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IDO1 通过 IL-6/STAT3 信号通路提高口腔鳞癌

CAL-27细胞顺铂耐药的作用研究

田柳，吴伟，方科达，夏昕雨，邵溢朵，王梁

【摘要】目的 探讨 IDO1通过 IL-6/STAT3信号通路提高口腔鳞癌 CAL-27细胞顺铂（DDP）耐药的作用研究。方

法 设细胞分组为 CAL-27组、NC-CAL-27组、sh-IDO1-CAL-27组、CAL-27/DDP组、NC-CAL-27/DDP组及 sh-
IDO1-CAL-27/DDP组，检测各组细胞增殖抑制率和细胞凋亡率，评价抑制 IDO1对耐药性的影响。通过基因组测

序分析得到 IDO1调控的潜在相关靶点，通过 ELISA检测进一步评价白介素（IL-6）、信号转导与转录激活因子 3

（STAT3）和磷酸化信号传导子及转录子 3（pSTAT3）的表达情况。结果 与 CAL-27细胞相比，CAL-27/DDP细胞

具有高增殖抑制率和低细胞凋亡率，其 IDO1水平明显高于 CAL-27细胞（ ＜ 0.05），sh-IDO1干预后能明显降低

增殖抑制率，升高细胞凋亡率，增强对 DDP的敏感性，同时 IDO1水平也明显降低（均 ＜ 0.05）。与基因测序和

分析结果显示，IDO1可能通过调控 IL-6表达调节细胞凋亡和增殖，实验也证实CAL-27/DDP细胞中 IL-6与CAL-27
细胞相比明显升高（均 ＜ 0.05），伴随着 pSTAT3 水平升高和 pSTAT3/STAT3比值增大（ ＜ 0.05）。结论 抑制

IDO1的表达能明显改善耐 DDPCAL-27肿瘤细胞的高增殖率和低凋亡率，其机制与 IL-6/STAT3信号通路有关。
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Study on the effect of IDO1 in enhancing cisplatin resistance in oral squamous cell carcinoma CAL-27 cells
through the IL-6/STAT3 signaling pathway

【Abstract】Objective To investigate the effect of IDO1 mediated interleukin-6 (IL-6)/signal transducer and activator
of transcription 3 (STAT3) signaling pathway in enhancing cisplatin resistance in oral squamous cell carcinoma CAL-27
cells. Method The cells were categorized into the CAL-27 group, NC-CAL-27 group, sh-IDO1-CAL-27 group,
CAL-27/DDP group, NC-CAL-27/DDP group, and sh-IDO1-CAL-27/DDP group. The cell proliferation inhibition and
apoptosis rates were measured respectively, and the effect of inhibiting IDO1 on drug resistance was evaluated. The po-
tential targets regulated by IDO1 were identified by genomic sequencing, and the expression levels of IL-6, STAT3, and
phosphorylated signal transducers and transcripts 3 (pSTAT3) were evaluated by ELISA. Result Compare with the
CAL-27 group, CAL-27/DDP group exhibited a higher proliferation inhibition rate and a lower apoptosis rate (all ＜

0.05). The IDO1 level of CAL-27/DDP group was significantly higher than that of CAL-27 group ( ＜ 0.05). After sh-
IDO1 intervention, the proliferation inhibition rate was significantly reduced, the apoptosis rate was increased, the sen-
sitivity to DDP was enhanced, and the IDO1 levels was decreased (all ＜ 0.05). The results of gene sequencing and
analysis showed that IDO1 might regulate apoptosis and proliferation by regulating the expression of IL-6, the experi-
ment also confirmed that IL-6 expression of CAL-27/DDP group was significantly higher than that of CAL-27 group (

＜ 0.05), accompanied by an increase in pSTAT3 level and the pSTAT3/STAT3 ratio ( ＜ 0.05).Conclusion Inhibition
of IDO1 expression significantly ameliorates the high proliferation rate and low apoptosis rate of cisplatin-resistant
CAL-27 tumor cells, and the mechanism may associated with the IL-6/STAT3 signaling pathway.
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口腔鳞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）
是头颈鳞癌中常见类型之一，但大部分患者确诊时

