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摘要 目的 探讨 T 细胞免疫球蛋白及黏蛋白家族-3 ( Tim
3) 对 poly( I ∶ C) 活化的小鼠肝 Kupffer 细胞调节作用并探讨

其相关机制。方法 将真核表达质粒 pcDNA3. 1-Tim 3 转染

小鼠肝 Kupffer 细胞，以 Ｒealtime PCＲ 和 Western blot 法验证

Tim 3 在小鼠肝 Kupffer 细胞的表达。通过 ELISA 法检测质

粒 pcDNA3. 1-Tim 3，并使用 Tim 3 阻断型抗体和核转录因子

kappa B( NF-κB) 抑制性配体对 poly ( I ∶ C) 活化的小鼠肝

Kupffer 细胞因子［肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 、白介素-1β( IL-
1β) 、白介素-6( IL-6) ］产生影响，Western blot 法检测 NF-κB
p65、IκBα蛋白表达。结果 Tim 3 抑制小鼠肝 Kupffer 细胞

分泌炎性因子 TNF-α、IL-6、IL-1β，Western blot 结果显示其

降低小鼠肝 Kupffer 细胞 NF-κB p65 蛋白和提高 IκBα 蛋白

表达。结论 Tim 3 通过 NF-κB 通路参与了 poly( I: C) 诱导

小鼠肝 Kupffer 细胞活化的调节。
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聚肌胞苷酸( poly I ∶ C) 是一种双链 ＲNA 病毒

模拟物，能与 Toll 样受体 3( Toll-like receptor，TLＲ3)

结合，后者主要表达在巨噬细胞和树突状细胞上。
位于肝脏的巨噬细胞又称 Kupffer 细胞，研究［1 － 2］表

明，poly I ∶ C 能诱导肝 Kupffer 细胞的过度活化，产

生很多种炎性因子。最近实验显示 T 细胞免疫球

蛋白黏蛋白分子-3 ( T cells immunoglobulin and mu-
cin family-3，Tim 3 ) 是炎症反应的一种重要调节分

子，提供抑制性信号，对 Kupffer 细胞活化有重要的

调控作用［3］。该研究首先通过将表达 Tim 3 的质粒

转染入小鼠 Kupffer 细胞，检测其产生炎性因子的变

化，进一步研究产生这些改变的机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物及实验材料 6 ～ 8 周龄 SPF 级健康

Balb /C 小鼠，22 ～ 24 g，购自中国科学院上海实验动

物 中 心。真 核 表 达 载 体 pcDNA3． 1-Tim 3 由

Sanchez-Fueyo A 教授赠送。兔抗鼠 Tim 3 抗体以及

同型对照抗体，核转录因子 kappa B ( nuclear factor
of kappa B，NF-κB ) p65 单 抗、NF-κB 抑 制 蛋 白 α
( NF-κB inhibitor alpha，IκBα ) 单抗购自美国 Santa
Cruze 公司; LipofectamineTM 2000 购自美国 Invitro-
gen 公司; poly( I ∶ C) 、NF-κB 抑制剂 PDTC 购自美

国 Sigma 公司; 小鼠肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis
factor，TNF-α ) 、白介素-1β ( interleukin-1β，IL-1β ) 、
白介素-6 ( interleukin-6，IL-6 ) ELISA 检测试剂盒购

自美国 eBiosence 公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 Kupffer 细胞分离、培养 参照文献［4］方法

对小鼠肝脏 Kupffer 细胞进行分离、纯化。培养液

ＲPMI 1640 中含 10% 小牛血清，于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。
1． 2． 2 检测 poly( I ∶ C) 介导的小鼠肝脏 Kupffer 细

胞 Tim 3 的表达 小鼠肝脏 Kupffer 细胞调整浓度

至 1 × 105 /ml，接种于 24 孔培养板中，37 ℃、5%
CO2 培养过夜; 加入终浓度为 0、10、20、50 ng /ml po-
ly( I ∶ C ) 继续培养 24 h，收集细胞用于 Ｒealtime
PCＲ 法检测 Tim 3 的表达。Tim 3 上游引物: 5'-TT-
GACCCTGGCACTTATC-3'，下 游 引 物: 5'-ATGGAG-
CATTTCAATGTAGCAT-3'; GAPDH 上 游 引 物: 5'-
ACTTTGGCATTGTGGAAGG-3'，下游引物: 5'-GATG-
CAGGGATGATGTTCT-3'。具体操作步骤见参考文

