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多组学联合揭示吲哚胺 2，3⁃双加氧酶 1
在头颈鳞癌中的作用

刘智慧 韩宝爱 陈 雄

武汉大学中南医院耳鼻咽喉头颈外科  湖北  武汉  430071

摘要  目的：利用代谢组学与蛋白组学联合揭示头颈鳞癌 (HNSCC)的潜在治疗靶点。方法：选取在武汉大学

中南医院耳鼻咽喉头颈外科诊断为头颈鳞癌且接受手术治疗患者的癌和癌旁组织行蛋白组学(n=7)与代谢组学分

析（n=4），并联合分析二者结果，最终用临床组织样本与体外细胞实验对测序结果进行验证。结果：蛋白组学以及

代谢组学进行多组学联合分析发现色氨酸代谢通路显著异常表达。吲哚胺 2，3‑双加氧酶 1（IDO1）是色氨酸代谢

通路中的限速关键酶，联合分析提示其在癌组织中高表达。蛋白印迹和免疫组化验证发现临床癌组织标本中

IDO1 蛋白表达水平显著高于癌旁组织，趋势符合测序结果。与正常组织来源细胞系 HBE 相比，肿瘤细胞 TU212
和 D562 中的 IDO1 蛋白表达显著上调。CCK‑8 和 EdU 实验发现 IDO1 抑制剂 Epacadostat 能有效抑制癌细胞的增

殖。结论：IDO1 可能是头颈鳞癌的潜在治疗靶点，联合应用 IDO1 抑制剂可能能给临床头颈鳞癌的治疗提供新

策略。
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Multi⁃omics reveals the effects of indoleamine 2, 3⁃dioxygenase 1 on 
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Abstract

Objective:: To investigate potential therapeutic targets for head and neck squamous cell 
carcinoma using metabolomics and proteomics.  Methods:: Patients diagnosed with HNSCC who un‑
derwent surgery at Zhongnan Hospital of Wuhan University were enrolled.  Cancerous and adjacent 
non‑cancerous tissues were collected for proteomic (n=7) and metabolomic (n=4) analyses.  The data‑
sets were integrated to identify overlapping targets, and the findings were validated by tissue and cellu‑
lar assays.  Results:: Multi ‑ omics analysis revealed significant alterations in the tryptophan metabolic 
pathway.  Indoleamine 2,3‑dioxygenase 1 (IDO1), the rate‑limiting enzyme of this pathway, was high‑
ly expressed in tumor tissues based on integrative analysis.  Western blot and immunohistochemistry 
confirmed that IDO1 protein levels were significantly higher in cancer tissues than in adjacent non‑can‑
cerous tissues, consistent with the sequencing data.  Likewise, IDO1 expression was markedly elevat‑
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ed in tumor cell lines TU212 and D562 compared with normal human bronchial epithelial cells 
(HBE).  CCK ‑ 8 and EdU assays verified that the IDO1 inhibitor epacadostat effectively suppressed 
cancer cell proliferation.  Conclusion:: IDO1 may serve as a potential therapeutic target for HNSCC.  
The combined use of IDO1 inhibitors could offer new strategies for the clinical treatment of HNSCC.
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Indoleamine 2， 3‑Dioxygenase 1