已属晚期 [1-2]，临床常通过手术联合铂类烷化剂为基

础的化疗行综合治疗，治疗初期疗效显著，但持续给

药后出现耐药、敏感性降低等问题[3]。吲哚胺 2，3-双
加氧酶（indoleamine 2，3 dioxygenase，IDO）是色氨酸-

犬尿氨酸代谢途径的关键限速酶，分为 IDO1、IDO2

和 TDO亚型，在体内各个组织器官都有分布[4]。正常

情况下 IDO1在人体内表达较低，当机体出现感染和

炎症反应时，IDO1表达升高，色氨酸大量转变为犬尿

氨酸，激活下游细胞毒性损伤机制，如白介素6（IL-6）、

信号转导与转录激活因子 3（signal transducer and ac-
tivator of transcription 3，STAT3）等，进而影响肿瘤细胞

的耐药性及铂类烷化剂敏感性 [5]。研究还发现 IDO1

能明显调控机体的免疫机制[6]，IDO1与OSCC密切相

关[7]。本研究拟探讨 IDO1通过 IL-6/STAT3机制提高

OSCC对顺铂（DDP）的耐药性的作用，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 细胞与试剂 OSCC细胞株 CAL-27，DDP耐

药细胞株CAL-27/DDP，购自武汉大学细胞中心；细

胞 DMEM 培养基购于美国 Gibco Life Sciences 公
司；四甲基偶氮唑蓝（MTT）细胞毒性试剂盒、乳酸脱

氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）测定试剂盒、IL-6

酶联免疫法（ELISA）检测试剂盒购于南京建成生物

工程研究所；磷酸化信号传导子及转录子 3

（pSTAT3）和 STAT3 EILSA检测试剂盒购于 Abcam

公司；sh-IDO1购自上海吉玛制药技术有限公司。慢

病毒转染试剂购自美国英杰生命技术有限公司（In-
vitrogen）。
1.2 细胞培养和转染 细胞株培养基为 10%胎牛

血清、100 g/L链霉素及 100 U/ml青霉素，培养箱条

件为 37℃。耐药株额外加入 DDP 1 mol/L维持耐

药性。取对数期细胞按每孔 5×105 个/ml 接种于培

养孔中，进行后续实验。

1.3 OSCC耐药细胞株的鉴定 各培养孔中分别加

入含 2、4、8、16及 32 mol/L DDP的 DMEM 培养

液，孵育 24 h以后，采用MTT法评价细胞的增殖抑

制率。同时以增殖抑制率和 DDP浓度为横纵坐标，

计算半数抑制浓度（ 50）。

1.4 CAL-27和CAL-27/DDP细胞内IDO1的表达 取

对数期 105个/ml细胞 1ml离心，加 500 l PBS缓冲

液后，超声裂解细胞，20 000 r/min离心 10min，取上

清，采用 ELISA试剂盒检测 IDO1的含量。

1.5 慢病毒转染 取对数生长期 CAL-27/DDP 细

胞，用 PBS清洗后胰酶消化，1 000 r/min离心 5 min

收集细胞。计数后调整密度至 1×105个/ml，接种于

6孔板（100 l/孔），培养至汇合度 40%～ 60%。24 h

后更换培养基，加入慢病毒[感染复数（multiplicity of

infection，MOI）为 20，体积=细胞数×MOI/病毒滴度]

及 100 l转染试剂，设空白对照孔（不加病毒及试

剂）。转染 24 h后收集细胞 mRNA及总蛋白，用于

后续测序及 ELISA检测。

1.6 高通量测序 分别取 sh-IDO1-CAL-27/DDP和
sh-NC-CAL-27/DDP细胞（≥5×106个/组），加入 2ml
Trizol裂解 15min，送宁海尊谦科技有限公司进行转

