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Tim-3在食管癌患者T细胞表面的表达及其临床意义
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[摘 要] 目的：探讨Tim-3在食管癌患者T细胞表面的表达及其临床意义。方法：收集2016年9月至2018年4月郑州大学第

一附属医院胸外科25例食管癌患者的新鲜肿瘤组织和癌旁组织及配对的外周静脉血，同时取10例健康人外周静脉血。流式细

胞术检测25例食管癌患者癌组织及外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cell, PBMC）中T细胞Tim-3、早期凋亡分子

和内因子的表达水平，并分析了Tim-3+ T细胞的比例与临床病理参数的关系。qPCR检测肿瘤组织及癌旁组织中Tim-3的表达水

平。运用TCGA数据库进一步验证Tim-3在肿瘤组织和癌旁组织中的表达水平及其与预后的关系。结果：结果发现Tim-3在食

管癌患者肿瘤组织T细胞表达水平较高（P<0.01）。Tim-3+T细胞功能呈耗竭状态（P<0.05或P<0.01），且食管癌微环境中T细胞表

面Tim-3的表达与淋巴结转移和临床分期密切相关（均P<0.01）。结论：Tim-3在食管癌患者T细胞表面的表达导致T细胞功能

耗竭，提示Tim-3可能成为一个潜在的食管癌治疗靶点。
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Tim-3 expression on T cell surface in patients with esophageal cancer and its clini-
cal significance

ZHENG Yujiaa, YANG Huiyuna,b, WU Qiana, WANG Dana, ZHANG Zhena, ZHAO Songc, QI Yuc, ZHANG Yia,c, HUANG Lana(a. Bio-
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zhou University, Zhengzhou 450052, Henan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of Tim-3 on the surface of T cells in patients with esophageal cancer, and to ex-

plore its clinical significance. Methods: Fresh tumor tissues, paracancerous tissues, and peripheral blood were collected from 25 pa-

tients with esophageal cancer at the first affiliated Hospital of Zhengzhou University from September 2016 to April 2018. Peripheral

blood from 10 healthy subjects was also collected during the same time period. The expressions of Tim-3, early apoptotic molecules and

intrinsic factors in tumor tissues and peripheral blood PBMCs of 25 esophageal cancer patients were determined by flow cytometry.

Also, the correlation between Tim-3+ T cell proportion and pathological parameters was investigated. The expression of Tim-3 in tu-

mor tissues and paracancerous tissues was detected by fluorescence quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR). TCGA

database was used to further verify the expression of Tim-3 in tumor tissues and paracancerous tissues, as well as its relationship

with prognosis. Results: Tim-3 expression on T cells was higher in tumor tissues from esophageal cancer patients (P<0.01). Tim-3+

T cell function was in an exhausted status(P<0.05 or P<0.01), and the expression of Tim-3 on the surface of T cells in esophageal can-

cer microenvironment was closely related to lymph node metastasis and clinical staging (all P<0.01). Conclusion: Taken together, Tim-

3 expression on the surface of T cells could induce T cell dysfunction in patients with esophageal cancer, suggesting that Tim-3 may

serve as a potential therapeutic target for esophageal cancer.
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食管癌是全球癌症相关死亡的主要原因之一。