头颈鳞癌（head and neck squamous cell carcino‑
ma， HNSCC）是一系列发生于口腔、口咽、喉和下

咽部的恶性肿瘤，与人乳头瘤病毒（human papillo‑
ma virus，HPV）感染和烟酒滥用密切相关［1‑3］。头颈

癌是全球第七大常见癌症，每年约有 100 万新诊断

病例，超过 90% 为 HNSCC［4］。手术和放化疗是

HNSCC 当前主要治疗手段。然而，超过一半的患

者会出现晚期复发或转移，整体 5 年生存率低于

50%。治疗手段的局限性和治疗效果的有限性表

明亟需开发更加精准的治疗策略。

吲哚胺 2，3‑双加氧酶 1（indoleamine 2，3‑dioxy‑
genase 1，IDO1）是将色氨酸分解为犬尿氨酸的代谢

关键酶，在多种细胞中有较低水平的生理性表达，

可以用于维持细胞正常免疫反应，防止健康细胞产

生不受控制的免疫激活。 IDO1 的高表达与多种肿

瘤恶性进展有关［5‑6］。先前研究［7］表明，IDO1 在肿

瘤中的过度表达会导致色氨酸耗竭和犬尿氨酸积

累，进而抑制免疫反应，导致肿瘤细胞免疫逃逸，因

此 IDO1 被认为是一种免疫抑制调节剂。

本课题利用代谢组学与蛋白组学联合分析临

床组织样本，揭示了色氨酸代谢通路在头颈鳞癌中

的异常表达，并从细胞水平证实了抑制 IDO1 在头

颈鳞癌中的潜在治疗作用。

1 材料与方法

1. 1　临床样本收集   选取在武汉大学中南医院耳

鼻咽喉头颈外科诊断为 HNSCC 且接受手术治疗患

者的癌和癌旁组织。该项目获得武汉大学中南医

院伦理委员会批准和监督（伦理号：2021058）。所

有患者术前均签署知情同意书。

1. 2　细胞系和试剂   人支气管上皮细胞 HBE 和人

咽头癌胸水转移细胞 D562 购自武汉普诺赛生物有

限公司，人喉癌细胞 TU212 购自厦门逸漠生物科技

有限公司。RPMI 1640 培养基、DMEM 培养基和

EdU 细胞增殖检测试剂盒购自武汉塞维尔生物科

技有限公司。CCK‑8、胎牛血清和 ECL 化学发光底

物购自武汉汇宇诚生物科技有限公司。一抗 GAP‑
DH（60004‑1‑Ig）和 IDO1（84063‑3‑RR），抗小鼠重

组二抗（RGAM001）和抗兔重组二抗（RGAR001）
购 自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 。 Epacadostat
（IDO1 抑制剂）购自 MedChemexpress（新泽西，美

国）。

1. 3　临床样本处理   癌和癌旁临床样本组织首先

各收集 7 例送蛋白组学测序，并在其中再各选 4 例送

代谢组学测序。随后继续收集 24例样本用于临床组

织芯片制作和 6例配对样本用于蛋白印迹检测。

1. 4　免疫组织化学染色   组织切片后置于 60 ℃烘

箱烤片 30 min，移至二甲苯与乙醇中梯度脱蜡，利用

EDTA 行抗原修复，滴加内源性过氧化物酶阻断剂

灭活后用封闭血清室温封闭 30 min。一抗 4 ℃过夜

孵育后 PBS 清洗 5 次，每次 5 min。二抗室温孵育

1 h。随后滴加 DAB 显色液，显微镜下观察至出现

明显的特异性染色而背景干净时清洗。滴加苏木

素复染 30 s后清洗，置于氨水中返蓝，最后用中性树

胶封片。

1. 5　 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western Blot）检 测 蛋 白 表

达  利用 RIPA 从临床组织样本及体外培养的细胞

株中提取蛋白，BCA 定量后行十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS‑PAGE），进一步将蛋白转至

PVDF 膜后用 5% 的脱脂牛奶封闭 1 h，随后使用一

抗稀释液浸没 PVDF 膜并 4 ℃摇床过夜孵育。回收

抗体后使用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，然后二抗

稀释液摇床常温孵育条带 1 h。最后利用 ECL 发光

成像仪（Baygene，中国）拍摄蛋白条带显影图像。

1. 6　CCK⁃8 实验检测细胞增殖   D562 和 TU212
细胞分别用添加了 10% 胎牛血清的 DMEM 和 RP‑
MI 1640 培 养 基 置 于 细 胞 培 养 箱 中 培 养（37 ℃ ，

