度上优于1一MT。进一步实验表明，色胺酮衍生

物对细胞水平IDO同样具有抑制作用，且抑制效果

远远优于体外酶活水平，表明色胺酮衍生物能够很

好地穿过细胞膜，在细胞水平发挥ID0抑制作用。

MTT实验发现色胺酮衍生物3能够对人非小细胞

肺癌A549细胞具有明显的抑制作用，且呈剂量依

赖性，其半数抑制浓度为8．77肚mol／L。

色胺酮作为一种喹唑啉酮生物碱，其具有抗菌、

抗炎、抗肿瘤等多种药理活性，但作为IDO抑制剂

万方数据



杨双双，等．吲哚胺2，3一双加氧酶(ID0)的色胺酮类抑制剂筛选及其体外抗肿瘤作用 155

还是第一次被发现。近年来，色胺酮的抗肿瘤作用

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[1 8|，但体内抗肿瘤实验寥寥无

几，对人非小细胞肺癌A549的抗肿瘤作用研究尚

未见报道。

本实验通过抑制类型的判定、Ki和1C∞值的测

定，发现色胺酮衍生物是一类新型高效的IDO抑制

剂，在体外对人非小细胞肺癌A549细胞具有较强

的抗肿瘤作用。体内动物实验有待进一步探索，通

过使用色胺酮衍生物来控制IDO的活性，逆转由

IDO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

成为色胺酮的一种新的抗肿瘤机制。
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