在全球范围内，大约一半的食管癌病例发生在中

国[1]。尽管食管癌的诊疗在早期发现、精确诊断和联

合治疗方面取得了很大进步，但食管癌的整体5年生

存率仍然很低[2,3]。免疫监视功能的失调在肿瘤发生

和发展过程发挥着重要的作用。肿瘤微环境中T细

胞的功能障碍或衰竭是肿瘤发病的关键机制[4-5]。目

前，恢复T淋巴细胞抗肿瘤活性的免疫疗法已成为癌

症治疗的重要手段[6]。免疫检查点被认为是肿瘤微

环境中抑制T细胞功能的关键机制，是肿瘤免疫及免

疫治疗领域的研究热点[7]。Tim-3首先被发现在Th1

细胞表面表达，能够抑制免疫应答，参与诱导免疫耐

受[8]。Tim-3是调节T细胞免疫应答的关键分子，在

慢性病毒感染和肿瘤中，其持续表达导致T细胞功能

耗竭[9-10]。本研究主要检测了食管癌患者外周血单个

核细胞（peripheral blood mononuclear cell, PBMC）以

及肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocyte,

TIL）中CD3+T细胞上的 Tim-3的表达情况，并探讨

Tim-3的表达和患者的病理分期的相关性，为Tim-3

成为食管癌治疗的潜在的免疫检查点提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料及标本来源

收集 2016年 9月至 2018年 4月郑州大学第一附

属医院胸外科25例食管癌患者的新鲜肿瘤组织和癌

旁组织及配对的外周静脉血 5 ml，同时取 10例健康

志愿者外周血 5 ml。患者年龄 45~79 岁 ，平均

（62.28±1.77）岁。按照 2009年美国国立综合癌症网

络（NCCN）指南临床分期标准分期：Ⅰ+Ⅱ期17例、Ⅲ+

Ⅳ期 8例。所有患者术前均未接受过放、化疗，所有

标本均经病理诊断确诊。所有患者均签署了知情同

意书，人体标本采集的协议得到了郑州大学第一附

属医院伦理委员会的批准（科研-2016-LW-52）。

1.2 主要试剂

肿瘤分离试剂盒购自德国美天旎公司，人外周

血淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品有限公

司，流式荧光抗体均购自美国BioLegend公司，RNA

提取试剂TRIzol和反转录试剂盒均购自日本TaKa-

Ra Bio 公司，PCR 试剂荧光染料为美国罗氏产品，

BFA、PMA、离子霉素购自美国 sigma公司。

1.3 PBMC及TIL的制备

将稀释过后的健康志愿者外周血缓慢加入到淋

巴细胞分离液的上层（血液制品与淋巴细胞分离液

的体积之比为 2∶1），2 500×g离心 25 min，用无菌吸

管小心吸取白膜层置于另一无菌离心管中，加入适

量 PBS，1 500 × g 离心 10 min，得到的沉淀物即

PBMC。肿瘤组织按照美天旎肿瘤分离试剂盒标准

步骤处理，消化成单细胞悬液，用 70 µm的筛网滤过

后，按照上述PBMC的制备方法提取出TIL。

1.4 流式细胞术检测细胞Tim-3分子表达、细胞因子

分泌和细胞凋亡情况

（1）细胞表面染色：将PBMC和TIL用PBS洗涤

后，离心弃上清，避光加入流式表面抗体，包括7-氨基

放线菌素 D（7AAD）-PerCP、CD3-APC-Cy7、CD56-

PE-Cy7、Tim-3-PE。避光 4 ℃孵育 20 min后使用流

式细胞仪检测 CD3+ T 细胞表面 Tim-3 分子（CD3+

CD56 -为CD3+ T细胞）表达情况。（2）细胞胞内因子染

色：向 TIL 加入佛波酯（PMA）(50 mg/L)、离子霉素

(750 mg / L)和布雷非德菌素 A（BFA），在 37 ℃、

5%CO2培养箱中培养6 h。后将细胞收集于1.5 ml离

心管中，1 500×g离心 5 min，弃上清。用PBS洗涤细

胞，离心弃上清后避光加入流式检测用表面抗体

7AAD-PerCP、CD3-APC-Cy7、CD56-PE-Cy7、Tim-3-

PE等，避光 4 ℃孵育 20 min，每管加入 200 μl 4%多

聚甲醛固定，4 ℃避光固定 30 min后，1 500×g离心 5

min，弃上清。加入5×破膜剂400 μ l，4 ℃避光孵育

1 h，1 500×g离心 5 min，弃上清 300 μl。每管细胞避

光加胞内抗体 IFN-γ-APC，4 ℃避光孵育20 min,使用

流式细胞仪检测细胞因子分泌情况。（3）细胞凋亡检

测：用 PBS 清洗细胞，弃上清，加 200 μl Annexin V

binding 缓冲液重悬，避光加入流式抗体 7AAD-Per-

CP、CD3-APC-Cy7、CD56-PE-Cy7、Tim-3-PE、Annex-

in V-APC，避光 4 ℃孵育 20 min，使用流式细胞仪检

测细胞凋亡情况。

1.5 qPCR实验检测癌组织中Tim-3 mRNA表达水平

TRIzol法提取食管癌肿瘤组织中的总RNA,根据逆

转录试剂盒的标准步骤逆转录成cDNA，在通过qPCR

