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吲哚胺 2，3-双加氧酶 1上调促进骨包虫组织浸润和免疫逃逸的机制研究

吴秀凯，杜彩梅，麻俊超，何佳奇，谢增如　（新疆医科大学第一附属医院创伤骨科，新疆 乌鲁木齐 830054）

［摘 要］　目的　探讨吲哚胺 2，3-双加氧酶 1（IDO1）上调促进骨包虫病（BHD）组织浸润和免疫逃逸的分子机制。方法　免疫

荧光染色检测手术切除的BHD囊肿组织和膝关节骨关节炎（OA）组织中M2表型巨噬细胞表面标志物CD206和CD163的表达以及

IDO1的表达。Pearson相关系数法分析BHD组织中每视野下CD206+CD163+巨噬细胞和 IDO1+细胞数量的相关性。体外培养人单核

细胞白血病细胞系THP1，诱导THP1细胞向M2表型极化，并在诱导处理中添加包虫抗原B（EgB）。细胞分组 1：Control组、EgB处理

组，CCK-8法测定各组细胞增殖能力。细胞分组 2：M0诱导-Control组、M1诱导-Control组、M2诱导-Control组、M0诱导-EgB处理组、

M1诱导-EgB处理组、M2诱导-EgB处理组，使用RT-qPCR法测定CD68、F4/80、转化生长因子β1（TGF-β1）、CD86和CD163 mRNA的

表达水平；Western blot检测M2诱导-Control组、M2诱导-EgB处理组细胞中 IDO1和 TGF-β1蛋白表达。细胞分组 3：M2诱导-Control
组、M2诱导-EgB处理组、M2诱导-EgB+shRNA-IDO1组、M2诱导-EgB+shRNA-NT组、M2诱导-EgB+OE-IDO1组、M2诱导-EgB+vector
组，RT-qPCR法测定细胞中CD68和CD163 mRNA的表达水平，Western blot检测细胞中 IDO1、TGF-β1、细胞程序性死亡蛋白-1（PD-1）、
磷酸肌醇 3-激酶（PI3K）、p-PI3K、蛋白激酶B（Akt）、p-Akt、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）和 p-mTOR表达。结果　与OA组织相

比，BHD组织中每视野下 IDO1+细胞数、CD206+CD163+巨噬细胞数显著增加（P<0. 05）。Pearson相关系数法分析结果显示，每视野下

IDO1+细胞数与该视野下CD206+CD163+巨噬细胞数呈正相关（r=0. 933 1，P<0. 01）。与Control组相比，EgB处理组THP1细胞增殖能

力增强（P<0. 01）。与M0诱导-Control组相比，M0诱导-EgB处理组M0表型极化标志物CD68和F4/80 mRNA表达水平升高（P<0. 01）；

与M2诱导-Control组相比，M2诱导-EgB处理组M2表型极化标志物CD68和CD163 mRNA表达水平升高（P<0. 01）；M1诱导-Control
组和M1诱导-EgB处理组TNF-α和CD86 mRNA表达水平无统计差异（P>0. 05）。与 M2 诱导 -Control 组相比，M2 诱导 -EgB 处理组

IDO1、TGF-β1、PD-1 蛋白表达水平，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR水平均升高（P<0. 05）。与M2诱导-EgB处理组相比，

M2诱导-EgB+shRNA-IDO1组CD68和CD163 mRNA表达水平，IDO1、TGF-β1、PD-1蛋白表达水平，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/
mTOR水平均降低（P<0. 05）；M2诱导-EgB+OE-IDO1组CD68和CD163 mRNA表达水平，IDO1、TGF-β1、PD-1蛋白表达水平，p-PI3K/
PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 水平均升高（P<0. 05）。结论　EgB 能够增强 IDO1 的表达，刺激巨噬细胞向 M2 表型极化并激活

TGF-β1、PD-1、PI3K/Akt/mTOR等信号通路，介导形成骨包虫感染时的免疫抑制微环境。
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Mechanism of upregulated indoleamine 2,3-dioxygenase 1 in promoting tissue infiltration and immune evasion 
of bone hydatid disease
WU Xiu-kai，DU Cai-mei，MA Jun-chao，HE Jia-qi，XIE Zeng-ru　（Department of Traumatic Orthopedics， the First Affiliated 
Hospital of Xinjiang Medical University， Urumqi Xinjiang 830054， China）