录组测序。数据通过 Novomagic平台分析，筛选差

异基因（ ＜ 0.05，|log2FC|＞ 0.1）。对下调基因进行

KEGG 富集分析，并用 Cytoscape 构建蛋白互作网

络，筛选 Hub基因（前 20）。将 Hub基因与 KEGG

差异基因取交集，获得共表达基因。所有分析均以

＜ 0.05且 log2FC＜ 0.1为显著性阈值。

1.7 sh-IDO1处理后耐药性的变化 取对数生长期

的细胞，按每孔 5×105个/ml细胞接种，各孔加入含有

DDP（32 mol/L）的培养液。细胞分组为 CAL-27组、

NC-CAL-27 组、sh-IDO1-CAL-27 组、CAL-27/DDP

组、NC-CAL-27/DDP组及 sh-IDO1-CAL-27/DDP组，

检测增殖抑制率和细胞凋亡率。同时采用 ELISA试

剂盒检测 IDO1、IL-6、pSTAT3和 STAT3的表达。每

组设置 4个复孔，各组均培养 48 h用于后续实验。

1.8 MTT 法检测细胞增殖抑制率 各组细胞加入

新配制的 5 g/L的MTT 20 l，37 ℃继续孵育 4 h，
弃上清后加 150 l二甲基亚砜（DMSO）溶解，混匀

后在 490 nm波长测定吸光度值，计算细胞增殖抑制

率=（1–测试组吸光度值/对照孔吸光度值）×100%。

1.9 双染法检测细胞凋亡率 取干预后的各组细

【Keywords】Oral squamous cell cancer; Carcinoma; Indoleamine 2,3-dioxygenase; Cell proliferation; Signaling pathway
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注：DDP为顺铂，IDO为吲哚胺 2，3-双加氧酶。A为 sh-IDO1干预后，CAL-27和 CAL-27/DDP细胞株 IDO1表达比较；B为 sh-IDO1干预后，

CAL-27和 CAL-27/DDP细胞株在 DDP刺激下的增殖抑制率的变化；C为 sh-IDO1干预后，CAL-27和 CAL-27/DDP细胞株在 DDP刺激

下凋亡率的变化。与 CAL-27比较，a ＜ 0.05；与 NC-CAL-27/DDP比较，b ＜ 0.01；=5
图 2 sh-IDO1干预对细胞增殖抑制率和凋亡率的影响
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图 1 CAL-27/DDP细胞耐药评价及 IDO1表达
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胞，低温离心 8min（3 500 r/min），使用标记液标记细

胞，加入 Annexin V-FITC液 5 l后再加入 PI液 5 l，
避光孵育 20 min，使用流式细胞仪检测各组的细胞

凋亡情况，计算凋亡率。

1.10 ELISA 检测 ELISA 法检测 IDO1、IL-6、
pSTAT3和STAT3蛋白的表达水平，遵照操作说明检

测各样品的吸光度，并对照标准曲线分别计算浓度。

1.11 统计方法 数据采用Graphpadprism软件处理，

数据以均数±标准差表示，多样本间采用 检验，多重

比较采用LSD- 检验。＜0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CAL-27/DDP 细胞耐药评价及 IDO1 表达

CAL-27与CAL-27/DDP在不同浓度DDP处理下细

胞增殖抑制率差异均有统计学意义（≥5.12，均 ＜

0.05），见图 1A。CAL-27对 DDP更敏感，其增殖抑

制率明显高于 CAL-27/DDP， 50 也明显低于

CAL-27/DDP，见图 1B ～ C。与 CAL-27 相比，

CAL-27/DDP细胞内 IDO1明显增加（ =10.08， ＜

0.05），见图 1D。
2.2 sh-IDO1对各组增殖抑制率、细胞凋亡率和 50

影响 CAL-27/DDP细胞在转染 sh-IDO1后，IDO1

表达明显下降（ =7.33，＜ 0.05）；32 mol/L DDP刺
激并未影响各组的 IDO1 表达（≤0.51，均 ＞

0.05），见图 2A。32 mol/L DDP刺激下，CAL-27/
DDP组增殖抑制率明显低于 CAL-27 组（ =5.40，
＜ 0.05），但是 sh-IDO1干预能明显升高 CAL-27/

