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[摘  要]  目的：检测食管鳞状细胞癌（ESCC）患者血清中高迁移率族蛋白B1（HMGB1）和吲哚胺-2，3-双加氧酶（IDO）的表达

水平并探讨两者与临床病理特征及淋巴细胞亚群的相关性。方法：选取2021年3月至2022年8月在河北医科大学第四医院初

次住院治疗的 95 例 ESCC 患者作为 ESCC 组，另选取 40 例健康体检人群作为对照组。ELISA 法检测全部研究对象的血清

HMGB1和 IDO水平及不同组ESCC细胞培养上清中HMGB1、IDO和p65水平，流式细胞术检测全部研究对象外周血淋巴细胞亚

群水平。WB法检测仅敲低HMGB1基因表达或敲低HMGB1后再加入NF-κB信号通路激活剂对ESCC细胞HMGB1、IDO和p65

表达的影响。结果：ESCC组患者血清HMGB1和 IDO水平明显高于对照组（均P<0.01）；血清HMGB1和 IDO表达水平升高是

ESCC临床进展的独立危险因素（均P<0.01），二者联合检测对ESCC临床进展预测价值更高（P<0.01）；血清HMGB1和 IDO与

ESCC患者的T分期、N分期和临床分期有明显关联（均P<0.05）； ESCC组患者血清HMGB1与外周血CD3+ T细胞、CD4+ T细胞、

B细胞和NK细胞绝对计数值呈显著负相关，而与Treg细胞百分率呈显著正相关（均P<0.05），血清 IDO与外周血CD3+ T细胞百

分率和绝对计数值、CD4+ T细胞百分率和绝对计数值、CD8+ T细胞和B细胞绝对计数值呈显著负相关，而与Treg细胞百分率呈

显著正相关（均P<0.05）；血清HMGB1和 IDO表达水平呈显著正相关（P<0.01）。si-HMGB1组KYSE30和ECA109细胞及其培养

上清液中 IDO和p65表达水平明显低于 si-NC组和 si-HMGB1+PMA组（均P<0.05）。结论：血清HMGB1和 IDO与ESCC临床进

展和机体免疫功能密切相关，具有成为ESCC肿瘤标志物和免疫治疗新靶点的潜力。HMGB1可能通过NF-κB信号通路促进

IDO表达，进行双靶点联合治疗可能会取得更好的疗效。
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Changes of serum HMGB1 and IDO levels in patients with esophageal squamous 
cell carcinoma and their clinical significance
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of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the expression levels of high mobility group protein 1 (HMGB1) and indoleamine-2, 3-

dioxygenase (IDO) in serum of patients with esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and their correlation with clinicopathologic 

features and lymphocyte subsets. Methods: Ninety-five ESCC patients initially hospitalized in the Fourth Hospital of Hebei Medical 

University from March 2021 to August 2022 were selected as the ESCC group, and the other 40 healthy subjects who underwent 

physical examination were selected as the control group. The serum levels of HMGB1 and IDO of all subjects and the contents of 

HMGB1, IDO and p65 in the supernatant of ESCC cell culture in different groups were detected by ELISA. The lymphocyte subsets in 

the peripheral blood of all subjects were detected by flow cytometry. WB was performed to determine the effect of HMGB1 knockdown 

as well as HMGB1 knockdown followed by addition of NF-κB signaling pathway activator on the expression levels of HMGB1, IDO 

and p65 in ESCC cells. Results:The serum levels of HMGB1 and IDO in ESCC group were significantly higher than those in control 

group (all P<0.01). Elevated serum HMGB1 and IDO levels were the independent risk factors for clinical progression of ESCC (all 

P<0.01), and their combined detection showed a higher predictive value for the clinical progression of ESCC (P<0.01). Serum HMGB1  

and IDO levels were significantly correlated with T stage, N stage and clinical stage in ESCC patients (all P<0.05); Serum HMGB1 

levels in ESCC group was negatively correlated with the absolute counts of CD3+ T cells, CD4+ T cells, B cells and NK cells in 

peripheral blood, and positively correlated with Treg cell percentage (all P<0.05); while serum IDO levels was negatively correlated 

with percentage and absolute count of CD3+ T cells, CD4+ T cells, and absolute counts of CD8+ T cells and B cells in peripheral blood, 
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but positively correlated with the percentage of Treg cells (all P<0.05). Serum HMGB1 was positively correlated with IDO (P<0.01). 