5%CO2）。使用胰酶消化细胞后离心取细胞沉淀。

培养基重悬细胞后种植于 96 孔板（每孔 1 000 个）。

过夜生长后镜下观察细胞贴壁生长，状态良好。给

予不同浓度 Epacadostat 处理细胞 24 h 后吸除培养

基，按每 90 μL 培养基中加入 10 μL CCK‑8 储存液

的比例配置工作液。每孔加入 100 μL 工作液并放
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入培养箱中孵育 1 h 后用酶标仪（Thermo Fisher，美
国）在 450 nm 处检测各孔吸光度。

1. 7　5⁃乙炔基⁃2'⁃脱氧尿苷（5⁃Ethynyl⁃2⁃Deoxy⁃
uridine，EdU）实验检测细胞增殖   D562 和 TU212
用胰酶消化后种植于共聚焦皿，生长密度达到 70%
时给予 2 μmol·L-1 Epacadostat 处理细胞 24 h，随后

使用 EdU 工作液孵育 2 h。根据试剂商说明书处理

标记后的细胞样品并置于激光共聚焦显微镜（Lei‑
ca，德国）下观察，每个样品拍摄 5~6 个视野用于之

后的统计分析。

1. 8　 统 计 学 方 法   图像处理使用 Image J 1. 53t。
数据分析和图表制作使用 GraphPad Prism 9. 5。计

量数据以均数±标准差（
-
x±s）表示，涉及两组的数据

采用独立样本 t检验（双尾），两组以上的数据采用单

因素方差分析（ANOVA）分析组间差异，Dunnett's 
Multiple Comparisons Test 用于后续两两比较，以

P<0. 05定义为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　测序数据分析结果    图 1A 展示的是送检样

本患者信息，Control 组是 HNSCC 患者的癌旁组

织， Tumor 组是 HNSCC 患者的癌组织，两组患者

的疾病分布未见明显差异。代谢物提取之后采用

LC‑MS/MS 检测，图 1B 展示的是癌和癌旁组织样

本间的差异代谢物火山图，其中癌组织中表达增加

的代谢物 50 种，表达下调的代谢物有 36 种。图 1C
展示二者之间差异代谢物的热图，对差异代谢物进

行富集分析，发现富集通路主要集中在不饱和脂肪

酸的生物合成（biosynthesis of unsaturated fatty ac‑
id）、蛋白质消化吸收（protein digestion and absorp‑
tion）、色氨酸代谢（tryptophan metabolism）、胆汁分

泌（bile secretion）、非洲锥虫病（African trypanoso‑
miasis）、氨基酸的生物合成（biosynthesis of amino 
acids）、2‑氧代羧酸代谢（2‑oxocarboxylic acid metab‑
olism）、抗叶酸抗性（antifolate resistance）、视黄醇代

