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  摘 要:目的 探讨可溶性T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子-3(Tim-3)及半乳糖凝集素-9(Galectin-9)在结核

性脑膜炎患者脑脊液中的表达及意义。方法 选择该院收治的结核性脑膜炎患者86例为病例组,选择同期以

头痛症状为主,但神经系统查体、脑脊液及相关辅助检查均正常的患者76例为对照组,测定两组研究对象脑脊

液Tim-3、Galectin-9、白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-8、IL-10、干扰素-γ(IFN-γ)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、超敏C
反应蛋白(hs-CRP)、早期分泌性靶抗原6(ESAT-6)水平,并进行比较,分析Tim-3、Galectin-9与其他指标的相

关性。结果 病例组 Tim-3、Galectin-9、IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、TNF-α、hs-CRP、ESAT-6水平高于对照组,
IFN-γ水平低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);Tim-3、Galectin-9与IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、TNF-α、
hs-CRP、ESAT-6呈正相关(P<0.05),与IFN-γ呈负相关(P<0.05);高水平的Tim-3、Galectin-9、ESAT-6均

为结核性脑膜炎患者发生死亡事件的危险因素(P<0.05);Tim-3、Galectin-9单独检测诊断结核性脑膜炎的灵

敏度、特异度相近,差异无统计学意义(P>0.05),均小于 Tim-3联合 Galectin-9,差异有统计学意义(P<
0.05)。结论 结核性脑膜炎患者脑脊液中Tim-3、Galectin-9水平升高,高水平的Tim-3、Galectin-9可能与核性脑

膜炎病情严重程度关系密切;Tim-3与Galectin-9联合诊断结核性脑膜炎具有较高的灵敏度、特异度,值得在临床

上推广应用。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

soluble
 

T
 

cell
 

immunoglobulin
 

do-
main

 

and
 

mucin
 

domain
 

protein-3
 

(Tim-3)
 

and
 

Galectin-9
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid
 

of
 

tuberculous
 

meningitis.
Methods A

 

total
 

of
 

86
 

cases
 

of
 

tuberculous
 

meningitis
 

(case
 

group)
 

and
 

76
 

cases
 

of
 

headache
 

patients
 

with
 

normal
 

neurological
 

signs
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

(control
 

group)
 

in
 

Xiaogan
 

Central
 

Hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected.The
 

levels
 

of
 

Tim-3,Galectin-9,interleukin
 

(IL)-2,IL-4,IL-8,IL-10,interferon
 

(IFN)-γ,
tumor

 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),high-sensitivity
 

C-reactive
 

protein
 

(hs-CRP)
 

and
 

early
 

secretory
 

target
 

anti-
gen

 

6
 

(ESAT-6)
 

in
 

the
 

cerebrospinal
 

fluid
 

were
 

measured.Results The
 

levels
 

of
 

Tim-3,Galectin-9,IL-2,IL-
4,IL-8,IL-10,TNF-α,hs-CRP,ESAT-6

 

in
  

case
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
  

control
 

group,meanwhile
 

the
 

IFN-γ
 

in
 

case
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Tim-3,Galectin-9

 

had
  

positive
 

correlations
 

with
 

IL-2,IL-4,IL-8,IL-10,TNF-α,hs-CRP
 

and
 

ESAT-6,
and

 

had
 

negative
 

correlations
 

with
 

IFN-γ
 

(P<0.05).High
 

levels
 

of
 

Tim-3,Galectin-9
 

and
 

ESAT-6
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

death
 

of
 

tuberculous
 

meningitis
 

(P<0.05).The
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

Tim-3
 

and
 

Galectin-9
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

tuberculous
 

meningitis
 

were
 

similar
 

(P>0.05),which
 

were
 

less
 

than
 

Tim-3
 

combined
 

Ga-
lectin-9

 

(P<0.05).Conclusion The
 

high
 

levels
 

of
 

Tim-3
 

and
 

Galectin-9
 

in
 

the
 

cerebrospinal
 

fluid
 

of
 

tubercu-
lous

 

meningitis
 

patients
 

might
 

positively
 

correlate
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

nuclear
 

meningitis.The
 

combined
 

de-
tection

 

of
 

Tim-3
 

and
 

Galectin-9
 

has
 

higher
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

tuberculous
 

meningi-
tis,which

 

is
 

worthy
 

of
 

clinical
 

application.
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  结 核 性 脑 膜 炎 是 一 种 中 枢 神 经 系 统 的 传 染

