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可用于犐犇犗１抑制剂药效学研究的犓犘犐犆
原位胰腺癌小鼠模型的构建
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【摘要】　目的　构建 ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠模型用于吲哚胺２，３双加氧酶１（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，

ＩＤＯ１）抑制剂药效学研究。方法　采用实时定量荧光ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法鉴定ＫＰＩＣ细胞中ＩＤＯ１的表

达情况；使用 ＨＰＬＣ检测ＩＤＯ１抑制剂１甲基Ｌ色氨酸（１ｍｅｔｈｙｌＬｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，１ＬＭＴ）对ＫＰＩＣ细胞中ＩＤＯ１

活性的抑制作用及ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠血清中ＩＤＯ１活性；接种ＫＰＩＣ细胞到小鼠胰腺构建ＫＰＩＣ原位胰腺癌

小鼠；免疫组化法检测ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠肿瘤中ＩＤＯ１、肿瘤增殖指数Ｋｉ６７、胆系标志物Ｓｏｘ９的表达。结果

经ｍＲＮＡ及蛋白质水平鉴定，ＫＰＩＣ细胞内有ＩＤＯ１及其同工酶的表达；１ＬＭＴ能够下调 ＫＰＩＣ细胞中ＩＤＯ１

活性；ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠构建成功，在原位肿瘤中ＩＤＯ１、Ｋｉ６７和Ｓｏｘ９均有表达，小鼠血清中ＩＤＯ１活性上

调。结论　ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠表达ＩＤＯ１，可用于ＩＤＯ１抑制剂的筛选及药效学评价。

【关键词】　吲哚胺２，３双加氧酶１（ＩＤＯ１）；　胰腺癌；　１甲基Ｌ色氨酸（１ＬＭＴ）；　小鼠模型
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　李天祺，等．可用于ＩＤＯ１抑制剂药效学研究的ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠模型的构建

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ１（ＩＤＯ１）；　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；　１ｍｅｔｈｙｌＬｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

（１ＬＭＴ）；　ｍｉｃｅｍｏｄｅｌ

犜犺犻狊狑狅狉犽狑犪狊狊狌狆狆狅狉狋犲犱犫狔狋犺犲犓犲狔犅犻狅犿犲犱犻犮犪犾犘狉狅犵狉犪犿狅犳犛犺犪狀犵犺犪犻（１８４３１９０２６００，１７４３１９０２２００）．