Abstract: Objective　To explore the molecular mechanisms of upregulated indoleamine 2，3-dioxygenase 1 （IDO1） in promoting tissue 
infiltration and immune evasion of bone hydatid disease （BHD）. Methods　Immunofluorescence staining was used to detect the expression 
of surface markers CD206 and CD163 on M2 phenotype macrophages， as well as IDO1 expression in the surgically resected BHD cyst tissues 
and knee osteoarthritis （OA） tissues.  Pearson correlation analysis was conducted to analyze the correlation between the number of 
CD206+CD163+ macrophages and IDO1+ cells per visual field in BHD tissues.  The human monocyte leukemia cell line THP1 was cultured in 
vitro.  THP1 cells were induced to polarize towards the M2 phenotype， and the hydatid cyst fluid native antigen B （EgB） was added during 
the induction process.  For cell experiment Group 1， cells were divided into the Control group， the EgB-treated group.  CCK-8 assay was 
used to detect the cell proliferation ability.  For cell experiment Group 2， cells were divided into the M0-induced-Control group， the M1-

induced-Control group， the M2-induced-Control group， the M0-induced-EgB-treated group， the M1-induced-EgB-treated group， and the 
M2-induced-EgB-treated group.  RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels of CD68， F4/80， transforming growth factor-β1 
（TGF-β1）， CD86， and CD163.  Western blot was used to detect the protein expression levels of IDO1 and TGF-β1 in the M2-induced-
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Control group and the M2-induced-EgB-treated group.  For cell experiment Group 3， cells were divided into the M2-induced-Control group， 
the M2-induced-EgB-treated group， the M2-induced-EgB+shRNA-IDO1 group， the M2-induced-EgB+shRNA-NT group， the M2-induced-

EgB+OE-IDO1 group， and the M2-induced-EgB+vector group.  RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels of CD68 and 
CD163 in cells.  Western blot was used to detect the expression levels of IDO1， TGF- β1， programmed cell death protein 1 （PD-1）， 
phosphoinositol 3-kinase （PI3K），p-PI3K， protein kinase B（Akt）， p-Akt， mammalian target of rapamycin（mTOR） and p-mTORin cells.
Results　Compared with OA tissues， the numbers of IDO1+ cells and CD206+CD163+ macrophages per visual field in BHD tissues were 
significantly increased （P<0. 05）.  Pearson correlation analysis results showed that the number of IDO1+ cells per visual field was positively 
correlated with the number of CD206+CD163+ macrophages per visual field （r=0. 933 1， P<0. 01）.  Compared with the Control group， the 
proliferation ability of THP1 cells in the EgB-treated group was enhanced （P<0. 01）.  Compared with the M0-induced-Control group， the 
mRNA expression levels of M0 phenotype polarization markers CD68 and F4/80 in the M0-induced-EgB-treated group were increased （P<0. 01）.  
Compared with the M2-induced-Control group， the mRNA expression levels of M2 phenotype polarization markers CD68 and CD163 in the M2-

induced-EgB-treated group were increased （P<0. 01）.  There was no statistically significant difference in the mRNA expression levels of TNF-α 
and CD86 between the M1-induced-Control group and the M1-induced-EgB-treated group （P>0. 05）.  Compared with the M2-induced-

Control group， the protein expression levels of IDO1， TGF-β1， and PD-1， as well as the ratios of p-PI3K/PI3K， p-Akt/Akt， and p-mTOR/
mTOR in the M2-induced-EgB-treated group were increased （P<0. 05）.  Compared with the M2-induced-EgB-treated group， the mRNA 
expression levels of CD68 and CD163， the protein expression levels of IDO1， TGF-β1， and PD-1， and the ratios of p-PI3K/PI3K， p-Akt/
Akt， and p-mTOR/mTOR in the M2-induced-EgB+shRNA-IDO1 group were all decreased （P<0. 05）； while the mRNA expression levels of 
CD68 and CD163， the protein expression levels of IDO1， TGF-β1， and PD-1， and the ratios of p-PI3K/PI3K， p-Akt/Akt， and p-mTOR/
mTOR in the M2-induced-EgB+OE-IDO1 group were all increased （P<0. 05）. Conclusion　EgB can enhance the expression of IDO1 to 
stimulate the polarization of macrophages toward the M2 phenotype， and activate the TGF-β1， PD-1， PI3K/Akt/mTOR signaling pathways， 
thereby mediating the formation of immunosuppressive microenvironment during bone echinococcosis infection.