The expression levels of IDO and p65 in KYSE30 and ECA109 cells and their culture supernatant in si-HMGB1 group were 

significantly lower than those in si-NC group and si-HMGB1+PMA group (all P<0.05). Conclusion: Serum HMGB1 and IDO are 

closely related to the clinical progression of ESCC and immune function of ESCC patients, and have the potential to serve as tumor 

markers and new immunotherapy targets of ESCC. HMGB1 may promote IDO expression through NF-κB signaling pathway, and dual-

target combination therapy may achieve better efficacy.

[Key words]  high mobility group box 1 (HMGB1); indoleamine-2, 3-dioxygenase (IDO); lymphocyte subsets; esophageal squamous 

cell carcinoma (ESCC); combination therapy

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(7):603-611. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.07.008]

食管癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，在中国

以 食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squamous cell 

carcinoma，ESCC）为主[1]。ESCC起病隐匿，早期诊断

率低且预后差[2]。因此，寻找新的有助于ESCC早期

辅助诊断的肿瘤标志物和治疗靶点至关重要。高迁

移率族蛋白 B1（high mobility group box 1，HMGB1）

是一种高度保守的核蛋白，HMGB1在ESCC组织中

高表达，与不良预后密切相关[3]；同时也是一种典型

的损伤相关分子模式（damage associated molecular 

pattern，DAMP）的分子，细胞受损或坏死后会被释放

到胞外刺激免疫系统，是免疫系统早期预警信号，与

肿瘤的发生发展亦密切相关[4]。吲哚胺-2，3-双加氧

酶（indoleamine-2, 3-dioxygenase，IDO）是催化色氨

酸-犬尿氨酸途径代谢的关键酶[5]，IDO在ESCC组织

中异常高表达，通过抑制机体免疫功能促进肿瘤细

胞免疫逃逸 ，与肿瘤的发生发展密切相关[6]。

HMGB1[7]和 IDO[8]均可通过外泌体释放至胞外，参与

肿瘤的发生发展和机体的免疫调控。目前有关血清

中 HMGB1 和 IDO 与 ESCC 患者临床进展及免疫功

能相关性的研究甚少，因此，本研究分析血清

HMGB1和 IDO与ESCC患者临床病理特征及外周血

淋巴细胞亚群水平的相关性，深入探究ESCC细胞中

HMGB1和 IDO表达的相互促进作用及相关机制，旨

在为ESCC辅助诊断和免疫靶向治疗提供新的思路。

1  资料与方法

1.1  研究对象、主要试剂和仪器

选取 2021年 3月至 2022年 8月在河北医科大学

第四医院初次住院治疗的 95 例 ESCC 患者作为

ESCC组，所有患者均通过影像和病理确诊为ESCC

并且具有完整的临床资料，临床（或病理）分期诊断

标准依据 2022年中国临床肿瘤学会出版的《食管癌

诊疗指南》[9]。ESCC组中，男性 68例、女性 27例，年

龄范围为 37~87岁，中位年龄 67岁。另选取同时期

来本院进行健康体检的健康人群 40例作为对照组，

其中男性 27例、女性 13例，年龄范围为 47~83岁，中

位年龄64岁。两组研究对象性别和年龄无统计学差

异（均P>0.05）。ESCC细胞KYSE30和ECA109由河

北医科大学第四医院科研中心惠赠。本研究已通过

河北医科大学第四医院伦理委员会批准（审查编号：

2021KS037）。

ELISA检测试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技有

限公司，单克隆抗体CD127-APC购自美国BD公司，单克

隆抗体 CD45-FITC、CD4-PE、CD4-FITC、CD8-ECD、

CD3-PC5、CD（16+56）-PE、CD19-ECD、CD25-PE及红

细胞裂解液、荧光微球和 Navios 流式细胞分析仪均

购自美国 Beckman Coulter 公司，RPMI 1640 培养基、

胎牛血清均购自美国 BI 公司，NC-siRNA 质粒和

HMGB1-siRNA质粒购自吉玛基因公司，Lipo2000购自

美国 Invitrogen公司，NF-κB信号通路激活剂佛波酯

（phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA）购自美国MCE

公司，HMGB1、IDO、p65 兔源性单克隆抗体和二抗

均购自英国 Abcam 公司，PHOMO 酶标仪购自郑州

安图生物工程有限公司，全自动凝胶成像仪购自英国

Syngene UK公司。

1.2  外周血采集和细胞培养

全部研究对象在空腹条件下采集 2 mL肘静脉

血，置于含乙二胺四乙酸二钾（EDTA-K2）抗凝采血管

中，用于外周血淋巴细胞亚群检测；采集3 mL肘静脉

血置于无抗凝剂采血管中，分离血清，保存于–80 ℃

备检血清HMGB1和 IDO。

KYSE30 细胞和 ECA109 细胞用含 10% 胎牛血

清的RPMI 1640培养基，在 37 ℃、5% CO2恒温培养

箱中培养。待细胞呈对数生长期时进行NC-siRNA

和 HMGB1-siRNA 质粒转染及加入 PMA，实验分为

空白对照组（未加入质粒）、si-NC组（加入NC-siRNA

质粒）、si-HMGB1 组（加入 HMGB1-siRNA 质粒）和

si-HMGB1+PMA组（加入HMGB1-siRNA质粒，24 h

后再加入100 nmol/L PMA）。

1.3  ELISA法检测血清和细胞培养上清中HMGB1

和 IDO水平

用加样枪向每个反应孔分别加100 μL血清或倍比

稀释的标准品，37 ℃反应90 min；洗板1次，向每个反应

孔加100 μL生物素化抗体工作液，37 ℃反应60 min；
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重复洗板3次，在洁净的吸水纸上拍干；向每个反应孔

