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[摘  要]  目的：探讨吲哚胺2,3-双加氧酶（IDO）抑制剂1-左旋-甲基色氨酸（1-L-MT）对树突状细胞（DC）功能的影响，评估其

与DC疫苗联合治疗结直肠癌小鼠移植瘤的效果及免疫机制。方法：采用WB法检测DC中 IDO的表达水平；1-L-MT处理DC

后，流式细胞术分析DC表面标志物（CD11c、CD40、CD80、CD86）的表达变化。将1-L-MT处理的抗原致敏DC与T细胞共培养，

通过检测DC诱导产生的T细胞，评估1-L-MT对DC诱导特异性T细胞增殖能力及其对CD8⁺ T细胞比例的影响。体外细胞毒性

实验检测1-L-MT处理下DC诱导的特异性T细胞对结直肠癌细胞CT26的杀伤作用；建立CT26细胞荷瘤小鼠模型，评估1-L-MT

与DC疫苗联用的安全性、抑瘤效果及生存获益。结果：DC在分化后期 IDO蛋白表达上调，经 1-L-MT处理后其成熟标志物

CD40表达显著上调（P < 0.05），所诱导的抗原特异性T细胞的增殖能力（P < 0.01）、CD8⁺ T细胞的比例（P < 0.05）、对CT26细胞

的特异性杀伤能力（P < 0.01）均显著增强。体内实验表明，1-L-MT 与 DC 疫苗联用未观察到明显毒性，并能显著抑制肿瘤

生长（P < 0.01），延长荷瘤小鼠生存期（P < 0.05）。结论：1-L-MT可通过上调CD40表达促进DC成熟及增强其T细胞活化功能，

与DC疫苗联用显著提升抗原特异性T细胞应答，抑制结直肠癌移植瘤进展、延长荷瘤小鼠生存期。

[关键词]  树突状细胞；吲哚胺2,3-双加氧酶；1-左旋-甲基色氨酸；结直肠癌

[中图分类号]  R730.51；R392.9        [文献标识码]  A         [文章编号]  1007-385x(2025) 11-1115-06

IDO inhibitor 1-L-MT enhances the efficacy of dendritic cell vaccines against 
colorectal cancer
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[Abstract]  Objective: To investigate the impact of indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) inhibitor 1-L-methyltryptophan (1-L-MT) on 

dendritic cell (DC) function and the therapeutic efficacy of combining IDO inhibition with DC vaccination against colorectal cancer. 

Methods: IDO expression in DCs was determined by WB assay. After treatment with 1-L-MT, phenotypic changes in DC surface 

markers were analysed by flow cytometry. Antigen-pulsed DCs pretreated with 1-L-MT were co-cultured with T cells. The subsequent T 

cell response was analyzed to evaluate the effect of 1-L-MT on the capacity of DCs to induce antigen-specific T cell proliferation and to 

modulate the CD8⁺ T cell proportion. In vitro cytotoxicity assays evaluated the tumoricidal activity of 1-L-MT–modulated DC-induced 

antigen-specific T cells against the colorectal cancer cell line CT26. A murine tumor-bearing model was established to assess the safety 

and antitumor efficacy of combined 1-L-MT and DC vaccination. Results: DCs constitutively expressed IDO protein. Following 1-L-MT 

treatment, the maturation marker CD40 was significantly up-regulated (P < 0.05). DCs exposed to 1-L-MT exhibited enhanced capacity 

to promote antigen-specific T-cell proliferation (P < 0.01), increased CD8⁺ T-cell proportion (P < 0.05), and potentiated specific lysis of 

CT26 tumor cells (P < 0.01). In vivo, combined 1-L-MT and DC vaccine markedly suppressed tumor growth (P < 0.01) and prolonged 

survival (P < 0.05). Conclusion: 1-L-MT promotes DC maturation and enhances their immune-activating function by boosting T cell 

activation. Combined with DC vaccination, it significantly amplifies antigen-specific T-cell responses, restrains colorectal cancer 

progression, and extends survival, indicating promising clinical translational potential.
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结直肠癌是全球发病率和病死率均较高的恶性