检测食管癌癌组织中Tim-3的变化。目标基因Tim-3引

物序列F:5’-GCAGGGCAGATAGGCATTCT-3’，R:5’-

CTGCTGCTACTACTTACAAGGTC - 3’; 内 参 基 因

GAPDH引物F：5’-GGAGCCAAAAGGGTCATCACTC-

3’，R：5’-GAGGGGCCATCCACAGTCTTCT-3’。随后，

按试剂盒说明建立终体积为20 μl的PCR反应体系2 μl

逆转录产物、10 μl SYBR Green Mix、上下游引物（10

μmol/L）各0.5 μl。PCR热循环参数为：95 ℃ 5 min，然

后3步反应：94 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，进行45个

循环。检测结果采用2-ΔΔCt法进行计算。实验重复3次。

1.6 TCGA数据库验证肿瘤组织中Tim-3的表达水

平与预后的关系

TCGA (https://tcga-data.nci.nih.gov/)数据库下载

食管癌数据库，GraphPad Prism 7.0分析Tim-3的表达
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及与病理信息及临床预后的关系。

1.7 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计学软件和 GraphPad Prism

7.0作图软件，计量数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Tim-3在食管癌患者 PBMC、TIL中T细胞表面

的表达水平均增高

流式细胞术检测结果（图1）显示，与食管癌患者

PBMC相比，肿瘤微环境中T细胞表面Tim-3的表达

水平明显提高[（19.67±3.504）% vs（1.584±0.2333）%,

P<0.01]；食管癌患者 PBMC 和 TIL 中 T 细胞表面

Tim-3的表达均较健康人明显提高[（1.584±0.23）% vs

（0.39 ± 0.10）% ，P<0.01；（19.67 ± 3.50）% vs（0.39 ±

0.10）%，P<0.01]。表明食管癌患者 T 细胞表面的

Tim-3表达水平增高。

**P<0.01

图1 Tim-3在食管癌患者PBMC和TIL中T细胞表面的表达情况

Fig. 1 Tim-3 expression on the surface of T cells in PBMC and TIL of patients with esophageal cancer

2.2 Tim-3+ CD3+ T细胞分泌 IFN-γ能力明显减弱

流式细胞术检测结果（图2）显示，Tim-3+的CD3+

T细胞分泌的 IFN-γ水平较Tim-3-的CD3+T细胞明显

降低[（16.82±2.33）% vs（27.1±4.70）%，P<0.05]，表明

Tim-3+ T细胞分泌功能较Tim-3- T细胞明显下降。

*P<0.05

图2 Tim-3+ CD3+ T细胞分泌的 IFN-γ较Tim-3- CD3+T

细胞明显降低

Fig. 2 Secretion of IFN-γ from Tim-3+ CD3+ T cells was

significantly lower than that from Tim-3-CD3+T cells

2.3 Tim-3+ CD3+ T细胞的凋亡明显增多

流式细胞术检测结果（图 3）显示，Tim-3+ CD3+T

细胞Annexin V的表达水平明显较Tim-3-CD3+T细胞

明显提高 [（64.98 ± 6.39）% vs（42.71 ± 5.59）% ，P<

0.01]，表明Tim-3+ CD3+T细胞更趋向于凋亡。

2.4 淋巴结转移和临床病理分期影响Tim-3在肿瘤

组织中CD3+ T细胞中的表达

流式细胞术检测结果，Tim-3在食管癌淋巴结转

移患者肿瘤微环境中T细胞表面的表达水平明显增

高（P<0.05，图 4A）；肿瘤临床Ⅲ~Ⅳ分期的患者TIL

中T细胞表面 Tim-3 的表达水平明显高于 I~II分期

（P<0.01，图4B）。

**P<0.01

图3 Tim-3+ CD3+T细胞较Tim-3-CD3+T细胞更趋向于凋亡

Fig. 3 Tim-3+CD3+T cells were more apoptotic than

Tim-3-CD3+T cells

2.5 肿瘤组织中Tim-3基因水平的表达与患者预后

呈负相关

qPCR实验检测食管癌患者癌组织及癌旁组织中

Tim-3基因的表达水平，结果显示，与癌旁组织比较，肿

瘤组织中Tim-3的表达显著升高（5.066±1.449 vs 0.8147±

0.1508，P<0.01），TCGA数据库进一步验证结果显示，
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肿瘤组织中Tim-3的表达显著升高 1.812±0.06216 vs