　　胰腺癌是一种高致命性的恶性消化系统肿瘤。吸

烟、慢性胰腺炎、肥胖、糖尿病和家族遗传史等都是胰

腺癌的高致病因素［１－２］。大多数胰腺癌患者确诊时即

为晚期，且手术切除［３］、放化疗［４］等传统治疗方法都不

能显著延长患者生存时间［５］。随着对胰腺癌分子机制

的探索，近年来免疫治疗已经成为研究热点［６］。

目前肿瘤免疫治疗方法有肿瘤过继免疫治疗

法、肿瘤特异性疫苗及免疫检查点抑制疗法等。免

疫检查点是免疫系统的负调节因子，在维持自身免

疫耐受方面发挥关键作用［７］。肿瘤可利用免疫检查

点负调节免疫这一特性逃脱免疫系统的监视，因此

免疫检查点抑制疗法是肿瘤免疫治疗策略的关键部

分［８－９］。主要的免疫检查点有程序性细胞死亡蛋

白１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ１，ＰＤ１）及其配体

（ＰＤｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）
［１０］、细胞毒Ｔ淋巴细胞相关

抗原４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ

４，ＣＴＬＡ４）
［１１］ 和 吲 哚 胺 ２，３双 加 氧 酶 １

（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＩＤＯ１）
［１２］ 等。

ＩＤＯ１是催化人体必需氨基酸色氨酸（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，

Ｔｒｐ）沿犬尿氨酸途径（ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅｐａｔｈｗａｙ，ＫＰ）分

解代谢的限速酶。ＩＤＯ１多表达于肿瘤细胞及基质

免疫细胞（如树突细胞等）［１３］，ＩＤＯ１在肿瘤中的过

表达会诱导效应Ｔ细胞的凋亡及功能障碍，诱导抑

制性调节Ｔ细胞增殖
［１４］，激活骨髓衍生的抑制细胞

（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌ，ＭＤＳＣ）
［１５］。

ＩＤＯ１可促进肿瘤的新血管生成
［１６］，还可通过诱导

肿瘤休眠程序而影响肿瘤重建细胞的存活［１７］。

ＩＤＯ１作为ＰＤ１和ＣＴＬＡ４之外的新免疫检查点，

可通过多种机制促进肿瘤发展及免疫逃逸。

ＩＤＯ１抑制剂作为治疗肿瘤的新型药物会带来

巨大的社会和经济效益［１８］。目前尚无ＩＤＯ１抑制剂

药物上市，但已有数个ＩＤＯ１抑制剂进入临床试验

阶段。目前用于ＩＤＯ１抑制剂药效学研究的肿瘤动

物模型多采用高表达ＩＤＯ１的肿瘤皮下荷瘤模型，

成瘤模式单一，造模方式有待改进。

ＩＤＯ１在胰腺癌中高表达，且与患者不良预后

相关［１９］，ＩＤＯ１抑制剂有望用于治疗胰腺癌。使用

高表达ＩＤＯ１的胰腺癌细胞构建有效模拟胰腺癌特

性的动物模型，对于ＩＤＯ１抑制剂的药效学研究具

有重要意义。本文选取基因突变胰腺癌小鼠源的胰

腺癌细胞系 ＫＰＩＣ，检测细胞中ＩＤＯ１表达情况及

ＩＤＯ１ 抑 制 剂 １甲 基Ｌ色 氨 酸 （１ｍｅｔｈｙｌＬ

ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，１ＬＭＴ）对其抑制效率；构建ＫＰＩＣ原

位胰腺癌小鼠模型，观察血清中ＩＤＯ１活性，研究该

动物模型作为ＩＤＯ１抑制剂药效学研究工具的可

能性。

材 料 和 方 法

试剂和药品　Ｋａｎ、Ａｍｐ抗生素（北京鼎国昌

盛生物技术有限责任公司），ＤＭＥＭ 培养基（美国

Ｇｉｂｃｏ公司），０．２５％胰蛋白酶（美国Ｇｉｂｃｏ公司），

胎牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＰＶＤＦ膜（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＩＤＯ１一抗（杭州华安生物技术有

限公司），ＴＤＯ一抗（美国Ｐｒｏｔｅｃｈ公司），ＩＤＯ２一

抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＧＡＰＤＨ一抗（杭州华安

生物技术有限公司），Ｓｏｘ９一抗（英国 Ａｂｃａｍ 公

司），Ｋｉ６７一抗、ＩＦＮγ（上海碧云天生物技术有限公

司），ＬＴｒｐ、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）（上海阿拉丁生

化科技股份有限公司），ＥＣＬ显色液（上海天能科技

有限公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（日本 Ｔａｋａｒａ公司），１Ｌ

ＭＴ、Ｌ犬尿氨酸（ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ，Ｋｙｎ）、多聚甲醛（美

国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），小鼠饲料及垫料（上海斯

莱克实验动物有限公司）。

仪器和设备　垂直平板电泳槽（北京百晶生物

技术有限公司），转膜仪、ＣＦＸ９６ＴｏｕｃｈＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲ（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪、

超低温冰箱、ＬｅｇｅｎｄＭｉｃｒｏ１７Ｒ高速离心机、Ｆｏｒｍａ

ＳｅｒｉｅｓＣＯ２ 培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），倒

置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），ＳＷＣＪ１ＦＤ

洁净工作台（苏州净安泰空气技术有限公司），凝胶

成像系统（上海实验设备仪器厂），立式压力蒸汽灭

菌锅（上海博讯实业有限公司），高效液相色谱（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司），石蜡切片机（德国Ｌｅｉｃａ公司）。