肿瘤之一[1]。预测显示2020年至2070年其将成为发

病率增幅最显著的癌种之一，防治形势严峻[2-3]。当

前，传统疗法对晚期患者效果有限，亟须开发新型治

疗策略。树突状细胞（dendritic cell, DC）是适应性免

疫应答的关键启动者[4-5]，基于DC的治疗性疫苗通过

提呈肿瘤抗原诱导特异性细胞免疫[6-7]，已在部分肿

瘤治疗中显示出临床效益[8]。然而，DC疫苗疗效常

受制于肿瘤微环境中的抑制因素。例如，吲哚胺2,3-

双加氧酶（indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO）在 IFN-

γ等因子刺激下于DC中高表达[9-11]，通过“色氨酸耗

竭”及毒性代谢物积累抑制T细胞功能[12]，使DC转为

“耐受型”[13-14]，是导致DC疫苗疗效不佳的重要机制。

目前尚少见 IDO抑制剂与DC疫苗联用治疗结直肠

癌的研究报道。本研究旨在探讨 IDO抑制剂1-左旋-

甲基色氨酸（1-L-methyltryptophan, 1-L-MT）与DC疫

苗联合的治疗潜力及该联合策略的免疫机制，为结

直肠癌免疫治疗提供新方向。

1  材料与方法

1.1  细胞、实验动物及主要试剂

BALB/c小鼠，6~8周龄，雌性，购自上海必凯实

验动物有限公司[实验动物合格证号：SCXK（沪）

2023-0009]，饲养于 SPF级屏障设施内，给予实验动

物标准化喂养及管理。小鼠结肠癌CT26细胞购自

ATCC，用含10% FBS的RPMI 1640培养基常规培养。

RPMI 1640 培养基、FBS、胰蛋白酶-EDTA 消化

液、二甲基亚砜（DMSO）、CellTrace Violet 均购自英

潍捷基（上海）贸易有限公司，重组鼠源粒细胞-巨噬

细胞集落刺激因子（rmGM-CSF）、重组鼠源肿瘤坏死

因子 α（rmTNF-α）、重组鼠源白介素-2（rmIL-2）均购

自上海普欣生物技术有限公司，rmIL-4购自美国派

普泰克公司，氯化铵、（2-羟丙基）-β-环糊精购自国药

集团化学试剂有限公司，IFN-γ、CFSE购自BioLegend

公司，CT26特征肽AH1-A5由吉尔生化（上海）有限

公司合成，1-L-MT购自默克公司，BCA蛋白测定试

剂盒、M-PER蛋白抽提试剂盒、ECL显色液试剂盒均

购自赛默飞世尔科技公司，5 × Protein Loading Dye

购自生工生物工程（上海）有限公司，兔抗 IDO1单克

隆抗体、兔抗GAPDH单克隆抗体、抗兔HRP连接抗

体均购自Cell Signaling Technology，抗小鼠CD11c抗

体（PE-594）、抗小鼠 CD40 抗体（PE-Cy7）、抗小鼠

CD80抗体（PE）、抗小鼠CD86抗体（BV421）、抗小鼠

CD3抗体（BV421）、抗小鼠CD4抗体（PE-Cy7）、抗小

鼠 CD8 抗体（BV605）均购自百进生物科技公司，7-

AAD染料购自碧迪医疗器械（上海）有限公司。

1.2  小鼠DC的分组及培养

取6~8周龄的BALB/c小鼠股骨，获得骨髓细胞，