献［5］。同时 Western blot 检测 Tim 3 蛋白的表达。
1． 2． 3 小鼠 Kupffer 细胞转染质粒 pcDNA3. 1-Tim
3 后 Tim 3 的表达 将小鼠 Kupffer 细胞悬液接种于

24 孔板上，接种密度为 1 × 105 个 /孔，放入 37 ℃、
5% CO2 培养。转染前更换成不含血清的 ＲPMI-
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1640，采用 LipofectamineTM 2000 脂质体转染试剂，按

使用说明书进行转染实验。转染质粒后的细胞孵育

6 h 换成正常培养液 24 h，收集细胞。Ｒealtime PCＲ
法检测 Tim 3 在 mＲNA 水平的变化，具体步骤如参

考文献［5］。Western blot 法检测 Tim 3 在蛋白水平

的变化，一抗 10 ml( 1 ∶ 1 000稀释) 室温孵育 2 h，二

抗 10 ml( 1 ∶ 5 000稀释) 室温孵育 2 h 后具体步骤

如参考文献［5］。
1． 2． 4 Tim 3 过 表 达 对 poly ( I ∶ C ) 活 化 小 鼠

Kupffer 细胞炎性因子分泌的影响 将 1. 2. 3 转染

质粒 pcDNA3. 1-Tim 3 的 Kupffer 细胞，调整浓度至

5 × 104 /ml，接种于 96 孔培养板中，每组 3 个复孔，

37 ℃、5% CO2 培养过夜; 加入 poly( I ∶ C) 至终浓度

50 ng /ml，于 24 h 后收集培养上清液用于 TNF-α、
IL-6 、IL-1β 检测。具体步骤如参考文献［5］。
1． 2． 5 Western blot 法检测 Tim 3 对小鼠的 Kupffer
细胞 NF-κB P65 蛋白表达的影响 收集 1. 2. 3 中的

细胞裂解液，Western blot 法检测 NF-κB P65 蛋白水

平的变化，操作过程如参考文献［5］。一抗 10 ml ( 1
∶ 2 000) 室温孵育 2 h，二抗 10 ml( 1 ∶ 4 000) 室温孵

育 2 h。
1． 2． 6 抑 制 NF-κB 通 路 后 对 Tim 3 抑 制 小 鼠

Kupffer 细胞因子产生的影响 将小鼠 Kupffer 细胞

加入吡 咯 烷 二 硫 基 甲 酸 盐 ( PDTC ) 至 终 浓 度 30
μmol /L，预处理 0. 5 h，转染质粒 pcDNA3. 1-Tim 3，

接种于 96 孔培养板中; 最后加入 poly( I ∶ C) 至终浓

度 50 ng /ml，于 24 h 收集培养上清液，ELISA 法检

测细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL -6 含量。检测方法如

参考文献［5］。
1． 2． 7 抑 制 NF-κB 通 路 对 封 闭 Tim 3 后 小 鼠

Kupffer 细胞因子产生的影响 将转染 pcDNA3． 1-
Tim 3 的 Kupffer 细胞，调整浓度至 5 × 104 /ml，接种

于 96 孔培养板中; 37 ℃、5% CO2 培养过夜; 弃去原

有培养基，加入兔抗鼠 Tim-3 单克隆抗体或同型对

照羊 IgG 5 ng /ml 的培养基，同时加入 PDTC 至终浓

度 30 μmol /L，培养 24 h 收集上清液用于 TNF-α、IL-
1β、IL-6 检测。检测方法如参考文献［5］。
1． 2． 8 细胞培养及分组 细胞用含 10% 的小牛血

清 ＲPMI 1640 常规培养，实验所用细胞均处于对数

生长期，分成 3 组，包括正常对照组( 仅加等量转染

试剂) 、pcDNA3. 1-Tim 3 组和 pcDNA3． 1 组，每组细

胞设 3 个复孔。

1． 3 统计学处理 使用 SAS 6. 12 软件进行分析，

实验数据以珋x ± s 表示，采用单因素方差分析及 LSD-
t 检验进行多组间均数的比较。

2 结果

2． 1 光镜下 Kupffer 细胞形态观察 分离出的

Kupffer 细胞随着培养时间的延长，细胞形态结构会

发生改变。刚分离的 Kupffer 细胞悬浮于培养液中，

呈圆球形，具有很强的折光性，形态、大小较一致; 培

养 0. 5 h 后细胞黏附培养板底部，部分细胞开始贴

壁生长，培养 6 h 后，大多数细胞已贴壁生长，少数

细胞开始伸展; 24 h 后，贴壁细胞已完全伸展，体积

明显增大，细胞形态呈典型星形、多边形或梭形，见

图 1。

图 1 原代培养小鼠 Kupffer 细胞 × 200

A: 培养 6 h; B: 培养 24 h

2． 2 poly( I ∶ C) 介导的小鼠 Tim 3 的表达 Ｒeal-
time PCＲ 法检测结果显示 10 ng /ml( F = 20. 23、P =
0. 019) 、20 ng /ml ( F = 29. 16、P = 0. 011 ) 和 50 ng /
ml( F = 36. 37、P = 0. 002 ) 的 poly( I: C) 介导的小鼠