谢（retinol metabolism）和维生素 B6 代谢（Vitamin 
B6 metabolism）（图 1D）。

使用串联质谱标签法（tandem mass tag，TMT）
技术对样本蛋白做定量分析比较。图 1E为差异蛋白

KEGG 富集分析结果图，主要富集到扩张型心肌病

（dilated cardiomyopathy）、金 黄 色 葡 萄 球 菌 感 染

（staphylococcus aureus infection）、系统性红斑狼疮

（systemic lupus erythematosus）、造血细胞系（hema‑

topoietic cell lineage）和阿米巴病（amoebiasis）等。

如图 1F 所示，蛋白组学和代谢组学富集分析结

果共有 26 条共享的富集通路，进一步联合分析发现

色氨酸代谢通路（tryptophan metabolism）在二者中

均出现差异性表达。色氨酸通过多种途径代谢，联

合分析提示犬尿氨酸代谢途径的限速酶 IDO1 在通

路中显著上调。先前研究［6］发现 IDO1 表达升高与

调节性 T 细胞和髓性抑制细胞等免疫抑制细胞的

增加有关。同时也与结直肠癌［8］和早期恶性黑色素

瘤［9］较差的临床预后有关。因此，我们拟探究 IDO1
在头颈癌组织和癌细胞中的蛋白表达情况及 IDO1
抑制剂对头颈癌细胞增殖能力的影响。

2. 2　头颈鳞癌临床组织芯片与头颈肿瘤细胞系中

IDO1 的 蛋 白 表 达 水 平   来自 24 名患者共计 31 例

临床样本用于免疫组化芯片分析（癌组织 24 例，癌

旁组织 7 例）。 IDO1 免疫组化芯片染色结果如

图 2A 所示。图 2B 为半定量统计分析结果，表明与

癌旁组织相比，IDO1 在癌组织中显著高表达。选

取人支气管上皮细胞 HBE，人喉癌细胞 TU212 和

人咽头癌胸水转移细胞 D562 进一步检测 IDO1 在

各肿瘤细胞中的表达。图 2C 与 2D 可见，相比正常

组织来源的 HBE 细胞，TU212 和 D562 的 IDO1 蛋

白表达水平均出现了显著上调。

2. 3　IDO1 在头颈鳞癌和癌旁临床组织样本中的蛋

白表达   如图 3A 与 3B 所示，将同一患者的癌和癌

旁组织做蛋白半定量分析。结果表明同一患者的癌

组织中 IDO1表达水平相比癌旁组织有显著升高。

2. 4　IDO1 抑制剂 Epacadostat 减慢头颈肿瘤细胞

增 殖   Epacadostat 是 IDO1 的有效抑制剂［10］。如

图 4A 和 4B 所 示 ，CCK‑8 细 胞 增 殖 实 验 显 示 在

2 μmol·L-1 的浓度下 D562 和 TU212 细胞增殖均出

现显著下降。为了进一步验证结果的可靠性，用

2 μmol·L-1 Epacadostat 处理细胞 24 h 后利用 EdU
试剂盒检测细胞增殖情况，如图 4C~4E 所示，IDO1
抑制能有效减缓癌细胞的恶性增殖。

3 讨论

蛋白组学在整体水平上分析蛋白质的组成、结

构、表达、修饰状态以及蛋白质之间的相互作用和

联系，为基因组学和转录组学提供了补充信息［11］。

代谢组学是组学图谱中相对较新的条目，代表了新

陈代谢中最下游的阶段，主要是揭示给定的细胞

器、细胞、器官、生物流体或有机体中的代谢物或小
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分子化学物质。代谢组学这种能高敏反映分子水

平动态变化的特征使其成为探索疾病病理生理生

物 标 志 物 和 机 制 的 前 沿 工 具［12‑13］。 RINSCHEN
等［14］利用代谢组学、蛋白组学和磷酸化蛋白组学分

析高血压对肾脏的影响，发现代谢组学变化优先于

蛋白组学改变，且能预测磷酸化蛋白组学改变［1］。

CHEN 等［15］整合代谢组学与蛋白质组学数据总结

发 现 了 2 型 糖 尿 病 的 循 环 生 物 标 志 物 。

MOURINO‑ALVAREZ 等［16］联合二者做多组学分

析，开发了钙化性主动脉瓣患者出现缺血、凝血功

能增强、氧化应激和胆固醇转运受损的潜在诊断工

具并在模型验证队列中得到证实。总之，代谢组学

A. 送检样本患者基本信息；B. 差异代谢物火山图；C. 差异代谢物热图；D. 差异代谢物 KEGG 富集通路；E. 差异蛋白 KEGG 富集通路；

F. 蛋白组学与代谢组学联合分析。

图 1　多组学分析结果
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和蛋白组学不应该视为独立的个体，二者的联合分

