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TIM-3配体galectin-9诱导NK/T细胞淋巴瘤细胞的凋亡及其机制
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[摘 要] 目的：观察TIM-3在NK/T细胞淋巴瘤（natural killer/T cell lymphoma, NK/TCL）细胞株中的表达及其配体galectin-9

（GAL-9）诱导瘤细胞凋亡的作用及其部分机制。方法：Western blotting测定NK/TCL细胞株SNK-1、SNK-6、SNT-8和健康人外

周血NK细胞中TIM-3的表达；采用不同质量浓度重组人GAL-9（rhGAL-9）作用于NK/TCL细胞株24 h后，通过CCK-8法检测细

胞增殖活性；流式细胞术Annexin-V/PI双染法检测瘤细胞凋亡；Western blotting检测 caspase-3、PARP及其剪接体和MAPK信号

通路蛋白磷酸化表达水平变化。结果：NK/TCL细胞株SNK-1、SNK-6和SNT-8的TIM-3表达较健康人外周血NK细胞显著增

高，其中SNK-1、SNK-6细胞株与对照组相比差异具有统计学意义（P<0.05）；CCK-8检测结果显示，rhGAL-9对NK/TCL细胞增殖

活力具有明显抑制作用，并有浓度依赖性；流式细胞术检测显示，rhGAL-9可诱导3种NK/TCL细胞株凋亡；Western blotting结果

显示，cleaved-caspase-3、cleaved-PARP蛋白表达量增高，MAPK通路中 JNK蛋白磷酸化水平升高。结论：TIM-3在NK/TCL细胞

株中异常高表达，其配体GAL-9可诱导细胞凋亡，其机制可能与 JNK磷酸化水平升高相关。
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[Abstract] Objective: To identify the expression pattern of TIM-3 in natural killer/T-cell lymphoma (NK/TCL) cell lines, and to inves-

tigate the effect and mechanism of its ligand galectin-9 (GAL-9) inducing apoptosis of NK/TCL cell lines. Methods: Expression of

TIM-3 in NK cell of peripheral blood from healthy donors and NK/TCL cell lines (SNK-1、SNK-6、SNT-8) was detected by Western

blotting. After being treated with rhGAL-9 at various concentrations for 24h, the cell proliferation ability was analyzed with CCK-8 as-

say. Apoptosis ratio of the cells was determined by flow cytometry. Expressions of caspase-3, PARP and their cleavages were detected

by Western blotting; moreover, phosphorylation levels of proteins in MAPK signaling pathway were also detected by Western blotting.

Results: The expression of TIM-3 in SNK-1, SNK-6 and SNT-8 cell lines was significantly higher than that of NK cells from healthy

donors (P<0.05). CCK-8 result showed that rhGAL-9 obviously inhibited the proliferation of NK/TCL cell lines in a concentration de-

pendent manner. Flow cytometry showed that rhGAL-9 induced the apoptosis of NK/TCL cells; and Western blotting proved that the ex-

pression of cleaved caspase-3, cleaved-PARP, and p-JNK in MAPK signaling pathway were significantly elevated. Conclusion: TIM-3

was over-expressed in NK/TCL cell lines, and its ligand galectin-9 induced cell apoptosis probably through the activation of JNK kinase

pathways.
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NK/T 细胞淋巴瘤（natural killer/T cell lympho-

ma, NK/TCL）通常具有NK细胞或细胞毒性T细胞表

型，好发于上呼吸道及消化道，呈高度侵袭性，其在

中国人群中相对高发，约占非霍奇金淋巴瘤的

11%[1]。近期，FENG等[2]报道了NK/TCL肿瘤组织标

本TIM-3表达比例高达95%。然而，目前尚无研究报

道TIM-3对NK/TCL细胞功能的调控作用。Galec-

tin-9(GAL-9)是TIM-3的配体之一，其对NK细胞具

有抑制作用[3]。此外，有研究[4]报道，GAL-9可直接诱
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导慢性髓系白血病、多发性骨髓瘤、肝细胞肝癌等多