７７５



复旦学报（医学版）　２０１９年９月，４６（５）　

犓犘犐犆细胞的培养及鉴定　小鼠胰腺癌细胞

ＫＰＩＣ经测序验证后使用。细胞培养采用１０％ ＤＢＳ

＋９０％ＤＭＥＭ培养基，内含氨苄青霉素１００Ｕ／ｍＬ，

硫酸链霉素１００Ｕ／ｍＬ，培养条件为３７℃、５％ＣＯ２。

实时荧光定量犘犆犚　将细胞吹打均匀，传代于

６ｃｍ细胞培养板，待生长至９０％汇合时，用Ｔｒｉｚｏｌ

（ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ）提取细胞总ＲＮＡ，３７℃连接１５ｍｉｎ，

逆转录ＰＣＲ（８５℃、５ｓ）得到ｃＤＮＡ，９５℃预变性

５ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，５５℃复性２０ｓ，循环４５次，

９５℃、３０ｓ，６５℃、５ｓ扩增。实时荧光定量ＰＣＲ检

测ＫＰＩＣ细胞中ＩＤＯ１及其同工酶ｍＲＮＡ水平。

表１　引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲

　Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

犿犐犇犗１
Ｆ：ＣＣＴＧＣＡＡＴＣＡＡＡＧＣＡＡＴＣＣ

Ｒ：ＣＣＡＣＡＡＡＧＴＣＡＣＧＣＡＴＣＣＴ

犿犐犇犗２
Ｆ：ＴＴＡＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＣＡＣＣＡ

Ｒ：ＧＧＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＧＡＣＡＣＴＣＴＴＣ

犿犜犇犗
Ｆ：ＧＡＡＣＧＡＣＧＡＣＴＧＴＣＡＴＡＣＣＧ

Ｆ：ＴＧＡＧＣＧＴＧＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡＴＡＡ

犿β犃犮狋犻狀
Ｆ：ＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧ

Ｒ：ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ

　Ｆ：Ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：Ｒｅｖｅｒｓｅ．

　　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋　提取细胞总蛋白质，ＢＣＡ法测

定蛋白质浓度后进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。每孔上样

量为８０μｇ。经ＳＤＳＰＡＧＥ（１０％）后，将胶中的蛋

白质转印至ＰＶＤＦ膜，使用５％脱脂牛奶常温封闭

１ｈ。加入抗鼠ＩＤＯ１一抗（１∶１０００）、抗鼠ＩＤＯ２一

抗（１∶５００）、抗鼠ＴＤＯ一抗（１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ一

抗（１∶１００００），４ ℃ 孵育过夜，ＰＢＳＴ（含０．２％

Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ缓冲液）洗膜３次，每次１５ｍｉｎ。

加入相应二抗（１∶１０００）室温孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗

膜３次。使用 ＥＣＬ显色试剂盒检测 ＫＰＩＣ细胞

ＩＤＯ１及其同工酶的蛋白质水平。

犆犆犓８检测１犔犕犜对犓犘犐犆细胞活力影响　

将ＫＰＩＣ细胞接种于９６孔板（铺板密度：５０００个／

孔），培养６ｈ使细胞贴壁。吸弃培养基，加入梯度