病[1-2]。结核性脑膜炎临床表现复杂,临床诊断比较

困难[3]。目前,结核性脑膜炎的诊断主要基于脑脊液

分析,但灵敏度和特异度均较低,且耗时长[4]。
 

因此,
有必要寻找灵敏度和特异度均较高的生物标志物用

于快速诊断或排除结核性脑膜炎。T细胞免疫球蛋

白黏蛋白分子-3(Tim-3)特异性表达于终末分化的

CD4+
 

Th1细胞[5]。有研究证明了 Tim-3在适应性

免疫细胞及先天性免疫细胞上的表达,包括树突状细

胞、巨噬细胞和肥大细胞[6-7]。
 

Tim-3的天然配体是半

乳糖凝集素-9(Galectin-9),后者是一种结合β-半乳糖

苷的凝集素。Tim-3与Galectin-9的相互作用在免疫

调节中起着至关重要的作用[8-9]。本研究拟探讨可溶

性Tim-3、Galectin-9在结核性脑膜炎患者脑脊液中

的表达及意义,为结核性脑膜炎的早期诊断及治疗提

供理论及临床依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2014年4月至2018年9月本

院收治的结核性脑膜炎患者86例为病例组,病程

(9.93±5.64)年,均符合《临床诊疗指南结核病学分

册》的诊断标准[10]。选择同期以头痛症状为主,但神

经系统查体、脑脊液及相关辅助检查均正常的患者76
例为对照组。病例组及对照组在血压、年龄、性别比

例、吸烟比例、饮酒比例等方面比较,差异均无统计学

意义(P>0.05),具有可比性,见表1。研究对象排除

标准:(1)妊娠期或近3个月有手术史、创伤史;(2)存
在冠心病以外的其他心脏病、心功能不全,合并未控

制的严重高血压、瓣膜性心脏病,接受过急诊冠状动

脉介入治疗;(3)由于其他因素而导致的中枢或周围

神经病变;(4)严重高血压、呼吸道疾病、周围血管性

疾病或栓塞性疾病。
 

研究对象终止、退出标准:(1)患
者依从性差;(2)出现严重不良事件及其他原因致使

继续试验困难。所有研究对象均自愿参与本研究,并
签署知情同意书。本研究经本院医学伦理委员会审

核批准后进行(伦理获批号:NO2019伦审-43号)。

表1  对照组与病例组基础资料的比较

组别 n
性别(n)

男 女

吸烟(n)

是 否

饮酒(n)

是 否

年龄

(x±s,岁)
收缩压

(x±s,mm
 

Hg)
舒张压

(x±s,mm
 

Hg)

对照组 76 40 36 34 42 30 46 57.35±19.87 123.55±22.56 66.56±12.65
病例组 86 45 41 40 46 35 51 56.37±21.44 122.74±19.85 67.74±14.91

χ2/t 1.365 0.978 0.847 1.547 1.654 1.324

P 0.574 0.598 0.654 0.551 0.541 0.578

1.2 仪器与试剂 MK3-3酶标仪购自美国热电仪器

公司;Tim-3、Galectin-9、白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-
8、IL-10、干扰素-γ(IFN-γ)、肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)、超敏C反应蛋白(hs-CRP)、早期分泌性靶抗原6
(ESAT-6)酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒购自上

海恒远生物科技有限公司。
1.3 脑脊液标本采集 所有患者均在就诊后

 

24
 

h
 

内接受腰椎穿刺术,获取脑脊液标本3
 

mL,将脑脊液

标本立即以1
 

300×g离心10
 

min,并将上清液置入

1.5
 

mL微量离心管中在—80
 

℃冰箱储存。
1.4 检测方法 ELISA法检测脑脊液 Tim-3、Ga-
lectin-9、IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、IFN-γ、TNF-α、hs-
CRP、ESAT-6水平。以检测 Tim-3为例,根据厂家

的说明书,向每个孔中加入100
 

μL标本稀释剂,然后

向孔中加入10
 

μL标准品、标本。将微量滴定板在

37
 

℃下孵育20~24
 

h。洗涤后,每孔加入100
 

μL的

抗人Tim-3过氧化物酶缀合的单克隆抗体,在室温下

温育2
 

h。洗涤后,向每个孔中加入色原3,3,5,5'-四
甲基联苯胺。在室温下进行30

 

min酶反应。通过加

入终止溶液(0.35
 

mol/L
 

Na2SO4)终止显色底物反

应,并在450
 

nm处读取吸光度值。使用由标准品绘

制的校准曲线计算结果。
1.5 统计学处理 采用Epidata、SPSS19.0统计软

件对数据进行录入、处理及统计学分析。呈正态分

布、方差齐性的计量资料以x±s表示,采用t检验进

行比较;计数资料以例数表示,组间比较采用χ2 检

验;Tim-3、Galectin-9与IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、IFN-
γ、TNF-α、hs-CRP、ESAT-6的相关分析采用Pearson
相关分析法;采用多因素 Logisitic逐 步 回 归 模 型