Kupffer 细胞的 Tim 3 mＲNA 含量较 0 ng /ml poly( I
∶ C) 组显著增高( P ＜ 0. 05 ) ，见图 2。Western blot
法检测结果显示 10 ng /ml( F = 20. 16、P = 0. 018 ) 、
20 ng /ml( F = 28. 26、P = 0. 014 ) 和 50 ng /ml ( F =
36. 87、P = 0. 002) 的 poly( I ∶ C) 介导的小鼠 Kupffer
细胞的 Tim 3 蛋白表达较 0 ng /ml poly( I ∶ C) 组显

著增高( P ＜ 0. 05) ，见图 3。
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图 2 Tim 3 mＲNA 的相对表达水平

与 poly( I ∶ C) 0 ng /ml 组比较: * P ＜ 0. 05

图 3 Tim 3 蛋白的相对表达水平

与 poly( I ∶ C) 0 ng /ml 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 转染质粒 pcDNA3. 1-Tim 3 小鼠 Kupffer 细

胞 Tim 3 的表达 Ｒealtime PCＲ 和 Western blot 分

别检测正常对照组、pcDNA3. 1 组和 pcDNA3. 1-Tim
3 组的 Tim 3 mＲNA 的相对表达量，与 pcDNA3. 1
组、正常对照组比较，pcDNA3. 1-Tim 3 组的 Tim 3
mＲNA 表达显著增加，pcDNA3. 1 组 mＲNA 表达量

为其 21% ( F = 46. 17，P = 0. 012 ) ，正常对照组 mＲ-
NA 表达量为其 12% ( F = 66. 35，P = 0. 002 ) ，见图

4。pcDNA3. 1-Tim 3 组中 Tim 3 蛋白的表达明显高

于正常对照组，经灰度扫描分析，pcDNA3. 1 组蛋白

表达量为其 31% ( F = 39. 24，P = 0. 019 ) ，正常对照

组蛋白表达量为其 32% ( F = 36. 35，P = 0. 019 ) 。
见图 5。
2． 4 Tim 3 过 表 达 对 poly ( I ∶ C ) 活 化 小 鼠

Kupffer 细胞的炎性因子表达影响 ELISA 结果显

示，转染质粒 pcDNA3. 1-Tim 3 的小鼠 Kupffer 细胞

经 poly( I ∶ C) 活化后炎性因子表达发生了变化，

pcDNA3. 1-Tim 3 组 的 TNF-α、IL-6、IL-1β 分泌炎性

因子较 pcDNA3. 1 组( F = 30. 16、P = 0. 023 ) 、正常

对照组 ( F = 33. 36、P = 0. 021 ) 明显下降，这表明

Tim 3 能抑制 Kupffer 细胞的活化，见图 6。

图 4 Tim 3 mＲNA 的相对表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 Tim 3 蛋白的相对表达水平( n = 3)

A: pcDNA3. 1-Tim 3 组; B: pcDNA3. 1 组; C: 正常对照组; 与正常

对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 6 Tim 3 过表达对小鼠 Kupffer 细胞炎性因子表达的影响

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 Tim 3 对小鼠 Kupffer 细胞的 NF-κB P65、
IκBα蛋白表达的影响 pcDNA3. 1-Tim 3 转染小鼠

Kupffer 细胞后经 poly( I ∶ C) 刺激，Western blot 检测
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显示，pcDNA3. 1-Tim 3 组细胞的 p65 蛋白的表达从

poly( I ∶ C) 刺激 6 h 后均低于 pcDNA3. 1 组、正常对

照组，见图 7; 而 IκBα 的表达量与之相反，随着时间

的延长其表达量逐渐升高，从 poly ( I ∶ C) 刺激 6 h
后高于正常对照组细胞，见图 8。可见 Tim 3 抑制了

NF-κB 通路的活化。

图 7 Tim 3 对 Kupffer 细胞 NF-κB P65 蛋白表达的影响

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 8 Tim 3 对 Kupffer 细胞 IκBα蛋白表达的影响