Keywords: bone hydatid disease； M2 phenotype macrophage； indoleamine 2，3-dioxygenase 1； immune evasion； hydatid cyst fluid 
native antigen B

囊性棘球绦虫病（cystic echinococcosis，CE）感染

骨骼可引发骨包虫病（bone hydatid disease，BHD），其

患病率占所有CE的 0. 5%~4. 0%[1]，好发于脊柱、骨盆、

股骨、胫骨等部位[2]。BHD 感染多起于侵袭阻力较小

的松质骨和长管骨的干垢端，在松质骨骨道形成多个

囊肿，CT影像可见“虫蛀状”“鼠洞状”改变[3-4]，其组织

病理学特征类似癌变增生，且不伴有新骨形成[5]。骨

包虫囊肿在松质骨中的逐步浸润及其免疫逃逸机制

是目前该领域的研究重点。巨噬细胞是一种异质性

的先天性髓样细胞群体，具有高度的可塑性，能够极

化为炎症性M1表型或抗炎性M2表型巨噬细胞[6]。其

中M2表型巨噬细胞可参与免疫抑制[7]。吲哚胺 2,3-双

加氧酶 1（indoleamine 2,3-dioxygenase 1，IDO1）可刺激

淋巴细胞上调细胞程序性死亡蛋白 -1（programmed 
cell death protein 1，PD-1）的表达，进而形成免疫抑制

性微环境[8]。本研究拟联合分析手术切除的骨包虫囊

肿组织和体外细胞实验，深入探讨包虫抗原B（hydatid 
cyst fluid native antigen B，EgB）和 IDO1 促进巨噬细胞

向M2表型极化的作用以及二者在包虫向骨侵袭过程

中参与介导免疫抑制微环境的相关机制。

1　材料与方法

1. 1　材料

人单核细胞白血病细胞系 THP1购自武汉普诺赛

生命科技有限公司。抗 IDO1（批号：12-72378-11）、

CD68（批号：35-24758-09）、CD163（批号：14-28356-17）
一抗，FITC-标记山羊抗小鼠 IgG二抗（批号：24-13825-

39）、Alexa Fluor 594-标记山羊抗小鼠 IgG 二抗（批号：

43-27639-32）；转化生长因子 β1（transforming growth 
factor-β1，TGF-β1；批号：34-48362-71）、PD-1（批号：52-

35821-31）、磷酸肌醇 3-激酶（phosphoinositol 3-kinase，
PI3K；批号：18-336443-72）、p-PI3K（批号：44-494762-

28）、蛋 白 激 酶 B（protein kinase B，Akt；批 号 ：33-

483853-65）、p-Akt（批号：57-15624-43）、哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR；批

号：29-241967-34）、p-mTOR（批号：19-426718-26）、

GAPDH（批号：83-416373-55）一抗，HRP-标记山羊抗

小鼠 IgG 二抗（批号：31-70339-52）购自赛默飞世尔科

技（上海）有限公司。EgB（批号：K31428-01）购自上海

科梦达生物科技有限公司。脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS；批号：258-33-926）、人白细胞介素-4（interleukin-4，
IL-4；批 号 ：362-77-594）、佛 波 酯（phorbol myristate 
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acetate，PMA；批号 269-73-548）购自默克化工技术（上