DDP对DDP的敏感性，即 sh-IDO1-CAL-27/DDP组
增殖抑制率与 CAL-27/DDP 组相比明显升高

（ =6.39， ＜ 0.05），见图 2B。32 mol/L DDP刺激

下，CAL-27/DDP 组凋亡率明显低于 CAL-27 组

（ =12.36， ＜ 0.05），但是 sh-IDO1干预能明显升高

CAL-27/DDP对 DDP的敏感性，即细胞凋亡率升高

（ =9.50， ＜ 0.05），见图 2C。sh-IDO1或 NC处理

均可以影响 CAL-27 的 50，NC 处理不能影响

CAL-27/DDP 细胞 IC50，sh-IDO1干预的 CAL-27/

DDP 细 胞（ 50=5.9 mol/L），与 NC 处 理 组

（ 50=16.1 mol/L）相比，降低 63.3%，沉默 CAL-27/
DDP细胞的 IDO1能改善对DDP的耐药性，见图 3。
2.3 sh-IDO1干预后CAL-27/DDP细胞转录组学改

变 IDO敲低后，以 Log2FC＜–1& .adj＜ 0.05为
筛选条件，得到 268个下调基因，见图 4A。对下调
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CAL-27/DDP（ 50=4.8 mol/L）
NC-CAL-27/DDP（ 50=5.1 mol/L）
sh-IDO1-CAL-27/DDP（ 50=4.2 mol/L）

注：DDP为顺铂， 50为半数抑制浓度。A为 NC或 sh-IDO1干预后，各组 CAL-27细胞对 DDP的 50变化；B为 NC或 sh-IDO1干预后，各

组 CAL-27/DDP细胞对 DDP的 50变化；=5
图 3 sh-IDO1干预对 50的影响
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基因进行 kegg分析，发现多个信号通路富集，其中

PI3K-AKT、Drug resistance: antineoplastic（EGFR）及
Cellular senescence是差异有统计学意义的关键富集

通路，见图 4B。利用 Cytoscape软件和 cytohubba工
具对下调基因进行 PPI 分析，得到前 20 基因为

、 、 、 、 、 、 、

、 、 、 、 、 、

、 、 、 、 、

、 及 ，见图 4C。通过韦恩

图可视化分析，比较 PI3K-AKT、Drug resistance:

antineoplastic（EGFR）及 Cellular senescence关键富

集通路中的基因和前 20基因之间的重叠关系，显示

与 3个通路及前 20基因重叠，见图 4D。
2.4 sh-IDO1 处理对各组细胞 IL-6、STAT3 和

pSTAT3表达的影响 与 CAL-27组相比，CAL-27/

DDP组的 IL-6和 pSTAT3表达均明显升高，pSTAT3/
STAT3增加（≥5.63，均 ＜ 0.05），见图 5A～ D。
sh-IDO1干预能明显降低 CAL-27/DDP细胞内 IL-6