随后使用含有 10 ng/mL GM-CSF、1 ng/mL IL-4 和

10% FBS的DC培养基培养。于培养第 4天加入 10 

ng/mL CT26 特征肽 AH1-A5，第 5 天加入 1 µg/mL 

rmTNF-α以促进其成熟，培养至第7天，收集细胞。

将培养至第4天的DC分为3组：（1）对照组（Neg

组），为培养至第4天时以DMSO致敏的DC；（2）Con

组，为培养至第4天时以10 ng/mL AH1-A5肽致敏的

DC；（3）1-L-MT 组，为培养至第 4 天时以 10 ng/mL 

AH1-A5肽致敏，第5天加入100 µmol/L 1-L-MT培养

的DC。

分别收取培养至第4天和第7天的Con组DC，进

行WB检测；另收取培养至第7天的Neg组、Con组和

1-L-MT 组 DC，分别以 CD11c（PE-594）、CD40（PE-

Cy7）、CD80（PE）、CD86（BV421）流式抗体标记，通

过流式细胞术检测细胞表面标志物的表达。

1.3  WB检测DC中 IDO的表达

分别裂解培养至第4天和第7天的DC并提取总

蛋白，采用 BCA 试剂盒进行蛋白浓度测量后进行

SDS-PAGE及转膜。PVDF膜封闭后，加入兔抗 IDO1

抗体、兔抗 GAPDH 抗体，4 ℃反应过夜。次日用

HRP标记的抗兔二抗室温孵育2 h，最后使用ECL化

学发光显色液，在化学发光成像系统上进行显色、曝

光、信号采集。

1.4  流式细胞术检测DC表面标志

取 1 × 106个培养至第 7天的各组DC，离心后以

PBS 重悬细胞，加入 CD11c（PE-594）、CD40（PE-

Cy7）、CD80（PE）、CD86（BV421）荧光抗体后将细胞

混匀，室温避光孵育 20 min后用 PBS清洗细胞并重

悬，流式细胞仪检测1-L-MT对DC表面标志的影响。

1.5  流式细胞术检测DC诱导刺激T细胞的增殖

取新鲜分离的BALB/c小鼠脾细胞并用CFSE进

行标记，将其与培养至第 7天的Con组和 1-L-MT组

DC按1∶4的比例混合培养。混合细胞按处理条件分

为 3组：（1） Con组，Con组DC与脾细胞共培养；（2）

1-L-MT组，1-L-MT组DC与脾细胞共培养；（3）1-L-

MT+ 组，在1-L-MT组DC与脾细胞共培养的基础上，

额外加入100 µmol/L 1-L-MT直至培养结束。培养至

第5天，收集细胞，加入抗CD3（BV421）、抗CD4（PE-

Cy7）和抗 CD8（BV605）荧光抗体 ，避光孵育 20 

min。清洗并重悬细胞后，通过流式细胞术检测T细

胞增殖情况及CD8⁺ T细胞亚群的比例。

1.6  小鼠骨髓来源DC诱导抗原特异性T细胞

取培养至第 7天的各组成熟DC，分别与新鲜分

离的BALB/c小鼠脾细胞按1∶10的比例混合，共培养
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于含 20 IU/mL rmIL-2和 10%胎牛血清的培养基中。