析对生物信息的整体挖掘具有正向意义。

本课题利用蛋白组学与代谢组学联合分析发

现色氨酸代谢通路在二者中均显著异常表达。色

氨酸是人体不能合成的必需氨基酸，必须从食物中

获得。色氨酸参与蛋白质的合成，同时也是 5‑羟色

胺和褪黑素的前体［17］。色氨酸在体内主要有四条

代谢途径：1）羟化；2）脱羧；3）转氨化；4）犬尿氨酸

途径［18］。95% 的色氨酸通过犬尿氨酸途径降解，犬

尿氨酸及其代谢物调节包括宿主‑微生物组信号、免

疫细胞反应和神经元兴奋性在内的生物过程 。

IDO1、吲哚胺 2，3‑双加氧酶 2（IDO2）和色氨酸 2，3‑
双加氧酶（tryptophan 2，3‑dioxygenas，TDO）是该代

谢途径的限速酶，这些酶对色氨酸的消耗会对细胞

功能和存活产生根本性的影响［19］。 IDO1 对色氨酸

的亲和力远高于 IDO2，其在体内的表达范围也比

IDO2 和 TDO 更多。

IDO1 因为其在肿瘤免疫微环境中发挥免疫抑

制作用，已经在结肠癌［20］、乳腺癌［21］、宫颈癌［22］等多

种肿瘤中广泛研究。研究［23］表明 IDO1 的高表达与

急性髓系白血病、非小细胞肺癌、前列腺癌、子宫内

膜癌和结直肠癌的不良预后相关。目前，在 Clini‑
calTrials. gov（https：//clinicaltrials. gov）上 能 找 到

22 例关于 IDO1 抑制剂的临床研究记录。临床研究

致力于表明 IDO1 抑制剂联合放化疗药物及其他免

疫抑制剂对肿瘤的正向联合治疗效应，并且大部分

集中在单独应用于抗程序性细胞死亡蛋白 1（PD‑1）
单抗有效的肿瘤类型［24］。头颈癌占全身恶性肿瘤

4. 7%，给全球公共卫生带来极大疾病负担。目前

针对早期头颈癌患者以单纯手术或者放疗为主。

对于晚期患者广泛采用放化疗联合 PD‑1 免疫抑制

剂治疗。本课题尝试初步探索 IDO1 在头颈鳞癌中

的表达水平及其对头颈肿瘤细增殖能力的影响，为

临床联合应用 IDO1 抑制剂改善头颈癌患者总生存

期提供见解。

免疫组化和蛋白印迹实验结果表明，IDO1 在临

床癌组织中的蛋白表达水平显著高于癌旁组织。相

比正常组织来源的 HBE 细胞株，头颈癌细胞中也出

现了 IDO1 表达增加的趋势，同时 CCK‑8 和 EdU 实

验表明 IDO1抑制剂能抑制肿瘤细胞的恶性增殖。

综上所述，本课题利用多组学联合分析揭示了

IDO1 在头颈癌组织中的异常表达，并在细胞水平

验证了抑制其高表达对癌细胞增殖的负性调节，提

示 IDO1 可能是治疗头颈癌的潜在靶点。但是针对

IDO1 对头颈癌发生发展的具体作用机制还需要进

一步的研究探索。

A. 免疫组化检测癌组织和癌旁组织中 IDO1 的蛋白表达； 
B. 免疫组织芯片半定量统计分析结果；C. 支气管上皮细胞 HBE、咽

头癌胸水转移细胞 D562 和人喉癌细胞 TU212 中 IDO1 蛋白表达的

结果图；D. 支气管上皮细胞 HBE，咽头癌胸水转移细胞 D562 和人

喉癌细胞 TU212 中 IDO1 蛋白表达的统计图。

图 2　临床组织芯片与肿瘤细胞系中检测 IDO1 蛋白表达

注：与 Control（HBE）相比，*P<0.05， ***P<0.001

A. 癌和癌旁组织中 IDO1 蛋白表达的结果图；B. 癌和癌旁组织中 IDO1 蛋白表达的统计图。

图 3　临床组织样本中 IDO1 的蛋白表达水平

注：N.癌旁组织；T.癌组织，相同阿拉伯数字代表同一个患者来源组织；与癌旁组织（N）相比，*P<0.05，**P<0.01。
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