加100 μL酶结合物工作液，37 ℃反应30 min；洗板5次，

在洁净的吸水纸上拍干；向每个反应孔加90 μL底物溶

液，37 ℃反应15 min；最后，向每个反应孔加50 μL终止

液，立即用PHOMO酶标仪检测光密度（D）值；以标准

品的浓度为横坐标，D值为纵坐标，绘制标准曲线，计算

血清中HMGB1和 IDO水平。

1.4  流式细胞术检测外周血淋巴细胞各亚群的百分

率和绝对计数值

准备三个 5 mL玻璃试管，第一管加入 20 μL抗

凝全血和CD45、CD3、CD4、CD8混合抗体2 μL，第二

管加入 20 μL 抗凝全血和 CD45、CD3、CD（16+56）、

CD19混合抗体 2 μL，第三管加入 20 μL抗凝全血和

CD45、CD4、CD127、CD25混合抗体2 μL，震荡混匀，

室温避光处理 15 min；加入红细胞裂解液 150 μL，震

荡混匀，室温避光处理 15 min；加入 1 mL生理盐水，

1 220×g离心 5 min，弃上清，每管各加入 20 μL流量

计数荧光微球，上机检测。Kaluza Analysis软件分析

CD3+ T、CD4+ T（CD3+CD4+）、CD8+ T（CD3+CD8+）、B

（CD3-CD19+）、NK（CD3-CD16+CD56+）和调节性T细

胞（Treg 细胞）（CD4+CD25+CD127Low）的百分率和绝

对计数值。

1.5  WB 法检测 ESCC 细胞 HMGB1、IDO 和 p65 表

达量

细胞培养 48 h后，收集细胞并加入RIPA蛋白裂

解液 50 μL，充分混匀裂解，留上清液，弃沉淀，利用

BCA试剂测定蛋白浓度，根据上清液体积加入适量

的上样缓冲液，于 100 ℃沸水浴中进行变性处理 10 

min，得到最终的蛋白样品。12% SDS-PAGE恒压电

泳 120 min，将蛋白转移至 PVDF 膜上，5% 的脱脂

奶粉常温封闭 2 h，加入用 TBST 稀释的 HMGB1

（1∶10 000）、IDO（1∶1 000）、p65（1∶10 000）和

GAPDH（1∶5 000）一抗，4 ℃下处理至少16 h，洗膜后

再加入TBST稀释的二抗（1∶10 000）处理1 h，ECL化

学发光液曝光，Image J软件对HMGB1、IDO、p65和

GAPDH条带灰度值进行检测。

1.6  统计学处理

各实验均独立重复3次。采用SPSS 26.0软件进

行统计分析，GraphPad Prism 9.3.1软件作图。呈正态

分布的计量资料用 x̄±s 表示，呈偏态分布的用中位数

（M）[全距（Q）]表示。对照组与 ESCC 组 HMGB1、

IDO、外周血淋巴细胞亚群差异比较采用 Mann-

Whitney U检验，多因素Logistic回归和受试者工作

特 征 曲 线（receiver operating characteristic curve，

ROC）分析HMGB1和 IDO与ESCC患者临床进展的

关系，χ2检验分析HMGB1和 IDO与ESCC患者临床

病理特征的关联，Spearman相关性分析ESCC组血清

HMGB1和 IDO的相关性及两者与淋巴细胞各亚群

的相关性。单因素 ANOVA 分析多组间 HMGB1、

IDO和 p65表达水平，组间两两比较采用Bonferroni

校正检验。两组间比较采用两独立样本 t检验。以

P<0.05和P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  ESCC患者血清中HMGB1和 IDO呈高水平

ELISA检测结果（图 1）显示，ESCC 组患者血

清HMGB1 和 IDO 中位值水平明显高于对照组

（Z=–6.098、–4.515，均P<0.01）。

A：ELISA检测血清HMGB1水平；

B：ELISA检测血清 IDO水平。

图1  对照组与ESCC组血清HMGB1和 IDO水平比较

2.2  血清HMGB1和 IDO对ESCC患者临床进展的

预测价值

多因素Logistic回归分析结果（表 1）显示，血清

HMGB1和 IDO表达水平升高是ESCC患者临床进展

的独立危险因素（均P<0.01）。ROC分析结果（图 2、

表 2）显示，HMGB1和 IDO对ESCC患者临床进展均

具有一定的预测价值，其中HMGB1和 IDO联合检测

曲线下面积最大（AUC=0.892），预测ESCC临床进展

的敏感度为84.5%，特异度为84.6%，提示两者联合检

测的预测价值更高（P<0.01）。

表1    血清HMGB1和 IDO与ESCC患者临床进展的关系

临床指标

HMGB1/（ng·mL-1）

IDO/（ng·mL-1）

β

1.669

0.074

S.E.

0.488

0.026

Wald χ2

11.716

8.047

OR

5.306

1.076

95%CI

2.041, 13.796

1.023, 1.133

P

0.001

0.005
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图2    ESCC组血清HMGB1和 IDO的ROC曲线分析