海）有限公司。CCK-8 检测试剂盒（批号：001-CK-

7954）购自北京兰博利德商贸有限公司。

1. 2　临床样本

收集我院病理科 2016年至 2024年经手术治疗的

16 例 BHD 患者的骨包虫囊肿组织（BHD 组织），经福

尔马林固定、石蜡包埋。BHD患者中男 10例，女 6例；

年龄（47. 6±12. 3）岁；感染部位：肩胛骨（2 例），股骨

（7 例），骶骨（2 例），髂骨（1 例），脊椎骨（4 例）；病程

（4. 1±1. 2）年；骨包虫囊肿组织包虫抗体检测：Anti 
EgCF-Ab 阳性细胞数 21. 26 个，Anti EgP-Ab 阳性细胞

数 20. 17 个，Anti EgB-Ab 阳性细胞数 23. 31 个，Anti 
Em2-Ab 阳性细胞数 26. 43 个。同时选取我院行手术

治疗的 16 例膝关节骨关节炎（osteoarthritis，OA）患者

的膝关节组织样本（OA组织）。本研究经我院伦理委

员会审核批准（批准号：K201509-18）。

1. 3　免疫荧光染色

OA 组织和 BHD 组织石蜡切片经二甲苯脱蜡、梯

度乙醇水化处理后，在 EDTA 修复液中煮沸 10 min 进

行抗原修复。切片自然冷却，滴加 10% 山羊血清，室

温封闭30 min；滴加0. 1% Triton X-100室温处理10 min。
随后向切片滴加 IDO1（1∶400）、CD68（1∶400）、CD163
（1∶400）一抗，4 ℃避光孵育过夜；次日，滴加 FITC-标

记抗小鼠 IgG 二抗（1∶600）、Alexa Fluor 594-标记抗小

鼠 IgG 二抗（1∶600），室温孵育 1 h。DAPI染色液染细

胞核，中性树胶封片。倒置荧光显微镜下观察和拍

照 ，并 计 数 每 视 野 下 IDO1+ 细 胞 数 和 该 视 野 下

CD206+ CD163+巨噬细胞数。

1. 4　细胞培养、分组和处理

THP1细胞培养于含 10%胎牛血清和 10 U/mL青-
链霉素的完全 RPMI 1640 培养液中，置于 5% CO2、
37 ℃恒温湿润的细胞孵育箱中培养。

细胞分组1：Control组（细胞不做任何处理）、EgB处

理组（细胞培养物中滴加EgB抗原50 ng/mL处理48 h）。
细胞分组 2：M0 诱导-Control 组、M1 诱导-Control

组、M2诱导-Control组，细胞分别进行M0、M1或M2表

型极化诱导；M0 诱导-EgB 处理组、M1 诱导-EgB 处理

组、M2诱导-EgB处理组，细胞分别进行M0、M1或M2表

型极化诱导，并滴加EgB抗原（50 ng/mL）联合处理48 h。
细胞分组 3：M2诱导-Control组、M2诱导-EgB处理

组、M2诱导-EgB+shRNA-IDO1组（M2表型极化诱导并

滴加 EgB 抗原 50 ng/mL 后，转染 shRNA-IDO1 慢病

毒）、M2 诱导-EgB+shRNA-NT 组（M2 表型极化诱导并

滴加 EgB 抗原 50 ng/mL 后，转染 shRNA-NT 慢病毒）、

M2 诱导 -EgB+OE-IDO1 组（M2 表型极化诱导并滴加

EgB抗原50 ng/mL后，转染OE-IDO1慢病毒）、M2诱导- 
EgB+vector 组（M2 表型极化诱导并滴加 EgB 抗原

50 ng/mL后，转染空载慢病毒）。

THP1 细胞向不同表型巨噬细胞极化的诱导：于

细胞培养物中加入 100 ng/mL PMA 诱导处理 48 h，诱
导 THP1 细胞向 M0 表型巨噬细胞极化。于细胞培养

物中加入 100 ng/mL PMA 和 100 ng/mL LPS 诱导处理

48 h，诱导 THP1细胞向 M1表型巨噬细胞极化。于细

胞培养物中加入 100 ng/mL PMA和 20 ng/mL IL-4诱导

处理48 h[8]，诱导THP1细胞向M2表型巨噬细胞极化。

细胞转染：采用慢病毒载体 pSLenti-CMV-EGFP-

3xFLAG-WPRE 介导 IDO1 的过表达（OE-IDO1），空载

体慢病毒为 vector。IDO1的开放阅读框扩增引物正向

5´ -GAGGAGCAGACTACAAGAATG-3´，反向 5´ -TAGT
CCCAGCTACTCGGGAG-3´。采用慢病毒载体 pCLenti-
U6-shRNA-CMV-EGFP-WPRE 介导 IDO1 的敲低表达