和 pSTAT3表达，pSTAT3/STAT3减小（≥4.73，均

＜ 0.05），见图 5A～ D。

3 讨论

IDO是调节色氨酸-犬尿氨酸途径的限速酶，其

在肿瘤细胞中的表达水平明显低于 IDO1，因此针对

肿瘤研究中 IDO 对肿瘤耐药性的影响，主要围绕

IDO1开展[8]。研究发现，IDO1在多种恶性肿瘤中表

达水平明显升高，且与肿瘤的耐药性直接相关[9-10]。

Xiang等 [11] 发现胃癌细胞的迁移与 IDO1的表达呈

正相关，沉默 IDO1的表达能明显抑制胃癌细胞的

迁移。Maleki等[12]研究发现 IDO1的过表达会导致

肺癌细胞对烷化剂，如 DDP等药物的敏感性降低，

同时影响肿瘤的细胞周期，促使细胞增殖。进一步

研究发现，IDO1过表达往往与免疫逃逸现象密切相

关，IDO1过表达促使色氨酸分解为犬尿氨酸，导致

色氨酸迅速耗竭，使局部犬尿氨酸及其代谢产物等

毒性介质大量增加，增加肿瘤细胞免疫逃逸情况，同

时促肿瘤细胞转移 [13-14]。本研究结果表明，耐 DDP

的CAL-27细胞株中 IDO1表达明显升高，伴随着显

著升高的增殖率与凋亡率，印证了 IDO1过表达对

肿瘤细胞的影响。

研究发现 IDO1的过表达往往能促进肿瘤内部

的新生血管生产，如 IDO1过表达的乳腺癌患者微

血管密度明显升高 [15]。除了对血管的影响，研究还

发现，IDO1 的过表达会影响肿瘤细胞的增殖和凋

亡，沉默 IDO1基因能明显抑制结肠癌肿瘤细胞的

增殖和促进肿瘤细胞的凋亡，进一步证实 IDO1不
仅通过免疫抑制作用影响肿瘤细胞的耐药性，同时

可能通过犬尿氨酸的代谢产物如喹啉酸等激活 IL-6/
STAT3信号通路，促进细胞增殖并抑制凋亡发生[16]。

Zhang等 [17]也发现结直肠癌组织中及结肠癌细胞系

中 IDO1 过表达，促进肿瘤细胞 IL-6 分泌，上调 p-
STAT3导致膀胱癌转移。以上研究均提示 IDO1可
能通过 IL-6/STAT3 信号通路调节肿瘤细胞的增殖

和凋亡，进而影响肿瘤细胞的耐药性，但目前仍未有

研究围绕 IL-6/STAT3信号通路开展 IDO1与口腔鳞

癌耐药性的相关研究。

研究发现，IL-6表达水平的升高可促使肿瘤的

发生，促进肿瘤转移，恶化肿瘤微环境[18]。STAT3作

为 IL-6下游的响应转录因子，在多种肿瘤中被激活，

如在乳腺癌中，IL-6/STAT3 信号通路参与癌细胞的
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增殖和凋亡进程 [19]，多项肿瘤相关研究显示 IL-6/

STAT3 信号通路的激活可介导肿瘤细胞耐药，促进

耐药性的产生 [20]。本研究通过对耐药/非耐药的

CAL-27细胞株进行 IDO1沉默的干预，并评价细胞

增殖率和凋亡率，结果表明抑制 IDO1的过表达能

明显改善耐DDPCAL-27细胞株的高增殖率和低凋

亡率，进一步通过全基因组筛查和分析，发现抑制

IDO1表达可能与 IL-6的过表达有关，并且通过生

化研究进一步发现耐药细胞株的 IL-6和pSTAT3水
平明显升高，沉默 IDO1 表达能明显抑制 IL-6 和

pSTAT3的过表达，进一步印证了 IDO1通过 IL-6/
STAT3信号通路影响CAL-27/DPP细胞的增殖和凋

亡过程。IDO1 可能通过调控色氨酸代谢和免疫逃

逸等多种途径影响 IL-6的产生，笔者后续将深入探

讨 IDO1和 IL-6双向调控机制在 OSCC中的角色。

此外，KEEG结果中提高的 PI3K-AKT和 EGFR信

号通路，也在肿瘤进展和耐药性中发挥着关键作用，

它们与 IL-6/STAT3 的相互作用促成了治疗逃逸机

制。EGFR 激活可刺激 PI3K-AKT 和 STAT3通路，

促进细胞存活和增殖。

综上所述，本研究揭示了耐 DDPOSCC肿瘤细

胞的高增殖率和低凋亡率与 IDO1 介导的 IL-6/
STAT3 信号通路有关，从非免疫机制角度探索了

IDO1与耐顺铂 OSCC肿瘤细胞耐药性相关性。
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