2.3  血清HMGB1和 IDO与ESCC患者临床病理特

征的关系

以ROC曲线分析得到的HMGB1和 IDO截断值

为界值，将不同水平 HMGB1、IDO 的 ESCC 组患者

分为低值组（<3.56 ng/mL，<35.82 ng/mL）和高值组

（≥3.56 ng/mL，≥35.82 ng/mL）。结果（表 3、4）显示，

血清HMGB1和 IDO与ESCC患者的T分期、N分期

和临床分期有明显关联（均P<0.05），与年龄、性别和

M分期无明显关联（均P>0.05）。

2.4  对照组和ESCC组外周血淋巴细胞亚群水平比较

ESCC组外周血CD3+ T、CD4+ T、CD8+ T、NK细

胞的绝对计数值及B细胞百分率和绝对计数值的中

位值水平均明显低于对照组，而Treg细胞百分率中

位值水平明显高于对照组，差异有统计学意义（均

P<0.05，表5）。两组外周血CD3+ T、CD4+ T、CD8+ T、

NK细胞百分率和Treg细胞绝对计数值中位值水平及

CD4+/CD8+ T细胞比值差异无统计学意义（均P>0.05）。

2.5  ESCC组血清HMGB1、IDO与外周血淋巴细胞

亚群的相关性分析

ESCC 组患者血清 HMGB1 与外周血 CD3+ T、

CD4+ T、B和NK细胞绝对计数值均呈显著负相关，

而与 Treg 细胞百分率呈显著正相关（均 P<0.05，表

6）；与CD3+ T细胞百分率、CD4+ T细胞百分率、CD8+ T

细胞百分率和绝对计数值、CD4+/CD8+ T细胞比值、

B细胞百分率、NK细胞百分率和Treg细胞绝对计数值

无明显相关性（均P>0.05）。血清IDO与外周血CD3+ T

细胞百分率和绝对计数值、CD4+ T细胞百分率和绝

对计数值、CD8+ T细胞和B细胞绝对计数值呈显著

负相关，而与Treg细胞百分率呈显著正相关（均P<0.05，

表6）；与CD8+ T细胞百分率、CD4+/CD8+ T细胞比值、

B细胞百分率、NK细胞百分率和绝对计数值、Treg细

胞绝对计数值无明显相关性（均P>0.05）。

表2    ESCC组血清HMGB1和 IDO的ROC曲线分析

临床指标

HMGB1/（ng·mL-1）

IDO/（ng·mL-1）

HMGB1+IDO

AUC

0.832

0.777

0.892

95%CI

0.750，0.914

0.682，0.873

0.822，0.963

P

<0.001

<0.001

<0.001

敏感度/%

67.2

48.3

84.5

特异度/%

91.9

94.6

84.6

截断值

3.56

35.82

-

表3    ESCC患者血清HMGB1与临床病理特征的关系

临床病理特征

年龄

<67

≥67

性别

男

女

T分期

T1~T2

T3~T4

N分期

N0

N1~N3

M分期

M0

M1

临床分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

N

47

48

68

27

22

73

33

62

89

6

37

58

血清HMGB1水平[n(%)]

低值组

23（43.4）

30（56.6）

36（67.9）

17（32.1）

17（32.1）

36（67.9）

31（58.5）

22（41.5）

52（98.1）

1（1.9）

34（64.2）

19（35.8）

高值组

24（57.1）

18（42.9）

32（76.2）

10（23.8）

5（11.9）

37（88.1）

2（4.8）

40（95.2）

37（88.1）

5（11.9）

3（7.1）

39（92.9）

χ2

1.771

0.787

5.357

27.514

2.462

29.673

P

0.183

0.375

0.021

<0.001

0.117

<0.001
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表4    血清 IDO与ESCC患者临床病理特征的关系

临床病理特征

年龄

<67

≥67

性别

男

女

T分期

T1~T2

T3~T4

N分期

N0

N1~N3

M分期

M0

M1

临床分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

N

47

48

68

27

22

73

33

62

89

6

37

58

血清 IDO水平[n(%)]