种肿瘤细胞株凋亡。上述研究提示 GAL-9 对 NK/

TCL也可能发挥上述效应。鉴于NK/TCL自身可表

达TIM-3，探索TIM-3及其配体GAL-9对NK/TCL调

控作用，对于免疫治疗的应用和探索新的治疗靶点

均具有一定意义。本研究观察了TIM-3在NK/TCL

细胞株表达情况及其配体GAL-9诱导NK/TCL凋亡

的作用。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

AIM-V培养基、AB型人血清购自美国 Invitrogen

公司，人重组白细胞介素2（IL-2）购自美国Peprotech

公司，重组人GAL-9（rhGal-9）购于R&D Systems公

司[溶于500 μl杜氏磷酸缓冲液（DPBS）中，工作用质

量浓度为100 μg/ml，于-20 ℃储存]，CCK-8试剂盒购

买自日本同仁化学研究所，AnnexinV/PI细胞凋亡流

式细胞术检测试剂盒购买自美国BD公司，RIPA裂解

液、蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物、SDS-PAGE凝胶配

制试剂盒购于碧云天生物技术公司，蛋白检测抗体

均购于CST公司。流式细胞仪购自BD FACS-Cali-

bur公司。

1.2 细胞培养及处理

NK/TCL细胞株SNK-1、SNK-6和SNT-8由日本

东京医科和牙科大学 Shimizu 教授赠送。SNK-1、

SNK-6及SNT-8细胞具有NK细胞及细胞毒性T细胞

表型，均为EB病毒阳性细胞株。细胞在含10%热灭

活人血清和 400 U/ml IL-2 的AIM-V培养基中，培养

条件为 37 ℃、5 %CO2、饱和湿度，每 2 d换液 1次，细

胞处于对数生长期时进行实验。

1.3 磁珠分选人外周血NK细胞

人外周血来源为成年健康志愿者，本人均知情

同意，符合伦理要求。外周血经DPBS 1∶1稀释后缓

慢加入至等体积的Ficoll淋巴细胞分离液面上，经密

度梯度离心收集白膜层单个核细胞，制成1×107/ml细

胞悬液，离心取上清，加入 80 μl分选缓冲液，然后加

入20 μl人抗 CD56 磁珠，充分混匀后置于4 ℃冰箱

孵育 15 min。每 1×105 个细胞加入 2 ml 缓冲液，

4 ℃ 300×g离心 10 min，充分洗涤。弃上清后，加入

500 μl缓冲液重悬，经MACS磁性分离柱流下后，加

入 500 μl缓冲液洗柱 3次，取下分离柱置于离心管，

经活塞吹洗获得CD56+细胞。

1.4 CCK-8 法检测 rhGAL-9 对 SNK-1、SNK-6 和

SNT-8细胞增殖活力的影响

取对数生长期 SNK-1、SNK-6和 SNT-8细胞，制

成密度为4×105/L的细胞悬液，实验组按终质量浓度

1.0、2.5、5.0 μg/ml 加入 rhGAL-9，对照组加入等体积

DPBS溶液，并设置空白对照组（仅接种培养基），每

组均设 3个复孔。于 37 ℃培养箱培养 24 h后，向各

孔加入CCK-8试剂10 μl，置于37 ℃培养箱避光孵育

2 h，通过酶标仪检测 450 nm处光密度（D）值。细胞

增殖率（%）=（D 实验照-D 空白对照组）/（D 对照组-D 空白对照组）×

100%。

1.5 流式细胞术检测 rhGAL-9 对 SNK-1、SNK-6 和

SNT-8细胞凋亡的影响

取对数生长期 SNK-1、SNK-6和 SNT-8细胞，制

成 2×105/L的细胞悬液，接种于 6孔板，实验组加入

rhGAL-9，终质量浓度为1.0、2.5 μg/ml，对照组加入等

体积DPBS。于 37 °C细胞培养箱培养 24 h，收集实

验组及对照组细胞，用预冷DPBS洗涤细胞，300×g离

心5 min，共2次。加入200 μl 1×Bindding-Buffer重悬

细胞，加入 5 μl Annexin V-FITC 染料轻轻吹打混匀

后，室温条件下避光孵育 15 min，再加入 5 μl PI室温

避光孵育 5 min，最后加入 400 μl Bindding-Buffer，上

流式细胞仪检测。

1.6 Western blotting法检测 rhGAL-9对凋亡相关蛋

白表达的影响

收集各实验组和对照组细胞，经DPBS洗涤 2次

后，加入100 μl由蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物配制的

RIPA 裂解，经超声仪进一步裂解后，冰上孵育 20

min，离心收集上清并测定蛋白浓度，加入 25 μl 5×