浓度１ＬＭＴ，使每孔终体积为２００μＬ，孵育２４ｈ；吸

弃培养基，每孔加入ＣＣＫ８检测试剂１０μＬ，补加

培养基１００μＬ，培养３０ｍｉｎ后于４５０ｎｍ处检测吸

光度（犇）。细胞活力（％）＝［犇给药－犇空白］／［犇对照

－犇空白］×１００。

１犔犕犜对犓犘犐犆细胞内犐犇犗１活性的影响　

将细胞分为３组：对照组、低浓度给药组（５０μｍｏｌ／Ｌ

１ＬＭＴ）及高浓度给药组（１００μｍｏｌ／Ｌ１ＬＭＴ）。

ＫＰＩＣ细胞计数，铺板，培养于１２孔板，加入梯度浓

度１ＬＭＴ（０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）培养２４ｈ，吸取细

胞上清２００μＬ，加入等体积５％ 高氯酸溶液，混匀

３０ｓ。室温静置１５ｍｉｎ，充分沉淀上清中的蛋白质，

１６０００×犵离心１０ｍｉｎ，取上清液，加入１／２体积甲

醇（色谱纯），振荡２ｍｉｎ，１６０００×犵离心１０ｍｉｎ。

０．２２μｍ过滤器过滤上清后上样，ＨＰＬＣ检测ＩＤＯ１

活性。使用 ＨＰＬＣ 检测 Ｔｒｐ和 Ｋｙｎ浓度，计算

Ｋｙｎ／Ｔｒｐ比值。

细胞因子ＩＦＮγ可诱导ＩＤＯ１表达
［２０］，ＩＦＮγ

处理ＫＰＩＣ细胞系研究１ＬＭＴ（１００μｍｏｌ／Ｌ）对上

调的ＩＤＯ１活性的影响。将细胞分为３组：对照组、

ＩＦＮγ处理组（１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ）及给药组（１００

μｍｏｌ／Ｌ１ＬＭＴ＋１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ）。给药组中

加入梯度浓度１ＬＭＴ（０、１００μｍｏｌ／Ｌ），并加入终

浓度为 １００ｎｇ／ｍＬ 的鼠源ＩＦＮγ，刺激细胞中

ＩＤＯ１上调。培养２４ｈ后，吸取细胞上清２００μＬ，加

入等体积５％ 高氯酸溶液，混匀３０ｓ。室温静置

１５ｍｉｎ，以便充分沉淀上清中的蛋白质，然后１６０００

×犵离心１０ｍｉｎ，取上清液加入１／２体积甲醇（色谱

纯），振荡２ｍｉｎ，１６０００×犵离心１０ｍｉｎ。０．２２μｍ

过滤器过滤上清后上样，ＨＰＬＣ检测ＩＤＯ１活性。

犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠模型的构建及鉴定

肿瘤模型的构建　于１０ｃｍ细胞培养板培养

ＫＰＩＣ细胞，待细胞生长至８０％汇合时，用胰蛋白

酶消化细胞，ＰＢＳ重悬细胞，调整细胞浓度为４．５×

１０６个／ｍＬ。Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（雌性，６周龄）购自上海

杰思捷公司，饲养及实验过程均符合标准。用异氟

烷麻醉小鼠，左侧肋骨下缘脱毛，剪开皮肤及肌肉组

织，找到脾脏和胰脏，向胰脏注射ＫＰＩＣ细胞（４．５×

１０５ 个／只），缝合肌肉组织及外侧皮肤，全程注意控

制麻醉剂量，防止小鼠因麻醉过量死亡。术后复温，

待小鼠苏醒即放入新的鼠笼中。术后２４ｈ内密切

观察小鼠状态：饮食、饮水是否正常。接种ＫＰＩＣ细

胞的小鼠饲养１５天后，引颈处死，解剖，取出瘤块。

ＰＢＳ冲洗瘤块，剪碎（１ｍｍ×２ｍｍ），置于ＰＢＳ中

备用。实验接种用小鼠的手术过程同前，不同之处

在于：将胰腺剪口，瘤块包于其中，缝合胰脏后归位。

全程注意控制麻醉剂量，防止小鼠死亡。待小鼠苏

醒即放入新的鼠笼中，术后２４ｈ密切观察小鼠状

态：有无出血及感染。

肿瘤模型的鉴定　用ＰＢＳ冲洗解剖所得新鲜

８７５
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组织，４％多聚甲醛于４℃固定４８ｈ，乙醇脱水，二