低值组

33（50.8）

32（49.2）

47（72.3）

18（27.7）

20（30.8）

45（69.2）

31（47.7）

34（52.3）

60（92.3）

5（7.7）

35（53.8）

30（46.2）

高值组

14（46.7）

16（53.3）

21（70.0）

9（30.0）

2（6.7）

28（93.3）

2（6.7）

28（93.3）

29（90.0）

1（3.3）

2（6.7）

28（93.3）

χ2

0.138

0.054

5.415

13.483

0.128

17.282

P

0.710

0.817

0.020

<0.001

0.720

<0.001

表5    对照组与ESCC组外周血淋巴细胞亚群水平比较

临床指标                 

CD3+ T细胞/%

CD3+ T细胞/（×109个/L）

CD4+ T细胞/%

CD4+ T细胞/（×109个/L）

CD8+ T细胞/%

CD8+ T细胞/（×109个/L）

CD4+/CD8+ T细胞

B细胞/%

B细胞/（×109个/L）

NK细胞/%

NK细胞/（×109个/L）

Treg细胞/%

Treg细胞/（×109个/L）

对照组（N=40）

68.92（36.33）

0.97（1.07）

39.54（33.44）

0.56（0.81）

23.08（31.38）

0.34（0.54）

1.66（4.79）

8.25（14.39）

0.12（0.24）

16.86（39.75）

0.23（0.69）

1.58（3.21）

0.02（0.05）

ESCC组（N=95）

71.46（38.00）

0.83（1.61）

40.97（41.29）

0.44（1.08）

26.04（40.70）

0.29（0.62）

1.57（3.97）

7.26（15.94）

0.07（0.25）

17.05（39.73）

0.20（0.59）

2.06（5.42）

0.02（0.06）

Z

–1.624

–3.197

–0.855

–2.614

–1.887

–1.988

–1.002

–2.190

–4.299

–0.005

–2.214

–3.980

–0.485

P

0.104

0.001

0.392

0.009

0.059

0.047

0.316

0.029

<0.001

0.996

0.027

<0.001

0.628

表6    ESCC患者血清HMGB1和 IDO与外周血淋巴细胞亚群相关性分析

临床指标        

CD3+ T细胞/%

CD3+ T细胞/（×109个/L）

CD4+ T细胞/%

CD4+ T细胞/（×109个/L）

CD8+ T细胞/%

CD8+ T细胞/（×109个/L）

CD4+/CD8+ T细胞

B细胞/%

B细胞/（×109个/L）

NK细胞/%

NK细胞/（×109个/L）

Treg细胞/%

Treg细胞/（×109个/L）

HMGB1/（ng·mL-1）

r

0.035

–0.246

–0.122

–0.257

0.176

–0.124

–0.121

–0.098

–0.225

–0.065

–0.267

0.401

0.007

P

0.738

0.016

0.239

0.012

0.088

0.231

0.244

0.344

0.028

0.532

0.009

<0.001

0.943

IDO/（ng·mL-1）

r

–0.307

–0.264

–0.231

–0.228

–0.060

–0.231

–0.115

–0.183

–0.231

0.194