（shRNA-IDO1）。shRNA-IDO1 序列 5´-GGCAAAGGTC
ATGGAGATGTC-3´，shRNA-IDO1 的对照（shRNA-NT）
序列 5´-GCGTCACAATGCTATTGAAGC-3´。慢病毒颗

粒的包装实验委托和元生物技术（上海）股份有限公

司完成，慢病毒颗粒的感染滴度为9. 98×109 TU/mL。
1. 5　RT-qPCR

对细胞分组 2和细胞分组 3的细胞进行检测。每

皿6孔板细胞培养物中加入1 mL TRIzol裂解液裂解细

胞。使用RNA Easy Fast动物组织/细胞总RNA提取试

剂盒提取总RNA。使用 FastKing cDNA第一链合成试

剂盒（去基因组）反转录合成 cDNA，并用 FastFire快速

荧光定量 PCR 预混试剂（SYBR Green）进行 RT-qPCR
反应。M0表型巨噬细胞标志物为CD68和F4/80；M1表

型巨噬细胞标志物为肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 
factor α，TNF-α）和 CD86；M2 表型巨噬细胞标志物为

CD68和CD163[11]。RT-qPCR扩增引物序列见表1。
表1　RT-qPCR引物序列

引物

CD68

F4/80

TNF-α

CD86

CD163

GAPDH

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

引物序列（5´-3´）
CATGGAAATGCCACGGTTC

CTAGCCCAACCTCCAAGGAGA
CCGTAACCTTGCACTGTGAG

TACAGGTGCCAGAGAGGTCTC
GGGGGCCCCAGGGCTCCAGGC

GTTCCCCAGGGACCTCTCTC
TTCTATGGAAATGGAAGAAG

GCGTGTTTTTAAAAGTTCG
GAGTCAGCTCTTTGGGATTG
CGCGTGGAGGGAATATGTG

CTTTTAACTCTGGTAAAGTGG
CATGGCACCGTCAAGGCTGAG
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1. 6　CCK-8法

采用 CCK-8检测试剂盒，按照说明书的操作测定

450 nm波长处吸光值（A 450 nm），以评估细胞的增殖

能力。

1. 7　Western blot
取细胞分组 2、3 中的细胞，每皿 6 孔板细胞培养

物中加入 1 mL RIPA 裂解液裂解细胞。提取总蛋白，

常规进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，采用半干电转印法转

至 PVDF 膜上。采用 5% 脱脂奶粉封闭膜室温下封闭

1 h。膜上滴加一抗工作液，4 ℃避光孵育过夜；次日，

滴加二抗工作液，室温孵育 1 h。采用ECL化学发光底

物对目的条带进行显影。抗体工作液稀释度如下：

IDO1（1∶1 500）、TGF-β1（1∶1 500）、PD-1（1∶1 500）、

p-PI3K（1∶1 500）、PI3K（1∶2 000）、p-Akt（1∶1 500）、

Akt（1∶2 000）、p-mTOR（1∶1 500）、mTOR（1∶2 000）、

GAPDH（1∶1 500）一抗；HRP-标记 IgG二抗（1∶6 000）。

1. 8　统计学方法

采用GraphPad v10软件进行统计学处理。计量数

据以均数±标准差（x̄±s）表示，2 组间比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析（one way ANOVA），组
间两两比较采用事后Turkey´s检验。Pearson相关系数法

分析 IDO1+细胞数与CD206+CD163+巨噬细胞数的相关

性。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　BHD 组织中 IDO1+细胞数和 CD206+ CD163+巨噬