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液，置于 100 ℃金属浴锅

10 min。蛋白样本进行SDS-PAGE，转印至NC膜，经

5%脱脂牛奶室温封闭1 h，加入一抗后放入4 ℃冰箱

过夜。置于摇床，加入TBST洗膜 10 min，共 3次，加

入辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，室温孵育 1h

后，重复上述洗膜步骤，加入 ECL 进行化学发光显

影。上述实验均重复3次。

1.7 统计学处理

应用SPSS v22.0进行统计分析，Western blotting

条带灰度值、CCK-8和流式细胞术结果等计量资料

均采用 x̄±s表示，组间比较采用 t检验或单因素方差

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NK/TCL细胞株中高表达

Western blotting 检测健康人外周血 NK 细胞、

SNK-1、SNK-6和SNT-8细胞株TIM-3蛋白表达情况

（图 1）显示，健康人NK细胞低表达TIM-3蛋白，3株

细胞均表达TIM-3，且相对健康人外周血NK细胞表

达量更高，其中SNK-1、SNK-6细胞株与对照组相比，

差异具有统计学意义（均P<0.05）。

2.2 rhGAL-9可抑制NK/TCL细胞增殖活力

CCK-8检测不同浓度 rhGAL-9对NK/TCL细胞
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株增殖活力的影响，结果（图 2）显示，rhGAL-9 对

SNK-1、SNK-6和SNT-8细胞株细胞活力均有明显的

抑制作用。2.5 μg/ml rhGAL-9作用于SNK-1、SNK-6

和SNT-8株细胞后24 h，各细胞株增殖率均明显下降

[（49.80±7.91）%、（74.09±9.04）%和（36.05±4.64）% vs

100%，均P<0.01]。

图1 TIM-3在NK/TCL细胞中的表达

Fig.1 Expression of TIM-3 in NK/TCL cell lines

2.3 rhGAL-9明显诱导NK/TCL细胞凋亡

通过流式细胞术采用Annexin-V/PI双染法检测

不同质量浓度（1.0、2.5 μg/ml）rhGAL-9作用NK/TCL

细胞株 24 h后的凋亡情况，结果（图 3）显示，与对照

组相比，2.5 μg/ml rhGAL-9作用后，SNK-1、SNK-6和

SNT- 8 细胞凋亡率明显增加 [（58.57 ± 2.15）% vs

（4.43 ± 0.70）%（P<0.01）、（42.43 ± 0.69）% vs（4.67 ±

0.43)%（P<0.01）、（76.07 ± 6.97）% vs（4.07 ± 1.20）%

（P<0.05）]。其中，rhGAL-9对 SNK-1、SNK-6细胞株

致凋亡作用具有浓度依赖性，该结果与CCK-8检测

结果相符合。

相同方法处理 3种细胞株后，Western blotting检

测 caspase-3和PARP等凋亡相关蛋白变化情况，结果

（图 4）显示，caspase-3和PARP剪切蛋白表达水平随

rhGAL-9剂量增加而升高，与流式细胞术检测结果一

致。

图2 不同质量浓度rhGal-9处理NK/TCL细胞

24 h后的细胞增殖率

Fig.2 Proliferative rate of NK/TCL cell lines treated with

rhGAL-9 at various mass concentrations for 24 h

*P<0.05,**P<0.01 vs control；△△P＜0.01 vs 1.0 μg/ml

图3 不同质量浓度rhGal-9处理NK/TCL细胞24 h后的凋亡率

Fig.3 Apoptotic rate of NK/TCL cell lines treated with rhGAL-9 at various mass concentrations for 24 h

2.4 rhGAL-9对NK/TCL细胞MAPK信号转导通路

的影响

应用 2.5 μg/ml rhGAL-9 处理 SNK-1、SNK-6 和

SNT-8 细胞株 15、30 和 60 min 后，通过 Western blot-
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ting 方法检测 JNK 通路蛋白磷酸化水平变化，结果