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 6 抑 制 NF-κB 通 路 后 对 Tim 3 上 调 小 鼠

Kupffer 细胞炎性因子产生的影响 NF-κB 抑制性

配体 PDTC 预处理转染质粒 pcDNA3. 1-Tim 3 的小

鼠 Kupffer 细胞 30 min 后，经 poly ( I ∶ C) 刺激后，

ELISA 结果显示 PDTC 预处理组 TNF-α、IL-6、IL-1β
分泌较正常对照组无明显变化，见图 9，PDTC 未处

理组 TNF-α、IL-6、IL-1β 分泌减少，差异有统计学意

义，见图 6。可见 Tim 3 通过 NF-κB 通路抑制炎性

细胞因子分泌。

图 9 NF-κB 通路对小鼠 Kupffer 细胞炎性因子表达的影响

2． 7 阻断 NF-κB 通路逆转 Tim 3 阻断型抗体对

poly( I ∶ C) 介导的 Kupffer 细胞分泌细胞因子的促

进作用 为了研究阻断 Tim 3 是否通过 NF-κB 通路

影响 TNF-α、IL-6、IL-1β 的分泌，利用 PDTC 预处理

pcDNA3. 1-Tim 3 组 30 min 后，然后加入 Tim 3 阻断

型抗体处理，poly( I ∶ C) 刺激后，收集培养上清液，

ELISA 结果显示，PDTC 未处理组，Tim 3 阻断型抗

体组与未加 Tim 3 阻断型抗体组比较，TNF-α、IL-6、
IL-1β 的分泌增加( P ＜ 0. 05 ) ，见图 10A; 而 PDTC
预处理组，Tim 3 阻断型抗体组与未加 Tim 3 阻断型

抗体组比较，TNF-α、IL-6、IL-1β 分泌差异无统计学

意义，见图 10B。

3 讨论

Kupffer 细胞是指存在于肝脏血窦内皮间的巨

噬细胞，活性程度很高，在细菌脂多糖等激活下，可

以释放多种细胞因子，从而激活多种炎性细胞，共同

在肝脏的炎症反应中发挥作用［6 － 7］。肝衰竭综合征

的临床特点和结局取决于 Kupffer 细胞的比例、释放

炎性因子的种类［8］。因而，深入肝巨噬细胞的活化

及调控机制对治疗肝损失具有重要意义。
Toll 样受体( Toll like receptor，TLＲ) 蛋白代表了

一类保守的受体家族，分别识别不同的抗原。其中

TLＲ3 能专一性地识别 poly ( I ∶ C) ，激活 NF-κB 通

路，促发炎症因子及辅助刺激分子的释放，调节机体

单核 /巨噬细胞。TLＲ 下游信号通路的关键节点就
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是 NF-κB 蛋白，在免疫反应中发挥重要作用，最突

出的生物学功能是促进细胞因子合成和释放。poly
( I ∶ C) 通过细胞膜表面的 TLＲ3 激活炎性细胞，核

内 NF-κB 通路被激活，合成大量炎性细胞因子并释

放到胞外，趋化粒细胞、巨噬细胞，同时使得毛细血

管通透性增加，引起炎症反应［9 － 10］。

图 10 阻断 NF-κB 通路逆转 Tim 3 阻断型抗体

对 Kupffer 细胞分泌炎性因子的促进作用

A: PDTC 未预处理组; B: PDTC 预处理组; 与 Tim 3 阻断型抗体

预处理比较: * P ＜ 0. 05

Tim 3 属于 T 细胞免疫球蛋白及黏蛋白( Tim)