甲苯透明，石蜡浸泡２～３ｈ，包埋，切片。

ＨＥ染色检测肿瘤生长情况　切片经二甲苯脱

蜡及梯度乙醇水化后，行常规ＨＥ染色，脱水、透明、

封片后于显微镜下观察。

免疫荧光检测肿瘤ＩＤＯ１表达　切片经二甲苯

脱蜡及梯度乙醇水化后，使用过氧化氢除去组织内

源性过氧化物，使用ＥＤＴＡ柠檬酸钠抗原修复液修

复抗原（微波法）。滴加血清封闭液，室温孵育１ｈ；

滴加抗ＩＤＯ１一抗５０μＬ，４℃过夜。ＰＢＳ缓冲液清

洗３次，每次１５ｍｉｎ。加入相应二抗及ＤＡＰＩ（１∶

１０００），室温避光孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗膜３次，封片，

于显微镜下观察染色情况。

免疫组化检测肿瘤增殖及转录因子表达　抗原

修复过程同前。滴加血清封闭液，室温孵育１ｈ；滴加

抗Ｋｉ６７一抗５０μＬ，抗Ｓｏｘ９一抗５０μＬ，４℃过夜。

ＰＢＳ缓冲液清洗３次，每次１５ｍｉｎ。加入相应二抗，

室温避光孵育４５ｍｉｎ，使用ＤＡＢ显色试剂盒显色。

ＰＢＳ缓冲液清洗３次，每次１５ｍｉｎ。对细胞核行 ＨＥ

染色。自来水冲洗１０ｍｉｎ，脱水，透明，封片，于显微

镜下观察。

犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠血清的制备　小鼠麻醉

后摘眼球取血，室温静置１０ｍｉｎ，４℃下３６００×犵

离心１５ｍｉｎ，取上清，即为粗血清。粗血清经３６００

×犵离心１０ｍｉｎ，吸取上清，加入等体积５％高氯酸

溶液，混匀３０ｓ。室温静置１５ｍｉｎ，充分沉淀血清中

的蛋白质，１６０００×犵离心１０ｍｉｎ，取上清，加入１／２

体积甲醇（色谱纯），振荡２ｍｉｎ，１６０００×犵离心１０

ｍｉｎ，经０．２２μｍ过滤器过滤后上样，于ＨＰＬＣ检测

Ｔｒｐ和Ｋｙｎ浓度，检测值为实际浓度的１／３。

犎犘犔犆检测条件　色谱条件：Ｃ１８柱（２５０ｍｍ

×４．６ｍｍ，５μｍ）；柱温２５℃；流动相为１５ｍｍｏｌ／Ｌ

乙酸钠乙酸溶液（含体积分数为６％的乙腈，ｐＨ＝

３．６）；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μＬ；检测波长：Ｔｒｐ

为２８０ｎｍ，Ｋｙｎ为３６０ｎｍ。用标准曲线法计算样

本中Ｔｒｐ和Ｋｙｎ含量。

统计学分析　统计分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

６．０软件，所有数据以狓
－

±狊表示，两组数据间差异

用狋检验分析，犘 ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　　果

犓犘犐犆细胞中犐犇犗１及其同工酶的表达　在

ｍＲＮＡ水平检测到ＫＰＩＣ细胞表达ＩＤＯ１及其同工

酶ＩＤＯ２和ＴＤＯ，且ＩＤＯ１及ＩＤＯ２ｍＲＮＡ水平较

高，ＴＤＯｍＲＮＡ水平较低（图１Ａ）。以鼠源胰腺癌

细胞系 Ｐａｎ０２作为对照，在蛋白质水平检测到

ＫＰＩＣ细胞表达ＩＤＯ１及其同工酶ＩＤＯ２和ＴＤＯ，且

蛋白质水平趋势同ｍＲＮＡ水平趋势一致（图１Ｂ）。

　　Ａ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ

ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．

图１　犓犘犐犆细胞中犐犇犗１及其同工酶的表达

犉犻犵１　犿犚犖犃犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犾犲狏犲犾狊狅犳犐犇犗１犪狀犱

犻狋狊犻狊狅狕狔犿犲犻狀犓犘犐犆犮犲犾犾狊

　　１犔犕犜对犓犘犐犆细胞活力的影响　选取ＩＤＯ１

经典抑制剂１ＬＭＴ作为阳性药物，检测其对ＫＰＩＣ

细胞活力的影响。在０～１０００μｍｏｌ／Ｌ的浓度范围

内，１ＬＭＴ使 ＫＰＩＣ细胞活力轻微下降，在５０和

１０００μｍｏｌ／Ｌ时下降较为明显，但与未加药处理的

细胞相比，差异无统计学意义（图２）。

　　ＫＰＩＣｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｃｃｋ８．Ｒｅｓｕｌｔｓ

ｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ狓
－
±狊ｆｒｏｍ３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

图２　１犔犕犜对犓犘犐犆细胞活力的影响

犉犻犵２　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳１犔犕犜狅狀犮犲犾犾狏犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犓犘犐犆

　　１犔犕犜对犓犘犐犆细胞中犐犇犗１活性的影响　１

ＬＭＴ处理细胞２４ｈ后，经 ＨＰＬＣ检测发现细胞上

清中Ｔｒｐ含量无明显变化（图３Ａ），Ｋｙｎ含量降低，差

９７５
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异有统计学意义（低浓度给药组，犘＝０．０３１８；高浓度

给药组，犘＝０．０１７８；图３Ｂ）。Ｋｙｎ／Ｔｒｐ显示ＩＤＯ１活

性下调（低浓度给药组，犘＝０．０４４７；高浓度给药组，

犘＝０．０２８７；图３Ｃ）。与对照组相比，经ＩＦＮγ处理

的ＫＰＩＣ细胞Ｔｒｐ含量降低（图３Ｄ），Ｋｙｎ含量升高

（犘＝０．０２２３，图３Ｅ），Ｋｙｎ／Ｔｒｐ比值升高（犘＝０．０１５４，

图３Ｆ），再加入１ＬＭＴ （１００μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ，

Ｔｒｐ、Ｋｙｎ含量及Ｋｙｎ／Ｔｒｐ比值均恢复到对照组的

水平（表２）。实验结果表明，１ＬＭＴ不仅可以下调

ＫＰＩＣ细胞本底的ＩＤＯ１活性，还可以逆转异常上调

的ＩＤＯ１活性。ＫＰＩＣ细胞可用于后续ＩＤＯ１抑制

剂药效学研究动物模型的构建。

　　ＡＣ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１ＬＭＴ（５０ｏｒ１００μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ）；ＤＦ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＩＦＮγ（１００ｎｇ／ｍＬ，２４ｈ），ｔｈｅｎ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１ＬＭＴ（１００μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ）．Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ狓
－
±狊ｆｒｏｍ３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

（１）犘＜０．０５．

图３　犎犘犔犆检测１犔犕犜对犓犘犐犆细胞中犐犇犗１活性的抑制作用

犉犻犵３　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狅犳１犔犕犜狅狀犐犇犗１犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀犓犘犐犆犮犲犾犾狊犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犲犱犫狔犎犘犔犆