0.033

0.263

0.018

P

0.003

0.010

0.024

0.026

0.564

0.025

0.267

0.077

0.025

0.060

0.752

0.010

0.862
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2.6  ESCC患者血清HMGB1和 IDO水平呈正相关

Spearman相关性分析检验ESCC组患者血清中

HMGB1和 IDO水平之间的相关性，结果（图3）显示，

两者呈显著正相关（r=0.319，P<0.01）。

2.7  敲低 HMGB1 基因表达对 KYSE30 和 ECA109

细胞 IDO蛋白表达水平的影响

在KYSE30细胞（图4A）和ECA109细胞（图4B）

中，与 si-NC 组相比，si-HMGB1 组 HMGB1、IDO 和

p65表达水平明显降低，差异有统计学意义（均P<0.05）；

空白对照组HMGB1、IDO和p65表达水平与 si-NC组

相比无明显变化（均P>0.05）。 图3    ESCC组患者血清HMGB1和 IDO水平呈正相关

*P<0.05。

图4    转染HMGB1-siRNA对KYSE30（A）、ECA109（B）细胞中HMGB1、IDO和p65表达的影响

2.8  敲低 HMGB1 基因表达后再加入 PMA 促进

KYSE30和ECA109细胞中 IDO的表达

在KYSE30细胞中（图5A），与si-HMGB1组相比，

si-HMGB1+PMA组的 IDO和p65表达水平明显升高，

差异有统计学意义（t=–4.061、–2.898，均P<0.05），

si-HMGB1 组和 si-HMGB1+PMA 组的 HMGB1 表达

水平无明显差异（t=–2.400，P>0.05）；在ECA109细

胞中（图5B），与 si-HMGB1组相比，si-HMGB1+PMA

组 IDO和 p65表达水平明显升高，差异有统计学意

义（t=–27.421、–2.807，均P<0.05），si-HMGB1组和

si-HMGB1+PMA组的HMGB1表达水平无明显差异

（t=–2.395，P>0.05）。

2.9  PMA 逆转敲低 KYSE30 和 ECA109 细胞中

HMGB1引起培养上清和 IDO表达水平的降低

在KYSE30和ECA109细胞培养上清中（表 7），

与空白对照组和 si-NC组相比，si-HMGB1组HMGB1

含量显著降低（均 P<0.05）；si-HMGB1+PMA 组和

si-HMGB1组HMGB1含量无显著差异（P>0.05）。与

空白对照组和 si-NC组相比，si-HMGB1组 IDO含量

显著降低（P<0.05、P<0.01）；si-HMGB1+PMA组 IDO

含量显著高于 si-HMGB1组（P<0.05、P<0.01）。空白

对照组、si-NC 组和 si-HMGB1+PMA 组培养上清中

HMGB1、IDO含量无显著差异（P>0.05）。

3  讨  论

本研究发现，ESCC患者血清HMGB1和 IDO水

平明显高于健康人群且与患者临床病理特征密切关

联，推测对ESCC临床进展具有一定的预测价值，与

JIA等[6]和TSUJIMOTO等[10]研究结果相似。结果提

示血清 HMGB1 和 IDO 具有成为 ESCC 标志物的潜

力，两者联合检测更有助于预测患者临床进展程度。

本研究还发现，血清HMGB1水平与外周血淋巴

细胞亚群密切相关。在肿瘤微环境中，高水平的

HMGB1可通过NF-κB信号通路激活髓源性抑制细
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胞（myeloid-derived suppressor cell，MDSC），诱 导

