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Ｔｉｍ３及其配体Ｇａｌ９在宫颈鳞癌患者中的表达及意义
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冯秀兰，古杰超
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　　摘　要：目的　探讨Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白３（Ｔｉｍ３）及其配体半乳凝素９（Ｇａｌ９）在宫颈鳞癌患者中的表达及意义。

方法　收集２０１２年６月至２０１５年１０月在江门市人民医院就诊的２５例上皮癌样病变（ＣＩＮ）组、５６例宫颈鳞癌（ＳＣＣ）组的组织和

血清样本，其中ＳＣＣ组按癌组织分化程度又分为低分化癌（ＰＳＣＣ）组１７例，中分化癌（ＭＳＣＣ）组１８例，高分化癌（ＷＳＣＣ）组２１

例，并收集同期２５例健康妇女作为对照组。采用蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）技术、ＲＴＰＣＲ方法检测不同组织样本中Ｔｉｍ３

及Ｇａｌ９的表达，采用ＥＬＩＳＡ法检测血清中Ｇａｌ９的表达。结果　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ方法检测Ｔｉｍ３和Ｇａｌ９的表达显

示ＣＩＮ组高于对照组，ＳＣＣ组高于ＣＩＮ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），其ｍＲＮＡ表达随病理分级的增加而增加，具体表现为

ＷＳＣＣ组＞ＭＳＣＣ组＞ＰＳＣＣ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＥＬＩＳＡ结果显示Ｇａｌ９在ＳＣＣ血清中高于ＣＩＮ组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。宫颈鳞癌分化越高，Ｔｉｍ３和Ｇａｌ９的表达越强，与病理分级呈正相关。结论　Ｔｉｍ３及其配体Ｇａｌ９的表达

与宫颈鳞癌病理分级呈正相关，可作为宫颈鳞癌临床诊断及预后的有意义指标。

关键词：宫颈鳞癌；　病理分级；　Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白３；　半乳凝素９
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　　宫颈癌是全球妇女中最常见的恶性肿瘤之一，据世界卫生

组织（ＷＨＯ）报道，世界每年新发宫颈癌患者约为５０万，其中

我国新发病例１５万，约占全球１／３。组织学以宫颈鳞癌为主，

占９０％～９５％，高发年龄为５０～５５岁，发病趋势年轻化，因此

发现和研究新的检测指标有助于宫颈鳞癌的诊断和预后［１］。

近年来，Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白（Ｔｉｍ）家族作为一类参与调

节机体免疫的关键分子引起大家的重视，其中Ｔ细胞免疫球

蛋白黏蛋白３（Ｔｉｍ３）是一种Ⅰ型膜表面蛋白分子，在Ｔｈ１型

辅助细胞中表达，其分泌到血清中很少，而半乳凝素９（Ｇａｌ９）

作为其特异性配体，可以分泌至血清中，两者通过Ｔｉｍ３Ｇａｌ９

途径产生抑制信号，诱导 Ｔｈ１细胞死亡，负调节 Ｔｈ１免疫应

答［２３］。经研究显示，Ｔｉｍ家族中的Ｔｉｍ３在胃癌、肝癌、前列

腺癌等多种癌组织中呈强表达阳性［４６］。本文探讨Ｔｉｍ３及其

配体Ｇａｌ９在宫颈鳞癌患者中的表达及意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集江门市人民医院２０１２年６月至２０１５年

１０月经临床病理确诊的５６例原发宫颈鳞癌（ＳＣＣ）组和２５例

上皮瘤样病变（ＣＩＮ）组的组织和血清样本，ＣＩＮ组平均年龄为

（４１．５±２．３）岁，ＳＣＣ组平均年龄为（４２．０±２．５）岁。依据

２００３年 ＷＨＯ宫颈癌组织学分类，ＳＣＣ组又分为低分化癌
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 基金项目：广东省医学科研基金课题（Ａ２０１３７５７）。
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（ＰＳＣＣ）组１７例，平均年龄为（４０．０±２．０）岁；中分化癌

（ＭＳＣＣ）组１８例，平均年龄为（４１．０±２．５）岁；高分化癌

（ＷＳＣＣ）组２１例，平均年龄为（４３．０±３．０）岁，同时收集同期

２５例健康妇女血清样本作为对照组，平均年龄为（４１．０±３．２）

岁。各组患者排除其他妇科疾病和器官性肿瘤，且术前均未经

过放化疗，年龄间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。具有可

比性。

１．２　方法

１．２．１　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）技术检测　采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测ＣＩＮ组、ＰＳＣＣ组、ＭＳＣＣ组、ＷＳＣＣ组