表２　犓犘犐犆细胞上清中犜狉狆和犓狔狀含量及比值

犜犪犫２　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犜狉狆犪狀犱犓狔狀犪狀犱狋犺犲狉犪狋犻狅狅犳犓狔狀／犜狉狆犻狀狋犺犲狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋狅犳犓犘犐犆犮犲犾犾狊

Ｉｎｄｅｘ
Ｇｒｏｕｐ１ Ｇｒｏｕｐ２

Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ

Ｔｒｐ（μｍｏｌ／Ｌ） ２１．６８±０．６０ ２０．２５±０．９８ １９．９８±０．６６ ２４．０５±２．３１ ２０．５３±０．３５ ２３．４８±１．１４

Ｋｙｎ（μｍｏｌ／Ｌ） ０．３０±０．０８ ０．１５±０．０４ ０．１３±０．０１ ０．２１±０．０４ ０．３１±０．０５ ０．２０±０．０３

（Ｋｙｎ／Ｔｒｐ）×１００ １．４０±０．４１ ０．７３±０．１４ ０．６５±０．０６ １．０５±０．２４ １．５１±０．２１ ０．８６±０．１５

　Ｇｒｏｕｐ１Ａ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓ；Ｇｒｏｕｐ１Ｂ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０μｍｏｌ／Ｌ１ＬＭＴｆｏｒ２４ｈ；Ｇｒｏｕｐ１Ｃ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ／Ｌ１Ｌ

ＭＴｆｏｒ２４ｈ；Ｇｒｏｕｐ２Ａ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓ；Ｇｒｏｕｐ２Ｂ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ；Ｇｒｏｕｐ２Ｃ：ＫＰＩＣｃｅｌｌｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００

ｎｇ／ｍＬＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ／Ｌ１ＭＴｆｏｒ２４ｈ．

　　犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠模型构建　选取５只

６～８周雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，将肿瘤组织接种于小

鼠胰腺处。肿瘤生长较快，接种后７天左右可触及

腹腔内肿瘤，小鼠生存期约为２３天。小鼠引颈处死

后腹腔解剖可见肿瘤，且肿瘤已累及周围脏器（如脾

脏等），剥离的肿瘤与脾脏粘连较为严重，脾脏上可

见白色的肿瘤转移灶（图４Ａ）。ＨＥ染色结果显

示，肿瘤分化程度较低，细胞核排布混乱，视野内胰

腺正常腺泡等已不可见，癌变较为严重（图４Ｂ）。

免疫荧光染色结果表明肿瘤组织中有ＩＤＯ１表达
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　李天祺，等．可用于ＩＤＯ１抑制剂药效学研究的ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠模型的构建

（图４Ｃ）。ＫＰＩＣ肿瘤切片的免疫组化显现大片

Ｋｉ６７阳性信号，肿瘤区有较多Ｋｉ６７阳性细胞（箭头

所示），说明小鼠具备肿瘤特征（图４Ｄ）。Ｓｏｘ９在

该模型中也有一定程度的表达（箭头所示），结合细

胞形态及阳性信号可确定检测区域为癌变胰腺而非

正常胰腺部位（图４Ｅ）。免疫组化研究表明，ＫＰＩＣ

小鼠病理表现与临床胰腺癌病理特征相近，正常胰

腺结构已不可见，小鼠腹腔内肿瘤已发生转移，肿瘤

恶性程度较高，肿瘤细胞内表达ＩＤＯ１、Ｋｉ６７及

Ｓｏｘ９，ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠模型构建成功。

　　Ａ：ＡｎａｔｏｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＫＰＩＣｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）；Ｃ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ

ＩＤＯ１（ｒｅｄ）ｉｎＫＰＩＣｔｕｍｏｒｓｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ）；Ｄ：ＩｍｍｕｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＫｉ６７ｉｎＫＰＩＣｔｕｍｏｒｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）；Ｅ：

ＩｍｍｕｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＳｏｘ９ｉｎＫＰＩＣｔｕｍｏｒｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）．

图４　犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠解剖表现及犐犇犗１、犓犻６７和犛狅狓９免疫组化

犉犻犵４　犃狀犪狋狅犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犓犘犐犆狅狉狋犺狅狋狅狆犻犮狆犪狀犮狉犲犪狋犻犮犮犪狀犮犲狉犿犻犮犲犪狀犱犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犐犇犗１，犓犻６７犪狀犱犛狅狓９