实验分为 3组：（1）Neg组，使用Neg组DC与脾细胞

共培养诱导T细胞；（2）Con组，使用Con组DC与脾

细胞共培养诱导T细胞；（3）1-L-MT组，使用 1-L-MT

组DC与脾细胞共培养诱导T细胞，并在共培养中全

程添加 100 µmol/L 1-L-MT直至培养结束。共培养 7 d

后，以新鲜培养至第7天对应组别的DC，按相同比例

（1∶10）再次刺激混合细胞，重复此过程共进行 3轮

DC刺激。第 3轮刺激后，继续培养T细胞 7 d，结束

后收集细胞作为效应细胞用于后续体外杀伤实验。

1.7  流式细胞术检测抗原特异性T细胞对CT26靶

细胞的杀伤活性

将各组DC诱导产生的抗原特异性T细胞与经

CFSE标记的CT26细胞分别按10∶1的效靶比进行共

培养。共培养约 5 h后，用 7-AAD对细胞进行染色，

并通过流式细胞术对混合细胞群进行分析，以CFSE

阳性且 7-AAD阳性的细胞比例来量化CT26靶细胞

的特异性杀伤率。

1.8  小鼠骨髓来源DC免疫小鼠

将 6~8周龄的BALB/c小鼠随机分为 3组，分别

为Neg组、Con组和1-L-MT组，通过尾静脉注射相应

组别的成熟DC，每只小鼠注射1 × 10⁶个细胞。每周

进行 1次DC免疫，共 3次，期间，每间隔 48 h根据小

鼠体质量进行1次腹腔注射给药，每次给药前均称量

并记录小鼠体质量。其中，1-L-MT组小鼠每次腹腔

注射 10 mg/mL 1-L-MT 溶液，溶剂为 10%（2-羟丙

基）-β-环糊精溶液（w/v），剂量为 100 mg/kg；其余两

组小鼠则腹腔注射10%（2-羟丙基）-β-环糊精溶液，剂

量为 1 g/kg。每次给药后密切观察并记录小鼠的活

动、摄食、饮水等一般状况。

1.9  体内CTL杀伤实检测DC疫苗免疫后小鼠对靶

细胞的特异性杀伤率

将新鲜制备的BALB/c小鼠脾细胞分为 2组：一

组使用 CellTrace Violet 荧光染料进行染色（对照细

胞），另一组经 CFSE 染色后进一步使用 10 ng/mL 

AH1-A5抗原肽进行刺激（靶细胞）。将2组细胞均调

整至2 × 10⁸个/mL后按1∶1混合，取200 μL混合细胞

悬液通过尾静脉输注给经过3轮DC疫苗免疫的Neg

组、Con组和 1-L-MT组小鼠。输注约 20 h后处死各

组小鼠并取出脾，制备单细胞悬液，通过流式细胞术

检测比较2组脾细胞的分布情况，根据每只小鼠脾脏

中CFSE阳性脾细胞（靶细胞）与CellTrace Violet阳性

脾细胞（对照细胞）的比值来计算不同处理后小鼠体

内CTL对靶细胞的特异性杀伤率。

1.10  CT26荷瘤小鼠模型构建及分组

在 BALB/c 小鼠左侧腋下皮下注射 5 × 10 ⁶个

CT26细胞的悬液，待肿瘤生长至可触及时，采用随机

数表法将小鼠分为4组：阴性对照组（Neg组）、DC疫

苗治疗组（DC组）、DC疫苗联合1-L-MT治疗组（DC+

1-L-MT组）及1-L-MT单独治疗组（1-L-MT组）。

1.11  1-L-MT与DC疫苗联合治疗荷瘤小鼠

于小鼠分组后第 2 天，取培养至第 7 天的各组

DC，经尾静脉向相应组别小鼠输注 1 × 10⁶个 DC。

Neg组小鼠：输注未经AH1-A5肽致敏的Neg组DC；

DC组小鼠：输注经 AH1-A5 肽致敏的 Con组DC；

DC + 1-L-MT 组：输注经 AH1-A5 肽致敏及 1-L-MT

处理的1-L-MT组DC。整个治疗期间，每7 d进行1次

DC输注，共进行3轮治疗。在此期间，DC + 1-L-MT组

与1-L-MT组小鼠每48 h腹腔注射一次浓度为10 mg/

mL的1-L-MT溶液，溶剂为10%（2-羟丙基）-β-环糊精

溶液，剂量为 100 mg/kg。其余两组小鼠则腹腔注射

10%（2-羟丙基）-β-环糊精溶液，剂量为1 g/kg。

1.12  荷瘤小鼠肿瘤测量及生存期记录

自荷瘤实验开始之日起，每2 d采用游标卡尺测

量并记录一次小鼠移植瘤尺寸。分别以a（mm）表示

肿瘤最长径，b（mm）表示最短径，按公式V（mm³） = 

a × b² / 2 计算移植瘤体积。

小鼠生存期自接种肿瘤细胞当日开始计算，人

道终点设定为以下任一事件的发生：小鼠自然死亡、

小鼠移植瘤最长径达到或超过20 mm，或肿瘤体积达

到或超过2 000 mm³。

1.13  统计学处理

用 GraphPad Prism (Version 6.01)软件分析处理

数据，所有实验均独立重复3次。荷瘤小鼠生存期分

析采用Log-rank检验，其余两组间数据比较使用两独

立样本 t检验，以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统

计学意义。

2  结  果

2.1  1-L-MT促进DC表面CD40分子的表达

本研究利用体外培养体系将小鼠骨髓细胞诱导

分化为DC，WB检测DC裂解蛋白结果（图1A）显示，

在细胞培养至第4天时，DC几乎不表达 IDO；而培养

至第7天时，IDO表达显著上升。通过流式细胞术检

测 DC 谱系标志物 CD11c 和 DC 表面的共刺激分子

CD40、CD80、CD86的表达，以评估其成熟状态，结果

（图1B）显示，1-L-MT处理组DC中CD40分子的表达

水平显著高于阴性对照组Neg组（P < 0.01）及常规培

养组 Con 组（P < 0.05），而 CD11c、CD80、CD86 分子

的表达未表现出显著差异。以上结果表明，1-L-MT

可特异性上调成熟DC表面CD40分子的表达。
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A：WB法检测培养第4天和第7天DC的 IDO蛋白表达；B：流式细胞术检测DC接受1-L-MT处理后表面CD40、CD11c、CD80、