Treg细胞扩增[11]。同时，HMGB1与Treg细胞表面的

晚期糖基化终末产物受体（receptor for advanced 

glycation end product，RAGE）相互作用，激活NF-κB

信号通路，使Treg细胞产生 IL-10，可抑制CD4+ T细

胞和CD8+ T细胞的功能[12-13]。但本研究结果显示，血

清 HMGB1 与 CD8+ T 细胞无显著相关性，可能与

HMGB1 对免疫细胞的双重调控作用密切相关：

HMGB1 可通过 HMGB1/PI3K/Akt/mTOR 信号通路

诱导DC成熟，DC通过共刺激信号促使CD8+ T细胞

的活化[14-15]；但同时，HMGB1也会抑制CD8+ T细胞功

能。这两种相反的作用可能会导致本研究出现血清

HMGB1与CD8+ T细胞无显著相关性的结果。KAM

等[16]发现，高表达HMGB1的ESCC组织在瘤周区域

富集高度表达促血管生成基因的B细胞，可促进肿瘤

组织血管生成，故外周血中的B细胞数量会相对减

少，这与本研究结果一致。TIM-3与HMGB1结合可

以使NK细胞的溶细胞活性和细胞毒性分子下调，抑

制NK细胞的抗肿瘤作用[17]。因此，血清HMGB1可

能通过促进 Treg 细胞、抑制 CD4+ T 细胞、B 细胞和

NK 细胞的功能，达到免疫抑制的效果。提示

HMGB1可能具有成为ESCC肿瘤免疫治疗新靶点的

潜力。

*P<0.05。

图5  敲低HMGB1基因后再加入PMA对KYSE30（A）、ECA109（B）细胞中HMGB1、IDO和p65表达的影响

表7    KYSE30和ECA109细胞各组培养上清液HMGB1和 IDO水平比较

组  别         

空白对照组

si-NC组

si-HMGB1组

si-HMGB1+PMA组

KYSE30

HMGB1/（ng·mL-1）

0.13±0.02*

0.11±0.01*

0.06±0.01

0.10±0.02*

IDO/（ng·mL-1）

1.02±0.22*

0.73±0.09*

0.30±0.06

1.02±0.14*

ECA109

HMGB1/（ng·mL-1）

0.17±0.05*

0.15±0.01*

0.04±0.01

0.12±0.03*

IDO/（ng·mL-1）

1.00±0.13**

1.03±0.03**

0.31±0.04

1.18±0.11**

与 si-HMGB1组相比，*P<0.05，**P<0.01。

肿瘤微环境中异常高表达的 IDO具有抑制抗肿

瘤免疫反应和促进肿瘤细胞转移的能力，其中，肿瘤

免疫逃逸的相关机制是目前研究较为广泛的方向。

本研究发现，ESCC患者血清 IDO与外周血CD3+ T细

胞百分率和绝对计数值、CD4+ T百分率和绝对计数

值和CD8+ T细胞绝对计数值呈显著负相关，其机制

可能是，由于色氨酸分解代谢产物犬尿氨酸与芳香

烃受体相互作用，抑制T细胞增殖并诱导其凋亡[18]。

LI等[19]通过免疫组织化学染色的方法检测乳腺癌中

IDO、Treg细胞和MDSC的表达水平，结果发现，三者
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呈正相关，即MDSC可表达 IDO，并通过Treg细胞扩