细胞数呈正相关

免疫荧光染色结果显示，与OA组织相比，BHD组

织中每视野下 IDO1+细胞数显著增加（P<0. 05）；与OA
组织相比，BHD组织中每视野下CD206+CD163+巨噬细

胞数显著增加（P<0. 05），且在 IDO1+细胞数量较多的

视野中CD206+CD163+巨噬细胞数量也较多（P<0. 05），

见图 1a、b。Pearson 相关性分析结果显示，每视野下

IDO1+细胞数与该视野下CD206+CD163+巨噬细胞数呈

正相关（r=0. 933 1，P<0. 01），见图 1c。这提示BHD组

织中 IDO1+细胞和CD206+CD163+巨噬细胞存在共定位

情况，IDO1+细胞可能招募了 CD206+CD163+巨噬细胞

在周围组织大量浸润。

2. 2　EgB处理后巨噬细胞向M2表型极化

CCK-8法结果显示，与Control组相比，EgB处理组

THP1细胞增殖能力增强（P<0. 05），见图2a。RT-qPCR
法结果显示，与 M0 诱导-Control 组相比，M0 诱导-EgB
处理组M0表型极化标志物CD68和 F4/80 mRNA表达

水平升高（P<0. 05）；与 M2诱导-Control组相比，M2诱

导 -EgB 处理组 M2 表型极化标志物 CD68 和 CD163 
mRNA 表达水平升高（P<0. 05）；M1 诱导-Control 组和

M1 诱导-EgB 处理组 TNF-α 和 CD86 mRNA 表达水平

无统计差异（P>0. 05），见图2b~d。
2. 3　EgB处理后巨噬细胞中 IDO1、TGF-β1表达上调

Western blot检测结果显示，与 M2诱导-Control组
相比，M2诱导-EgB处理组 IDO1和TGF-β1蛋白表达水

平升高（P<0. 05），见图3。
2. 4　敲低/过表达 IDO1 对 EgB 处理后对 M2 表型巨噬

细胞极化的影响

Western blot结果显示，与M2诱导-Control组相比，

M2诱导-EgB处理组 IDO1的表达水平升高（P<0. 05）；

与 M2 诱导 -EgB+shRNA-NT 组相比，M2 诱导 -EgB+
shRNA-IDO1组 IDO1的表达水平降低（P<0. 05）；与M2
诱导 -EgB+vector 组相比，M2 诱导 -EgB+OE-IDO1 组

IDO1的表达水平升高（P<0. 05），见图4a。
RT-qPCR 检测结果显示，与 M2 诱导-Control 组相

比，M2诱导-EgB处理组 CD68和 CD163 mRNA表达水

平升高（P<0. 05）；与 M2 诱导-EgB 处理组相比，M2 诱

导-EgB+shRNA-IDO1 组 CD68 和 CD163 mRNA 表达水

平降低（P<0. 05），M2 诱导 -EgB+OE-IDO1 组 CD68 和

CD163 mRNA表达水平升高（P<0. 05），见图4b、c。
2. 5　敲低/过表达 IDO1 对 EgB 处理后 M2 表型巨噬细

胞中PI3K/Akt/mTOR和TGF-β1/PD-1的影响

Western blot检测结果显示，与 M2诱导-Control组
相比，M2 诱导-EgB 处理组 TGF-β1、PD-1 蛋白表达水

平，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 水平上调

（P<0. 05）；与M2诱导-EgB处理组相比，M2诱导-EgB+
shRNA-IDO1 组 TGF-β1、PD-1 蛋白表达水平，p-PI3K/
PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 水平下调（P<0. 05），

M2 诱导 -EgB+OE-IDO1 组 TGF-β1、PD-1 蛋白表达水

平，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 水平上调

（P<0. 05），见图5。
3　讨论

在包虫感染骨组织，特别是松质骨的过程中，骨

包虫囊肿有外生性，并且具有通过 IL-9激活周围破骨

细胞进行骨侵蚀的行为[4]。EgB 是包虫囊肿液原生抗

原，可直接刺激增强破骨细胞分化[9]。BHD囊肿的 CT
扫描特征显示其具有侵袭周围骨组织的行为并逃避

宿主的免疫杀伤，提示其可能通过某些分子机制，形

成免疫耐受、免疫抑制的微环境[10]。
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a：CCK-8 法测定细胞增殖能力；b：M0 表型极化标志物 mRNA 表达水平测定结果；c：M1 表型极化标志物 mRNA 表达水平测定结果；