CD86分子的表达情况。*P < 0.05，**P < 0.01。

图1    1-L-MT促进DC表面CD40分子的表达

2.2  1-L-MT增强DC介导特异性T细胞的增殖能力

为探究1-L-MT能否逆转DC可能存在的耐受性表

型并增强其功能，比较经 1-L-MT处理与未处理的DC

在诱导T细胞增殖方面的差异。流式细胞术检测结果

显示，与 Con 组相比，1-L-MT 组和 1-L-MT + 组诱导

的抗原特异性 T 细胞增殖的能力显著增强（图2A、

B，P < 0.01）。此外，1-L-MT+组的CD8⁺ T细胞在增殖

细胞中的比例较Con组显著升高（图2C，P < 0.05），而

1-L-MT组和Con组相比无显著差异。

A、B：流式细胞术检测经1-L-MT处理的DC诱导T细胞增殖的情况；C：经1-L-MT处理的DC诱导的增殖T细胞中CD8+ T细胞比

例的统计分析。*P < 0.05，**P < 0.01。

图2    1-L-MT促进DC介导的抗原特异性T细胞增殖并提高CD8⁺ T细胞比例

2.3  1-L-MT增强DC诱导的抗原特异性细胞毒性T

细胞反应

为进一步探究 1-L-MT对DC所诱导T细胞的功

能的影响，进行了体外和体内实验。在体外细胞毒

性实验中，流式细胞术检测结果（图3A）显示，当效靶

比为 10∶1时，Con对照组与 1-L-MT处理组的T细胞

均对CT26靶细胞表现出杀伤作用，1-L-MT组的杀伤

效果显著强于Con组（P < 0.01）。

在体内实验中，首先评估 1-L-MT联合DC策略

的安全性。在为期 21 d的免疫给药过程中，Neg组、

Con组和 1-L-MT组小鼠均未观察到脱毛、行为异常

或摄食量改变等不良反应，且3组小鼠的体重增长趋

势相近，组间无显著差异（图 3B）。为进一步验证策

略的有效性，向接受联合免疫的小鼠输注经AH1-A5

肽预致敏的脾细胞（CFSE染色），未经致敏的脾细胞

（CellTrace Violet染色）作为对照，流式细胞术分析脾

脏中两类细胞的比率以计算特异性杀伤效率。结果

显示，与Neg组相比，Con组经AH1-A5肽致敏的DC

所免疫的小鼠脾脏中 CFSE 阳性的靶细胞与

CellTrace Violet阳性的对照细胞比值减小，表明Con

组小鼠能够对靶细胞特异性杀伤（图3C、D，P < 0.01）；

与单独采用 DC 免疫的 Con 组相比，1-L-MT与DC

联合免疫的1-L-MT组小鼠靶细胞与对照细胞比值进

一步减小，说明 1-L-MT组特异性杀伤能力进一步增

强（图3C、D，P < 0.05）。

A：流式术检测效靶比10∶1时抗原致敏的DC诱导的T细胞对靶细胞CT26的杀伤情况；B：1-L-MT与DC疫苗免疫小鼠周期内小

鼠体质量变化曲线；C：流式术检测经1-L-MT与DC疫苗免疫后小鼠脾脏中CFSE阳性脾细胞（靶细胞）与CellTrace Violet阳性脾

细胞（对照细胞）；D：经流式术检测后，小鼠脾脏中靶细胞与对照细胞的比值即为体内特异性杀伤情况。*P < 0.05，**P < 0.01。

图3    1-L-MT增强DC诱导的T细胞的特异性杀伤效应

··1118



徐蓉蓉, 等 . IDO抑制剂1-L-MT增强树突状细胞疫苗抗结直肠癌疗效

2.4  1-L-MT与DC疫苗联用有效抑制结直肠癌进展

在CT26结肠癌荷瘤小鼠模型中评估不同治疗

方案的抗肿瘤效应。监测肿瘤体积动态变化结果

（图4A、B）显示，与Neg组相比，各治疗组均表现出不