　　犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠血清犐犇犗１活性检测　

为了进一步检测 ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠体内的

ＩＤＯ１活性是否异常升高，选取手术后２０天的小鼠，

采集血清，以野生型小鼠血清为对照，ＨＰＬＣ检测

小鼠血清中 Ｔｒｐ、Ｋｙｎ浓度及ＩＤＯ１活性（每组５

只）。与野生型Ｃ５７小鼠相比（表３），ＫＰＩＣ原位胰

腺癌小鼠的Ｔｒｐ含量较低（图５Ａ，犘＝０．０００６），而

Ｋｙｎ含量较高（犘＝０．０２１２，图５Ｂ），接受手术的

ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠血清中ＩＤＯ１活性显著升高

（犘＝０．０２８５，图５Ｃ）。

　　ＳｅｒｕｍｏｆＫＰＩＣｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ（狀＝５）ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ（狀＝５）ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｏｎｄａｙ２０ａｆｔｅｒｔｕｍｏｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．

Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ狓
－
±狊ｆｒｏｍ３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

（１）犘＜０．０５，
（２）犘＜０．００１．ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ．

图５　犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠血清中犐犇犗１活性

犉犻犵５　犛犲狉狌犿犐犇犗１犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犓犘犐犆狅狉狋犺狅狋狅狆犻犮狆犪狀犮狉犲犪狋犻犮犮犪狀犮犲狉犿犻犮犲
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表３　犓犘犐犆原位胰腺癌小鼠血清中犐犇犗１活性

犜犪犫３　犛犲狉狌犿犐犇犗１犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犓犘犐犆狅狉狋犺狅狋狅狆犻犮

狆犪狀犮狉犲犪狋犻犮犮犪狀犮犲狉犿犻犮犲 （狓
－
±狊）

Ｉｎｄｅｘ ＷＴ ＫＰＩＣ

Ｔｒｐ（μｍｏｌ／Ｌ） ２７．０７±３．０５ １８．３６±１．８１（１）

Ｋｙｎ（μｍｏｌ／Ｌ） ０．４３±０．１６ ２．１６±１．３４（２）

（Ｋｙｎ／Ｔｒｐ）×１００ １．６１±０．５８ １２．２３±８．８９

　ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ．狏狊．ＷＴ，
（１）犘＝０．０００６，（２）犘＝０．０２１２．