d：M2表型极化标志物mRNA表达水平测定结果   *：P<0.05
图2　THP1细胞增殖能力和向不同表型巨噬细胞极化标志物水平测定结果

a：免疫荧光染色；b：BHD 组织和 OA组织中每视野下 IDO1+细胞数和每视野下 CD206+CD163+巨噬细胞数散点图；c：Pearson相关性分

析散点图   *：P<0.05
图1　BHD组织和OA组织中 IDO1+和CD206+CD163+免疫荧光染色结果
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M2 表型巨噬细胞通过分泌包括 TGF-β、IL-10、
PD-1 等在内的免疫抑制因子来抑制适应性和先天性

免疫反应，介导免疫抑制微环境[11-12]。巨噬细胞内

PI3K/Akt 信号通路激活后，可介导其向 M2 表型极

化[13]。M2 表型巨噬细胞上调胞内 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路，可介导免疫抑制微环境和癌细胞免疫逃逸[14]。

本研究结果显示，与OA组织相比，BHD组织中每视野

下 CD206+CD163+巨噬细胞数显著增加，提示 M2 表型

巨噬细胞增多。*：P<0.05
图3　Western blot检测细胞中 IDO1、TGF-β1蛋白表达水平

a：Western blot测定细胞中 IDO1的表达水平；b、c：RT-qPCR测定细胞中CD68和CD163 mRNA的表达水平    *：P<0.05
图4　THP1细胞不同处理组细胞中 IDO1的表达水平和细胞向不同表型巨噬细胞极化标志物水平测定结果

*：P<0.05
图5　THP1细胞不同处理组细胞中免疫抑制相关因子表达水平
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本研究 Pearson 相关性分析结果显示，每视野下

IDO1+细胞数与该视野下CD206+CD163+巨噬细胞数呈

正相关，提示 BHD 组织中 IDO1+ 细胞可能招募了

CD206+CD163+巨噬细胞在周围组织大量浸润。本研

究体外细胞实验结果显示，与M2诱导-Control组相比，

M2 诱导 -EgB 处理组 M2 表型极化标志物 CD68 和

CD163 mRNA 表达水平升高，提示 EgB 处理促进了巨

噬细胞向M2表型极化。与M2诱导-EgB处理组相比，

M2 诱导 -EgB+shRNA-IDO1 组 CD68 和 CD163 mRNA
表达水平降低，M2 诱导 -EgB+OE-IDO1 组 CD68 和

CD163 mRNA 表达水平升高，提示敲低/过表达 IDO1
分别能够抑制/促进巨噬细胞向M2表型极化。研究显

示，IDO1和包括PD-L1等在内的数种免疫检查点分子

协同上调表达，可介导癌组织微环境免疫耐受和免疫

逃逸[15]。IDO1抑制剂能够增敏抗 PD-1抗体的抗癌疗

效[16]。因此，可以推断BHD囊肿组织可能通过上调周

围组织中 IDO1表达并介导激活巨噬细胞向M2表型极

化，形成免疫抑制微环境。TGF-β1、PD-1、PI3K/Akt/
mTOR 信号通路与 M2 表型巨噬细胞共同参与介导免

疫抑制微环境。本研究体外实验结果显示，EgB 能够

通过上调 IDO1 的表达，激活 TGF-β1、PD-1、PI3K/Akt/
mTOR 等信号通路，介导免疫抑制微环境；分别敲低/
过表达 IDO1 将阻遏/增强上述信号通路的活化水平，

抑制/促进巨噬细胞向M2表型极化，介导抑制/促进免

疫抑制微环境的形成。

综上，EgB 能够上调 IDO1 的表达，刺激巨噬细胞

向 M2表型极化并激活 TGF-β1、PD-1、PI3K/Akt/mTOR
等信号通路，介导免疫抑制微环境。未来需通过动物

实验模型验证 BHD 囊肿组织逃避免疫监视是否通过

上调 IDO1的表达激活M2表型巨噬细胞实现。
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