(α入=0.05、α出=0.10)探讨影响结核性脑膜炎发生

死亡事件的危险因素,各指标预测结核性脑膜炎的价

值采用受试者工作特征(ROC)曲线进行分析。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组间 Tim-3、Galectin-9水平比较 病例组

Tim-3、Galectin-9水平明显高于对照组,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表2。
2.2 两组间IL水平比较 病例组IL-2、IL-4、IL-8、
IL-10水平明显高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表3。
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2.3 两组间IFN-γ、TNF-α、hs-CRP、ESAT-6水平的

比较 病例组TNF-α、hs-CRP、ESAT-6均明显高于

对照组,IFN-γ明显低于对照组,差异有统计学意义
(P<0.05)。见表4。
表2  两组间Tim-3、Galectin-9水平的比较(x±s,pg/mL)

组别 n Tim-3 Galectin-9

对照组 76 125.33±26.39 268.46±49.09

病例组 86 313.69±85.96 579.89±175.12

t 154.365 213.365

P <0.001 <0.001

表3  两组间IL-2、IL-4、IL-8、IL-10水平的

   比较(x±s,pg/mL)

组别 n IL-2 IL-4 IL-8 IL-10
 

对照组 76 2.57±0.86 14.37±6.26 2.09±0.42 5.49±0.92

病例组 86 22.30±6.3387.30±9.33 3.23±0.23 10.23±2.23
 

t 63.325 59.654 10.254 34.547

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表4  两组间IFN-γ、TNF-α、hs-CRP、ESAT-6水平的

   比较(x±s,pg/mL)

组别 n IFN-γ TNF-α hs-CRP ESAT-6

对照组 76 45.45±2.34 4.35±2.46 328.16±10.15 8.65±2.36

病例组 86 16.36±5.40 39.32±5.90 367.12±12.1963.36±23.65

t 41.259 69.968 79.254 129.635

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.4 Tim-3、Galectin-9与各变量的相关分析 Tim-
3、Galectin-9与IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、TNF-α、hs-
CRP、ESAT-6呈正相关(P<0.05),与IFN-γ呈负相

关(P<0.05)。见表5。
表5  Tim-3、Galectin-9与各变量的相关分析

变量1 变量2 r P

Tim-3 IL-2 0.651 0.018

IL-4 0.572 0.028

IL-8 0.483 0.039

IL-10 0.494 0.039

IFN-γ —0.747 0.012

TNF-α 0.438 0.044

hs-CRP 0.523 0.031

ESAT-6 0.591 0.023

Galectin-9 IL-2 0.636 0.019

IL-4 0.718 0.014

IL-8 0.509 0.036

IL-10 0.520 0.034

IFN-γ —0.763 0.009

TNF-α 0.414 0.046

hs-CRP 0.447 0.041

ESAT-6 0.509 0.036

2.5 结核性脑膜炎患者发生死亡事件的多元Logis-
tic回归分析 对结核性脑膜炎患者进行1年随访,发
生死亡18例。以结核性脑膜炎患者是否发生死亡事

件为因变量(是=1,否=0),单因素分析有意义的因

素为自变量进行多因素Logistic逐步回归分析,结果

发现高水平的 Tim-3、Galectin-9、ESAT-6均为结核

性脑膜炎患者发生死亡事件的危险因素(P<0.05)。
见表6。

表6  结核性脑膜炎患者发生死亡事件的多元Logistic
   回归分析

项目 回归系数 标准误 Waldχ2 P OR(95%CI)

Tim-3 0.81 0.39 7.453 0.015 2.43
 

(1.13~5.23)

Galectin-9 0.79 0.37 7.090 0.017 2.20
 

(1.06~4.55)

ESAT-6 1.61 0.38 9.572 0.012 5.02
 

(2.36~10.68)

2.6 Tim-3及Galectin-9诊断结核性脑膜炎的性能

分析 ROC曲线分析显示,Tim-3、Galectin-9两者单

独检测诊断结核性脑膜炎的ROC曲线下面积(AUC)
相近,均小于Tim-3联合Galectin-9;Tim-3、Galectin-
9单独检测诊断结核性脑膜炎的灵敏度、特异度相近,
差异无统计学意义(χ2=1.219、1.695,P>0.05),均
小于Tim-3联合Galectin-9,差异有统计学意义(χ2=
16.249、17.023,20.325、19.587,P<0.05)。