中Ｔｉｍ３及Ｇａｌ９的表达。分别取各组的组织样本１００ｍｇ，采

用膜蛋白抽提试剂（购自Ｔｈｅｒｒｍｏ公司）抽提蛋白，通过二喹

啉甲酸法蛋白定量试剂盒（购自 Ｔｈｅｒｒｍｏ公司）进行定量，将

定量蛋白经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，以

１００ｍＡ恒流４℃转膜３ｈ，将重组蛋白转移至硝酸纤维素膜

上。转移后的膜在室温下封闭１ｈ，用含有０．７５％吐温２０的

磷酸盐缓冲液洗膜６次后，将膜转至含有辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记兔ＩｇＧ的稀释液中，３７℃孵育１ｈ，洗膜后进行显

色反应。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测　采用ＲＴＰＣＲ检测ＣＩＮ组、ＰＳＣＣ组、

ＭＳＣＣ组、ＷＳＣＣ组的组织样本中Ｔｉｍ３及Ｇａｌ９的表达。取

各组的组织样本１０６～１０
７ 的细胞，用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）清

洗细胞，去ＰＢＳ后加１ｍＬ的ＲＮＡ抽提试剂采用酸性酚抽提

法（ＴＲＩＺＯＬ）抽提组织样本总ＲＮＡ，经一步法反转录试剂盒

（购自Ｔａｋａｒａ公司）进行反转录ＰＣＲ后，采用ＳＹＢＲｗＧｒｅｅｎ

ＰＣＲ试剂盒，以甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内参，以

ＣＩＮ组作为参照物，循环参数设定为９５℃１５ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，

６０℃１５ｓ，７２℃３５ｓ，连续４０个循环。每份标本重复３次，所

有的ＲＴＰＣＲ产物均经熔解曲线分析以分辨目的产物与非特

异产物及引物二聚体，再经１．５％琼脂糖凝胶电泳证实。用

Ｍｉｃｈａｅｌ等
［７］推导的数学公式２ΔΔｃｔ来计算目的基因的相对表

达量。其中 ＲＴＰＣＲ引物序列如下。Ｔｉｍ３正义链：５′ＣＡＧ

ＡＴＡＣＴＧＧＣＴＡＡＡＴＧＧＧＧＡＴ３′；反义链：５′ＡＣＣＴＴＧ

ＧＣＴＧＧＴ ＴＴＧ ＡＴＧ ＡＣ３′。Ｇａｌ９正义链：５′ＡＡＴ ＧＧＣ

ＣＴＴＣＡＧＣＧＧＴＴＣＣＣＡＧ３′；反义链：５′ＣＴＡＴＧＴＣＴＧ

ＣＡＣ ＡＴＧ ＧＧＴ ＣＡＧ３′。ＧＡＰＤＨ 正 义 链：５′ＴＧＡ ＣＣＡ

ＣＡＧＴＣＣ ＡＴＧ ＣＣＡ ＴＣ３′；反义链：５′ＧＡＣ ＧＧＡ ＣＡＣ

ＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧ３′。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ技术检测　取对照组、ＣＩＮ组、ＰＳＣＣ组、ＭＳＣＣ

组、ＷＳＣＣ组外周血进行３０ｍｉｎ２０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清采用

ＥＬＩＳＡ试剂盒（购自 Ｒ＆Ｄ公司）按操作说明书进行 Ｇａｌ９的

表达检测。

１．３　统计学处理　通过ＳＰＳＳ１７．０软件，采用狋检验、秩和检

验计算Ｔｉｍ３及其配体Ｇａｌ９在组间表达差异性分析。采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ检验分别计算Ｔｉｍ３以及Ｇａｌ９与不同病理分级的

宫颈鳞癌之间相关性。计量资料表达用狓±狊，以犘＜０．０５表

示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果显示，在

ＳＣＣ组中Ｔｉｍ３和Ｇａｌ９的表达均高于ＣＩＮ组，并且其表达均

随着病理分级的改变而改变，具体表现见图１～２。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测结果　ＲＴＰＣＲ结果显示，ＣＩＮ组和ＳＣＣ

组的组织样本中Ｔｉｍ３和Ｇａｌ９的表达均比对照组高，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；ＳＣＣ组的组织样本中Ｔｉｍ３和 Ｇａｌ９

的表达比ＣＩＮ组高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＳＣＣ组的

组织样本中Ｔｉｍ３和Ｇａｌ９的表达随着病理分级的改变而改

变，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３～４。Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相