讨　　　论

肿瘤小鼠模型主要有：原发癌症的转基因小鼠

模型；将人类肿瘤移植至裸鼠体内的异种移植模

型［２１］；皮下荷瘤小鼠模型以及本研究所采用的原发

癌症的转基因小鼠来源的同种移植模型。原发癌症

的转基因小鼠虽能模拟临床患者发病情况，但造模

周期较长，一般耗时数月，人力、物力成本大。异种

移植模型选取的裸鼠为免疫缺陷鼠，不能完整模拟

含有免疫系统的肿瘤微环境，也不能用于免疫治疗

药物的药效学研究。皮下荷瘤小鼠模型虽然造模相

对容易且肿瘤大小易于测量，但相较于原位接种模

型，荷瘤模型中肿瘤脱离了原发部位，不能很好模拟

肿瘤的实际生长环境。本研究构建的ＫＰＩＣ原位胰

腺癌小鼠属于原发癌症的转基因小鼠来源的同种移

植模型，可以与原发癌症的转基因小鼠一样模拟患

者临床发病情况，造模周期也较转基因小鼠短。人

源化ＰＤＸ小鼠属于异种移植模型，接种的是临床患

者的肿瘤组织，理论上比 ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠更

接近临床病理特征。但是ＰＤＸ小鼠均为免疫缺陷

的裸鼠，不能用于免疫治疗药物包括ＩＤＯ１抑制剂

的药效学研究。

测定细胞水平ＩＤＯ１活性经典的方法有 Ｈｅｌａ

细胞ＩＦＮγ刺激法和 ＨＥＫ２９３细胞转染ＩＤＯ１质

粒等方法［２２］，两者都是特异性表达ＩＤＯ１的细胞系，

而ＫＰＩＣ细胞中ＩＤＯ１、ＩＤＯ２及ＴＤＯ均有表达，不

适于特异性评价ＩＤＯ１抑制剂的细胞水平ＩＣ５０，在

此未使用ＫＰＩＣ细胞检测１ＬＭＴ对ＩＤＯ１的ＩＣ５０。

作为ＩＤＯ１经典抑制剂，１ＬＭＴ的体外抑制活性已

有报道，酶水平对ＩＤＯ１的ＩＣ５０为３８０μｍｏｌ／Ｌ，细胞

水平对ＩＤＯ１的ＩＣ５０为１２０μｍｏｌ／Ｌ
［２２］。１ＬＭＴ对

ＫＰＩＣ细胞无显著杀伤作用。ＩＤＯ１抑制剂不同于

化疗药物，一般不会直接杀死肿瘤细胞［２３］。Ｐａｎ

等［２４］报道，使用 ＭＴＴ法测定其研发的ＩＤＯ１抑制

剂对 Ｈｅｌａ细胞、ＭＣＦ７细胞及 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的

毒性，结果表明这些抑制剂在抑制ＩＤＯ１的有效浓

度范围内没有细胞毒性。

用于ＩＤＯ１抑制剂药效学研究的模型多为荷瘤

小鼠，将表达ＩＤＯ１的肿瘤接种于小鼠腋下，通过测

量肿瘤大小评估药物的治疗效果。用于ＩＤＯ１抑制

剂胰腺癌药效学研究的动物模型是Ｐａｎ０２荷瘤小

鼠，美国Ｉｎｃｙｔｅ公司曾选取Ｐａｎ０２荷瘤小鼠研究其

ＩＤＯ１抑制剂ＩＮＣＢ０２４３６０的药效作用
［２５］。

本文旨在建立一种更接近于临床胰腺癌病理特

征的、可用于ＩＤＯ１抑制剂类药物药效学研究的动

物模型。ＫＰＩＣ 转基因胰腺癌小鼠带有 犓犚犃犛

（犓狉犪狊犌１２犇 ）、犜犘５３ （犜狉狆５３
犚１７２犎／＋ ）、犆犇犓犖２犃

（犐狀犽４犳犾狅狓
／＋）和犘狋犳１／狆４８犆狉犲（ＫＰＩＣ）基因突变

［２６］。

研究表明，约９０％的胰腺癌患者犓犚犃犛致癌基因

发生突变，６０％～７０％的胰腺癌患者狆５３抑癌基因

发生突变，大于５０％的患者犆犇犓犖２犃抑癌基因发

生突变，５０％ 的患者 犛犕犃犇４ 抑癌基因发生突

变［２７］。本研究将从 ＫＰＩＣ转基因胰腺癌小鼠中分

离得到的鼠源胰腺癌 ＫＰＩＣ细胞注射到小鼠胰腺，

构建ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠，该模型可以稳定表达

临床胰腺癌患者突变率较高的３种基因，能够很好

地模拟胰腺癌患者的病理特征，更适用于药效学

研究。

ＩＤＯ１作为除ＰＤ１、ＣＴＬＡ４之外的新的免疫

检查点，在多种肿瘤中高表达，包括胰腺癌［２８］。本

研究首先确认 ＫＰＩＣ细胞中存在ＩＤＯ１及其同工

酶，经典的ＩＤＯ１抑制剂１ＬＭＴ对ＫＰＩＣ细胞活力

无显著影响，但可有效降低 ＫＰＩＣ细胞本底ＩＤＯ１

活性以及ＩＦＮγ处理后上调的ＩＤＯ１活性，为今后

开展动物实验提供了基础。构建ＫＰＩＣ原位胰腺癌

小鼠，经解剖研究证实接种的瘤块已生长为肿瘤，且

肿瘤已累及周围脏器，并伴有转移灶产生，该结果与

临床患者相似。肿瘤增殖指数Ｋｉ６７代表肿瘤细胞

的增殖能力，常用于肿瘤诊断指标［２７］。Ｓｏｘ９作为

胆系标志物，多被用于胰腺肿瘤诊断，通过Ｓｏｘ９的

阳性信号的位置以及肿瘤切片ＨＥ染色结果可以判

定是否发生胰腺癌变［３０］。ＨＥ染色结果表明肿瘤

恶性程度较高，Ｓｏｘ９及 Ｋｉ６７免疫组化染色结果表

明该瘤块为胰腺导管癌。免疫荧光染色证实肿瘤组

织表达ＩＤＯ１。以上结果表明 ＫＰＩＣ原位胰腺癌小

鼠模型构建成功，且结果稳定。ＨＰＬＣ检测发现，

ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠血清中ＩＤＯ１活性相比于野
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　李天祺，等．可用于ＩＤＯ１抑制剂药效学研究的ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠模型的构建

生型小鼠显著上调。

综上所述，ＫＰＩＣ原位胰腺癌小鼠适用于ＩＤＯ１

抑制剂的筛选及药效学评价，为研究ＩＤＯ１在胰腺

癌中引起的免疫耐受现象及相关机制提供了一个良

好的研究工具，将在新药研发中发挥重要作用。
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