0.8461±0.1839，（P<0.01；图5A）。将TCGA数据库中患

者Tim-3的表达与临床参数进行相关性分析，结果显示，

Tim-3的表达和肿瘤的大小和分期明显相关（P<0.05，

图5B），并且和患者的生存时间呈现出明显的负相关（P

<0.05，图5C）。表明肿瘤组织中Tim-3基因水平的表达

与患者预后呈负相关。

*P<0.05，**P<0.01

A: Lymph node metastasis; B: Clinicopathological staging

图 4 淋巴结转移和临床病理分期对Tim-3在肿瘤组织中

CD3+T细胞中表达的影响

Fig.4 Effects of lymph node metastasis and

clinicopathological staging on the expression of Tim-3 on

CD3+T cells in tumor tissues

3 讨 论

许多肿瘤都有逃离免疫监视的能力，这是导致

肿瘤细胞增殖和转移的主要原因。T 细胞是人体

重要的免疫细胞，在抗肿瘤过程中发挥着重要

的作用。已有研究 [6]报道，T 细胞免疫功能的耗

竭导致其不能更好的识别肿瘤，杀伤肿瘤细胞，

是导致肿瘤发生逃逸的一个重要原因。目前有

很多研究致力于恢复免疫细胞的功能以期提高

抗肿瘤的疗效，延长患者的寿命。近年来，大量

研究表明，PD-1、CTLA-4 的表达增高是导致 T 细

胞功能下降的重要原因。许多临床实验 [11]也表

明，在黑色素瘤、非小细胞肺癌、肾癌、头颈部鳞

癌及泌尿系等肿瘤中 anti-PD-1、anti-CTLA-4 对肿

瘤患者有一定的疗效。通过阻断免疫检查点以

恢复免疫细胞的功能已取得了很大的突破，但仍存

在大量患者在使用PD-1和CTLA-4的抗体之后未能

从中获益。所以发现新的免疫检查点用于临床治疗

尤为重要。

*P<0.05, **P<0.01

A: Relative mRNA levels of Tim-3 in tumor tissues and normal tissues in this study or TCGA database; B: Relative mRNA levels of

Tim-3 in different pathological stages; C: Kaplan-Meier analysis for survival time according to Tim-3 level

图5 肿瘤组织中Tim-3基因水平的表达情况及与患者预后相关性

Fig. 5 Expression of Tim-3 gene in tumor tissues and its correlation with prognosis

Tim-3是新一代的共抑制性分子[12]，在肿瘤发生

发展中发挥重要的作用。已有研究表明，Tim-3在肾

癌[13]、肺癌[14]、肝癌[15]等肿瘤中的表达均有较高水平，

并且会促进肿瘤的进展。在肝癌中，运用Tim-3抗体

的封锁可以改善T细胞的功能，无论是体内实验还是

体外实验均已得到证实[16]。但关于Tim-3在食管癌

患者中的研究很少，本文主要探究了Tim-3在食管癌

患者外周血及肿瘤微环境中T细胞的表达情况及临

床意义。

本研究通过检测食管癌患者外周血中和肿瘤组

织中TIL表面Tim-3的表达情况发现，Tim-3在肿瘤

微环境中T细胞表面表达增高。同时发现，与健康人

外周血中的T细胞相比，食管癌患者T细胞的Tim-3

明显增高。并且 qPCR结果及TCGA数据库均证实

Tim-3 的基因表达水平在癌组织中高于癌旁组织。

这些数据表明Tim-3在肿瘤组织部位有聚集的现象。
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为了进一步了解Tim-3表达的意义及对T细胞功能

的影响，进一步检测其胞内因子分泌和细胞调亡情

况，结果发现Tim-3+的T细胞 IFN-γ的分泌能力下降，

早期凋亡标志物Annexin V的表达增多。证实Tim-3

在食管癌患者的T细胞表面表达中会导致T细胞的

功能疲乏，进而发挥免疫抑制的作用。进一步分析

了CD3+ T细胞表面表达Tim-3与食管癌肿瘤大小及

肿瘤分期的关系，发现肿瘤越大或分期较晚的患者

肿瘤微环境中 CD3+ T 细胞表面 Tim-3 的表达水平

越高。

综上所述，Tim-3在食管癌患者CD3+T细胞表面

表达增高，Tim-3在CD3+T细胞表面的表达会导致T

细胞功能耗竭，并且与食管癌肿瘤病理分期明显相

关，提示 Tim-3 可能成为食管癌患者免疫治疗的

靶点。
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