同程度地抑制肿瘤生长效应，其中DC + 1-L-MT组效

果最为显著，其肿瘤生长速率显著低于其他各组

（P < 0.01）。生存分析表明，DC + 1-L-MT联用可显

著延长荷瘤小鼠的生存期（图 4C，P < 0.05），其中位

生存期显著长于DC单药治疗组或1-L-MT单药治疗

组，其生存获益具有统计学意义。

A：荷瘤小鼠移植瘤生长曲线（n = 8）；B：治疗结束后荷瘤小鼠移植瘤体积统计（n = 8）；C：荷瘤小鼠生存曲线（n = 5）。*P < 0.05，
**P < 0.01，***P < 0.001。

图4    1-L-MT与DC疫苗联用抑制小鼠移植瘤生长并延长生存期

3  讨  论

肿瘤的发生及发展是一个多步骤、多因素的复杂

生物学过程[15]，涉及异常的信号通路激活[16-17]、表观遗传

改变[18]、肿瘤微环境重塑[19]等高度复杂的分子机制。肿

瘤相关巨噬细胞[20-22]、骨髓来源抑制性细胞[23]、调节性T

细胞等多种抑制性细胞[24]以及转化生长因子[25-26]、IL-10[27-28]

血管内皮生长因子[29]等抑制性细胞因子共同构成了免

疫抑制型肿瘤微环境，从而促进肿瘤细胞增殖和免疫

逃逸，并引发耐药。单一治疗方式往往难以克服上述

抑制性因素对治疗效果带来的负向影响，联合治疗策

略已经成为当前肿瘤治疗领域的重要发展方向[30-32]。

为此，本研究旨在探索一种新的联合治疗策略：1-L-MT

与DC疫苗联用，以期打破 IDO介导的免疫抑制，增强

抗肿瘤效应。

DC的功能状态直接影响其免疫激活或耐受诱导

能力。本研究发现，IDO在DC分化后期表达上升，提

示其可能作为DC功能调控的关键节点。1-L-MT处理

可显著上调DC表面CD40分子的表达水平，而不影响

CD11c、CD80 及 CD86，表明1-L-MT可能通过特定信

号轴调控DC的成熟微环境。CD40作为DC与T细胞

间交互的关键分子，其上调对于T细胞激活及免疫突触

形成至关重要，这可能是1-L-MT增强DC免疫激活能

力的重要结构基础。这一推论在功能实验中得到了证

实：经1-L-MT处理的DC能更有效地诱导抗原特异性

T细胞增殖并提高其中CD8⁺ T细胞的比例。众所周知，

CD8+ T细胞在抗肿瘤效应中发挥着核心作用。本研究

中，与单一DC的作用相比，1-L-MT的处理显著增强了

DC诱导的细胞毒性T淋巴细胞对靶细胞的杀伤能力，

这与前述结果呼应，明确了1-L-MT通过调控DC进而

系统增强CTL应答的途径。在结直肠癌荷瘤小鼠模型

中，1-L-MT与DC疫苗联合治疗未引发明显毒性反应，

小鼠体内肿瘤生长得到有效抑制、生存期显著延长，展

现出1-L-MT与DC疫苗联合治疗结直肠癌肿瘤的协

同增效效应。上述结果表明，1-L-MT通过解除 IDO

阳性DC的“耐受状态”，促进其成熟与共刺激功能（如

CD40表达上调），进而提高了其促T细胞增殖的能力，

引发更显著的抗肿瘤免疫应答。

综上，本研究将 1-L-MT与DC疫苗联合应用于

小鼠结直肠癌CT26细胞移植瘤的治疗，通过体内外

实验系统评估了两者的协同抗肿瘤效果，证实了

1-L-MT与DC疫苗联用策略能够通过促进DC成熟

与细胞毒性T淋巴细胞应答，诱导更为显著的抗肿瘤

效应。本研究不仅为1-L-MT联合DC疫苗治疗结直

肠癌的临床转化提供了临床前依据，也为拓展 IDO

靶向治疗与细胞免疫治疗相结合的联合免疫治疗策

略提供了新方向。
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