增促进免疫耐受。本研究结果显示，ESCC患者血清

IDO与外周血Treg细胞百分率呈明显的正相关，与

LI等[19]研究结果相似。本研究还发现血清 IDO与B

细胞绝对计数值呈显著负相关，这可能是由于血清

IDO可分解色氨酸，产生具有细胞毒性的犬尿氨酸，

抑制CD4+ T细胞增殖，促进CD4+ T细胞凋亡[20]，导致

B细胞活化的第二信号消失，B细胞无法进行增殖分

化，故B细胞数量与血清 IDO呈负相关。除此之外，

本研究结果显示血清 IDO与NK细胞无相关性。有

学者[21]认为，IDO参与的犬尿氨酸途径是一种强大的

免疫调节机制，犬尿氨酸增加会抑制NK细胞活化受

体（NKp30和NKG2D）的表达，从而抑制NK细胞的

活化；但是，还有研究结果[22]显示，IDO可以维持NK

细胞的细胞毒性作用。以上两种 IDO对NK细胞相

反的作用可能会导致本研究出现血清 IDO与NK细

胞无相关性的结果。因此，ESCC患者血清 IDO可能

通过诱导 Treg细胞扩增、抑制CD4+ T细胞、CD8+ T

细胞和B细胞增殖活化，进而促进肿瘤发生发展。

在抗肿瘤免疫反应中，淋巴细胞亚群的绝对计

数值要比百分率更好地反映机体的免疫功能。本研

究发现，ESCC患者免疫功能明显低于健康人群，与

高水平的血清 HMGB1 和 IDO 密切相关，提示血清

HMGB1和 IDO可能通过调控淋巴细胞功能达到抑

制机体抗肿瘤免疫反应的作用，HMGB1和 IDO具有

成为ESCC免疫治疗新靶点的潜力。

本研究中，HMGB1和 IDO在血清中的含量呈显

著的正相关。截至目前，尚未见探索肿瘤组织中

HMGB1和 IDO之间直接调控关系的研究，仅有既往

研究提示二者之间可能存在相关的调控机制。过表

达的HMGB1可通过NF-κB信号通路促进HeLa细胞

增殖和侵袭[23]；HIV-1 Tat蛋白通过 NF-κB 途径提高

IDO的表达活性，同样可以促进HeLa细胞增殖和侵

袭[24]。肿瘤微环境中的 HMGB1 可通过NF-κB信号

通路激活MDSC[11]，MDSC可产生高水平的免疫抑制

分子（如 IDO）来抑制T细胞功能[25]。由此可以初步

推测，HMGB1可能通过NF-κB信号通路促进 IDO的

表达。根据以上文献报道，本课题组设计相关实验，

在敲低HMGB1基因表达后再加入 PMA处理，结果

显示，IDO水平明显升高，而HMGB1水平仅稍微升

高，这可能是由于NF-κB信号通路激活诱导HMGB1

受体的表达，进而促进HMGB1的表达[26]。此结果提

示HMGB1和 IDO与NF-κB信号通路密切相关，说明

血清中的 HMGB1 和 IDO 可能是由于 ESCC 细胞内

HMGB1水平增加，激活NF-κB信号通路，促进 IDO

的表达，进而HMGB1和 IDO释放至胞外。

肿瘤患者病情复杂多样，单一的疗法具有一定

的局限性，而多种方法联合治疗实现优势互补，可提

高临床治疗效果。KANG等[27]发现，EGFR/HER2抑

制剂吉非替尼和拉帕替尼与 IGF-1R抑制剂林西替尼

联合使用克服了单一疗法的耐药性，使抗肿瘤疗效

增强。基于HMGB1和 IDO之间的潜在关联性，应用

HMGB1和 IDO抑制剂进行双靶点联合治疗比单独

抑制HMGB1或 IDO的活性来进行肿瘤免疫治疗可

能具有更好的疗效。

本研究具有一定的局限性，如收集的ESCC病例

均为 2021年至 2022年的病例，未能评估HMGB1和

IDO与患者生存期的相关性。本研究仅初步探究了

血清 HMGB1 和 IDO 与 ESCC 临床进展和患者免疫

功能的相关性，还需进一步探究其潜在机制。未探

究是否可以在动物水平干预HMGB1和 IDO的表达，

以达到治疗ESCC的效果。后续会继续收集分析临

床数据和进行动物实验验证。

综上所述，ESCC患者血清HMGB1和 IDO水平

与 ESCC 患者临床进展和机体免疫功能密切相关。

本研究初步探究了HMGB1和 IDO之间的调控关系，

以及两者可能影响机体免疫功能的相关机制。为

ESCC 临床辅助诊断和双靶点联合治疗提供新的

思路。
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