（图5）显示，作用15 min时，3种细胞株 JNK蛋白磷酸

化水平均明显增加。

图4 rhGAL-9对NK/TCL细胞株Cleaved-Caspase3

和Cleaved-PARP表达的影响

Fig.4 Expression of Cleaved-Caspase-3, Cleaved-PARP in

NK/TCL cell lines treated with rhGAL-9 at various mass

concentrations for 24 h

图5 rhGAL-9对NK/TCL细胞中JNK磷酸化蛋白的影响

Fig. 5 The effect of rhGALal-9 on phosphorylation JNK

protein in NK/TCL cell lines

3 讨 论

本课题发现，NK/TCL细胞株 SNK-1、SNK-6和

SNT-8可表达TIM-3，且表达量较健康人外周血NK

细胞显著升高。FENG等[2]报道了在NK/TCL肿瘤组

织中TIM-3表达比例高达 95%，且与预后不良相关。

上述结果提示NK/TCL可能普遍存在TIM-3高表达，

但其发生机制和生物学意义目前仍不明确。对于正

常NK细胞TIM-3表达调控和生物学功能研究较多。

NDHLOV 等[5]报道了 TIM-3 在健康人外周血 NK 细

胞表达水平不一，但外周血NK细胞经白介素-2（IL-

2）刺激后，TIM-3 表达水平可上升。多项研究[6-7]显

示，TIM-3在健康人外周血NK细胞表达量较低，在病

毒感染和肿瘤患者中表达量可增高。NK/TCL呈激

活的NK细胞及细胞毒性T细胞表型，且存在EB病

毒感染[2]。这些因素均可能导致TIM-3在NK/TCL中

的表达升高，TIM-3的高表达与NK细胞清除EB病

毒是否有关目前尚不清楚。已有研究[8-10]报道，TIM-3

对NK细胞的生物学功能有多种影响，包括促进细胞

因子分泌、诱导免疫耐受和细胞凋亡。TIM-3在肿瘤

细胞中也可发挥多种效应，TIM-3/GAL-9自分泌环路

可促进人髓系白血病干细胞自我更新和白血病进

展[11]。YU等[12]报道了结直肠癌细胞株可表达 TIM-

3，敲除TIM-3后肿瘤细胞增殖和侵袭能力均下降。

上述结果提示，TIM-3对NK/TCL的发生发展可能发

挥一定生物学作用。

本研究应用 TIM-3 配体 GAL-9，探索 TIM-3 在

NK/TCL中的生物学作用。结果显示，GAL-9可显著

抑制三种NK/TCL细胞株细胞增殖活力，并诱导其凋

亡。ZHU等[13]最早报道了GAL-9通过结合TIM-3，促

进钙离子内流、诱导Th1细胞凋亡。在表达TIM-3的

CD8+T细胞中同样发现GAL-9促凋亡效应，并可由

TIM-3阻断性抗体逆转[14]。此外，也有研究[15]显示，

GAL-9可不依赖TIM-3受体直接诱导多种肿瘤细胞

凋亡。近期，研究[16-17]报道了GAL-9可直接诱导胰腺

癌和食管腺癌细胞系凋亡，其机制为GAL-9可调控

多种microRNA表达，并经线粒体途径诱导凋亡。故

本研究中，GAL-9可能通过直接结合TIM-3后间接诱

导NK/TCL凋亡。

本研究显示，GAL-9作用NK/TCL细胞株15 min

后，JNK磷酸化水平显著增加。LI等发现GAL-9与

TIM-3结合后，可引起外周血NK细胞中 JNK磷酸化

水平增加，调控NK细胞功能。而KOBAYASHI等[18]

则报道了GAL-9可直接诱导多种多发性骨髓瘤细胞

株凋亡，其中伴随 JNK通路的激活，应用 JNK小分子

抑制剂后上述效应可被部分逆转。JNK通路活化后

通过线粒体途径激活 caspase-9及下游 caspase-3诱导

凋亡作用已在多项研究中得到证实[19]。尽管本研究

未采用 JNK小分子抑制剂加以验证，但结合上述文

献提示在galectin-9作用下NK/TCL发生凋亡可能与

JNK活化有关。

综上，本研究发现NK/TCL细胞株中存在TIM-3

表达，其配体GAL-9可诱导细胞凋亡，其机制可能部

分与 JNK激活相关。这些结果为TIM-3阻断性抗体

应用于此类肿瘤提供参考。此外TIM-3配体GAL-9

诱导 NK/TCL 细胞凋亡作用明显，为探索治疗 NK/

TCL潜在靶点提供了新的思路。
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