 

见表7、
图1。
表7  Tim-3及Galectin-9诊断结核性脑膜炎的性能分析

指标 AUC(95%CI) 灵敏度 特异度

Tim-3联合Galectin-9 0.832(0.799~0.893) 0.821 0.824

Tim-3 0.801(0.758~0.868) 0.729 0.719

Galectin-9 0.793(0.735~0.852)
 

0.722 0.712

  注:A为Tim-3联合Galectin-9;B为Tim-3;C为Galectin-9;D为

参考线。

图1  Tim-3及Galectin-9诊断结核性脑膜炎的ROC曲线

3 讨  论

结核性脑膜炎感染仍然是一个全球性的健康问

题。根据世界卫生组织的报告,全球结核性脑膜炎的

发病率每年增长0.4%,特别是在发展中国家该病发

病率增长更快[11]。结核分枝杆菌感染是患者发病和
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死亡的主要原因,延迟或不治疗会增加患者发生不可

逆的神经系统后遗症和死亡的风险[12]。
Tim-3、Galectin-9是免疫细胞因子,其产生可能

与结核性脑膜炎病理学的发展有关,包括组织坏死和

恶病质[13-14]。在中枢神经系统中,Tim-3、Galectin-9
已被证明可诱导发热反应,激活下丘脑-垂体-肾上腺

轴,并触发其他细胞因子的释放,包括IL-8、IL-10、
IFN-γ、TNF-α、hs-CRP 等[15-16]。Tim-3、Galectin-9
在中枢神经系统中还可能依赖于由常驻细胞群或浸

润的白细胞(例如T细胞)产生的其他细胞因子的存

在。由于 Tim-3、Galectin-9可以从免疫细胞中主动

分泌,或者从垂死细胞被动释放到细胞外空间,Tim-
3、Galectin-9的释放作为一种危险信号,代表一种压

力状态和对某些刺激的炎性反应。一项前瞻性研究

表明,脑 缺 血 患 者 血 清 Tim-3、Galectin-9 水 平 升

高[17]。在Tim-3、Galectin-9过表达的转基因小鼠海

马中表现出明显的小胶质细胞增多,表明Tim-3、Ga-
lectin-9能诱导神经元细胞损伤[18];用Tim-3、Galec-
tin-9处理少突胶质细胞,这些细胞对Fas介导的细胞

凋亡更敏感。Tim-3、Galectin-9可调控免疫细胞的定

向转移和趋化性,并激活淋巴细胞、内皮细胞、中性粒

细胞、上皮细胞上相应的趋化因子受体。在大鼠肝纤

维化试验中,Tim-3、Galectin-9促进淋巴细胞、巨噬细

胞凋亡,并抑制淋巴细胞、巨噬细胞从脾脏向肝脏的

转移,参与炎性反应[19-20]。本研究结果显示,病例组

Tim-3、Galectin-9、IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、TNF-α、hs-
CRP、ESAT-6水平均高于对照组,IFN-γ水平低于对

照组;Tim-3、Galectin-9与IL-2、IL-4、IL-8、IL-10、
TNF-α、hs-CRP、ESAT-6呈正相关,与IFN-γ呈负相

关。这与上述讨论符合,结合Logistic回归分析,高
水平的Tim-3、Galectin-9、ESAT-6均为结核性脑膜

炎患者发生死亡事件的危险因素,说明结核性脑膜炎

患者脑脊液中Tim-3、Galectin-9水平升高,高水平的

Tim-3、Galectin-9可能与结核性脑膜炎病情严重程度

关系密切。研究表明,Tim-3、Galectin-9通过碱基互

补配对与靶RNA的编码区特异性结合抑制RNA的

翻译,激活淋巴细胞锚定融合血管内壁,促进免疫细

胞束缚病变靶细胞,而一些细胞免疫活性因子(MCP-
1、TNF-α、IL-2、IL-8)与 Tim-3、Galectin-9表达呈正

相关[21],这也证实了本研究的观点。本研究同时发现

Tim-3、Galectin-9两者单独检测诊断结核性脑膜炎的

AUC、灵敏度、特异度相近,均小于Tim-3联合Galec-
tin-9。这提示 Tim-3、Galectin-9联合诊断结核性脑

膜炎具有较高的灵敏度、特异度。
4 结  论

结核性脑膜炎患者脑脊液中 Tim-3、Galectin-9
水平升高,高水平的Tim-3、Galectin-9水平与结核性

脑膜炎病情严重程度关系密切;Tim-3、Galectin-9联

合诊断结核性脑膜炎具有较高的灵敏度、特异度,值
得在临床上推广应用。
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