家族 成 员，是 活 化 的 Th1 细 胞 表 面 的 共 刺 激 分

子［11］。Tim 3 和配体 Gal9 结合构成 Tim 3-Gal9 信

号通路，引起 T 细胞的凋亡，并能激活天然免疫细

胞，从而在先天性免疫反应和获得性免疫反应中发

挥重要作用。Tim 3 分子对 Th1 细胞起负性调节作

用，参与了特异性免疫应答。近年来研究［12 － 14］显

示，Tim 3 在巨噬细胞、DC、肥大细胞等天然免疫细

胞表面有表达，在先天性免疫反应和获得性免疫反

应中发挥重要作用。
在 Kupffer 细胞中，Tim 3 通路是否与 poly( I ∶

C) / TLＲ3 活化 NF-κB 蛋白的调节有关联，本实验

结果显示 poly( I ∶ C) 能够诱导小鼠肝 Kupffer 细胞

中 Tim 3 mＲNA 的表达，并且随着 poly( I ∶ C) 浓度

的增加，Tim 3 mＲNA 明显升高。
鉴于 Tim 3 基因在 poly ( I ∶ C) 活化的小鼠肝

Kupffer 细胞中的表达及与 NF-κB 通路间的有调控

关系，本研究应用真核表达载体 pcDNA3. 1-Tim 3 转

染小鼠肝脏 Kupffer 细胞，Ｒealtime PCＲ 及 Western
blot 法检测结果表明构建的 pcDNA3. 1-Tim 3 质粒

有效表达 Tim 3 mＲNA 和蛋白。用 pcDNA3. 1-Tim 3
调高小鼠肝脏 Kupffer 细胞 Tim 3 的表达后，从细胞

水平来观察相关细胞因子的变化，实验结果提示

TNF-α、IL-6、IL-1β 水平显著下降，表明 Tim 3 抑制

小鼠肝脏 Kupffer 细胞炎性因子 的 分 泌。Western
blot 检测显示，pcDNA3. 1-Tim 3 组细胞的 NF-κB 蛋

白的表达明显低于对照组细胞，可见 Tim 3 抑制了

NF-κB 通路的活化。
为了进一步探讨过表达 Tim 3 通过 NF-κB 通路

抑制 TNF-α、IL-6、IL-1β 的分泌，利用 NF-κB 抑制性

配体预处理小鼠 Kupffer 细胞后转染 pcDNA3. 1-Tim
3，经 poly( I ∶ C) 活化，显示 NF-κB 抑制性配体未处

理组与处理组细胞比较，TNF-α、IL-6、IL-1β 的分泌

明显下调。
在上面研究的基础上，为了明确阻断 Tim 3 是

否通过 NF-κB 通路影响 TNF-α、IL-6、IL-1β 的分泌，

利用 NF-κB 抑制性配体预处理小鼠 Kupffer 细胞，

然后加入 Tim 3 阻断型抗体处理，经 poly( I ∶ C) 活

化后，NF-κB 抑制性配体未处理组，Tim 3 阻断型抗

体( + ) 组与 Tim 3 阻断型抗体( － ) 组比较，TNF-α、
IL-6、IL-1β 的分泌增加; 而 NF-κB 抑制性配体处理

组，Tim 3 阻断型抗体( + ) 组与 Tim 3 阻断型抗体

( － ) 组比较，TNF-α、IL-6、IL-1β 分泌差异无统计学

意义，进一步说明了 Tim 3 通过 NF-κB 通路抑制小

鼠 Kupffer 细胞的炎性因子的分泌。
在本研究中，成功实现了采用真核表达质粒

pcDNA3. 1-Tim 3 转染小鼠 Kupffer 细胞，并观察到

Tim 3 通过 NF-κB 通路对 poly ( I ∶ C) 活化的小鼠

Kupffer 细胞的炎性因子分泌的抑制作用，本实验结

果为进一步深入阐明 Kupffer 细胞活化的调控机制

提供了帮助，研究该分子靶标对临床诊断肝损伤进

程和治疗有重要意义，有望为肝损伤的诊断和治疗

提供新思路。
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Tim 3 affecting mice liver Kupffer
cells secretion by poly( I ∶ C) activation

Niu Jian，Wang Yue，Wang Ｒenhao，et al
( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Xuzhou Medical College，Xuzhou 221002)

Abstract Objective To investigate the adjustment role of T cell immunoglobulin and mucin family-3( Tim 3) in
Kupffer cells activation and the related mechanism． Methods Transfected the pcDNA3. 1-Tim 3 plasmid into
Kupffer cells． Tim 3 expression in Kupffer cell was examined by Ｒealtime PCＲ and Western blot． Plasmid pcD-
NA3. 1-Tim 3，Tim 3 blocking antibodies and NF-κB inhibitory ligands on mice liver Kupffer cell activation factor
( TNF-α，IL-1β，IL-6) were monitored by ELISA test． NF-κB and IκBα proteins were examined by Western blot．
Ｒesults Tim 3 could inhibit Kupffer cells expression of TNF-α，IL-6，IL-1β． The results showed that it reduced the
expression of NF-κB p65 protein and increased IκBα protein in the mouse liver Kupffer cells． Conclusion Tim 3 is
involved in the regulation of Kupffer cells activation through NF-kappa B and IκBα protein．
Key words T cell immune globulin and mucin family-3; Kupffer cell; mice
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