关系数（狉）分别是０．７３８和０．６７１，说明病理分级与 Ｔｉｍ３和

Ｇａｌ９基因表达呈正相关。

图１　　Ｔｉｍ３在各组的组织中的表达

图２　　Ｇａｌ９在各组的组织中的表达

图３　　Ｔｉｍ３在各组的组织中的表达

图４　　Ｇａｌ９在各组的组织中的表达

２．３　ＥＬＩＳＡ检测结果　ＥＬＩＳＡ结果显示，ＳＣＣ组的血清样本

中Ｇａｌ９表达与对照组（１１．２±４．５）ｎｇ／Ｌ、ＣＩＮ组（１８．８±４．０）

ｎｇ／Ｌ比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；在不同病理分级

中，Ｇａｌ９的表达 ＷＳＣＣ 组（３５．３±３．８）ｎｇ／Ｌ＞ＭＳＣＣ 组

（２８．５±５．０）ｎｇ／Ｌ＞ＰＳＣＣ组（２６．２±４．２）ｎｇ／Ｌ，显示随癌组织

分化程度增加而增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。血清中

Ｇａｌ９表达与癌组织分化程度呈正相关（狉＝０．６８７）。

３　讨　　论

　　Ｔｉｍ家族是在研究Ｔｈ细胞表面受体时发现的一个新的

基因家族，是一类参与调节机体免疫的关键分子，人类Ｔｉｍ基
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因家族由 Ｔｉｍ１、Ｔｉｍ２、Ｔｉｍ３组成。Ｔｉｍ３及其配体 Ｇａｌ９

是近年来研究得较为深入的免疫检测点分子，鉴于其在 Ｔｈ１

细胞免疫，自身免疫和肿瘤免疫耐受的重要功能使其成为肿瘤

免疫研究的焦点［８］。Ｔｉｍ３主要通过参与Ｔ细胞功能障碍或

耗竭及扩增髓系来源移植细胞增殖等在肿瘤免疫中起负调控

作用［９］。而Ｇａｌ９作为Ｔｉｍ３的特异性配体，与Ｔｉｍ３一起调

控机体抗肿瘤的免疫应答［１０］。本研究基于在基因水平上检测

ＣＩＮ和不同分化程度的ＳＣＣ患者组织和血清中Ｔｉｍ３及其配

体Ｇａｌ９的表达来探讨其在ＳＣＣ诊断及其预后的临床意义。

该研究中，ＲＴＰＣＲ结果显示 Ｔｉｍ３及其配体 Ｇａｌ９在

ＳＣＣ各组的组织中表达高于ＣＩＮ组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），进一步分析发现 Ｔｉｍ３及ＰＳＣＣ、ＭＳＣＣ、ＷＳＣＣ组中

Ｇａｌ９表达比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明Ｔｉｍ３和

Ｇａｌ９在ＳＣＣ中表达，而在各组表达呈现由低分化癌向高分化

癌递增的现象，表明Ｔｉｍ３和Ｇａｌ９的病理分级呈现明显的正

相关（狉分别为０．７３８、０．６７１）。同时在血清中对Ｇａｌ９的表达

与病理分级的正相关性作进一步验证，ＥＬＩＳＡ结果显示，ＳＣＣ

血清中Ｇａｌ９水平明显高于对照组和ＣＩＮ组，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），在不同病理分级下，亦由ＰＳＣＣ至 ＷＳＣＣ呈现

明显递增关系（狉＝０．６８７）。可见Ｇａｌ９无论在 ｍＲＮＡ表达量

还是分泌至外周血的表达均比对照组及ＣＩＮ组高且与病理分

级呈正相关，可与Ｔｉｍ３一同作为病理分级和预后的指标。

综上所述，Ｔｉｍ３和配体Ｇａｌ９的表达与ＳＣＣ呈正相关，

而癌组织的分化程度越高，其恶性程度越低，说明 Ｔｉｍ３和

Ｇａｌ９是一种抗肿瘤的负血调控因子，可为临床的诊断和预后

提供参考依据。
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应［４５］，该项技术具有免疫测定自动化的的新方法，其具有灵敏

度高、测量范围宽及结果稳定的优点，同时应用的范围广、洗液

保存时间也较长。在综合性及基层医院均可满足样本需求，但

其洗液价格较为昂贵，三丙胺在发光缓冲液中具有电子供体的

作用，但其不易溶于水，需乳化剂进行乳化［６７］。

本研究结果显示，性能测试的测试数值均达到罗氏电化学

发光免疫分析系统的要求，自配和原装免疫洗液和定标液测定

检查结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；细菌培养统计的

菌落数无明显变化。因此，自配免疫洗液准确度高、稳定性好。

可是，自配免疫洗液中发现最难解决的是防腐问题，没加防腐

剂的洗液质控结果可以衰减至靶值的一半［８］，其与细菌嗜好乳

化剂有关，若通过减少乳化剂的量，溶解的三丙胺量也相应减

少而影响发光效果，在配制洗液时加入防腐剂，可以从源头开

始抑菌且不影响主体光电反应。

综上所述，自配免疫洗液完全可以替代罗氏原装免疫洗

液，其准确度高、稳定性好，值得临床应用。
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