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T细胞免疫球蛋白黏蛋白结构域分子 3（Tim-3）是近年

来备受关注的一个重要的负性共刺激分子，是Tim基因家族

成员之一，基因定位于人类染色体 5q33.2，编码Ⅰ型膜蛋

白。以往认为 Tim- 3 仅表达于 T 细胞，调控 Th1 细胞功

能［1-2］。近年的研究显示，Tim-3也表达于肿瘤细胞，可能成

为肿瘤的标志物。Kikushige等［3］报道大多数急性髓系白血

病（AML）患者的白血病干细胞表面高表达Tim-3，在白血病

小鼠移植模型中，鼠抗人Tim-3单抗可发挥细胞毒作用清除

AML干细胞。我们用流式细胞术（FCM）分析了Tim-3在成

人急性白血病原始及幼稚细胞的表达规律并探讨其与临床

特征的关系。

病例与方法

1. 病例：101例急性白血病患者为2015年1月至2015年

8月我院血液内科住院及门诊患者。初治AML 54例（M0 1

例、M1 8例、M2 13例、M3 14例、M4 12例、M5 5例、M6 1例），急

性淋巴细胞白血病（ALL）28例（B-ALL 24例、T-ALL 4例）；

急性混合细胞白血病（HAL）2 例（为髓系和 T 淋系混合表

达）；骨髓增生异常综合征（MDS）转AML17例。男49例，女

52例，中位年龄 42（18～72）岁。本研究获我院伦理委员会

批准，上述标本采集均经患者家属知情同意后实施。

2. 诊断标准：所有患者均进行细胞形态学、免疫学、细胞

遗传学和分子生物学检查，采用FAB法进行分型；免疫分型

参考我国诊断标准［4］和欧洲白血病免疫学分型协作组

（EGIL）抗原积分系统［5］；根据NCCN成人AML（非M3）诊疗

指南［6］将初治AML患者分为预后良好、预后中等、预后不良

组。根据中国成人 ALL 诊断与治疗专家共识（ISSN，2012

年）［4］将ALL患者分成标危组和高危组。

3. 采用直接免疫荧光FCM进行白血病细胞免疫表型及

Tim-3 检测：取肝素抗凝骨髓 2 ml，每管控制细胞数在（5~

10）×105，所用单抗包括髓系：CD13、CD33、CD14、CD117；T

淋巴细胞系：CD2、CD7、CD3、CD4、CD8；B 淋巴细胞系：

CD10、CD19、CD20；干/祖细胞标志HLA-DR、CD34；胞质抗

原CD3、CD79a、MPO。通过CD45/SSC设门识别幼稚细胞，

分析并计算幼稚细胞群体各白血病相关抗原阳性率及Tim-3

阳性细胞比率。细胞膜抗原阳性细胞百分率≥20%（CD34≥
10%）为阳性，胞质抗原阳性细胞百分率≥10%为阳性。所有

白血病免疫分型单抗及流式细胞仪均购自美国 Beckman-

Coulter 公司，APC 标记抗 Tim-3 抗体及纯品购自美国 BD

公司。

4. 45种白血病相关的融合基因及WT1、EVI1基因检测：

45 种融合基因检测采用白血病相关融合基因检测试剂盒

（上海源奇生物有限公司产品）。WT1和EVI1基因检测采用

实时荧光定量RT-PCR方法，以ABL作为内参。引物序列：

WT1 上游引物：5′-AGAATACACACGCACGGTGTCT -3′ ；

下游引物：5′-GAGCCGACCGTACAAGAGTC -3′；探针：5′-

FAM- CTCCAGGCACACGTCGCACATCCTG- TAMRA - 3′。

EVI1 上游引物：5′-ACCCACTCCTTTCTTTATGGACC -3′；

下游引物：5′-TGATCAGGCAGTTGGAATTGTG-3′；探针：5′-

FAM- TGAGGCCTTCTCCAGGATTCTTGTTTCAC- TAM-

RA -3′。ABL上游引物：5′-GATACGAAGGGAGGGTGTAC-

CA -3′；下游引物：5′-CTCGGCCAGGGTGTTGAA -3′；探针：

5′- FAM- TGCTTCTGATGGCAAGCTCTACGTCTCCT -

TAMRA -3′。检测结果以 WT1 基因或 EVI1 基因拷贝数/

ABL基因拷贝数×10 000表示。

5. 染色体核型及基因突变检测：骨髓细胞染色体标本采

用直接法和 24 h培养法制备。应用R带技术进行染色体显

带。根据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISSN，2005年）》
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描述核型；PCR产物纯化后进行正、反向测序（由上海欲晶生

物科技有限公司协助完成），分析各个基因外显子序列的突

变情况。

6. 统计学处理：采用SPSS20.0软件进行统计学分析，结

果以 x±s表示，方差齐性检验采用Levene检验，双尾 t检验用

于两组独立样本之间的比较，多重独立样本之间的比较采用

方差分析法（one-way ANOVA）。相关性分析采用Corelation

检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 患者细胞遗传学和分子生物学特征：101例急性白血

病患者染色体核型结果：inv（16）1例，t（8;21）5例，t（15;17）

14例，孤立的+8 2例，t（9;22）8例，t（3;3）1例，t（7;22）2例，

t（5;9）1例，t（1;19）1例，复杂核型（≥3种）12例，其余为正常

核型。基因突变结果：NPM1突变 6例，FLT3-ITD突变 5例，

C-kit突变 2例，其中 3例为NPM1突变合并FLT3-ITD突变。

在40例初治AML（除外M3）患者中预后良好组6例，预后中

等组 19 例，预后不良组 15 例。28 例 ALL 患者中标危组 17

例，高危组11例。根据多重PCR结果，AML-ETO阳性7例，

CBFβ-MYH11阳性7例，BCR-ABL阳性10例，E2A-PBX1阳

性 3例，DEK-NUP214阳性 1例，WT1基因表达水平≥150有

53例，EVI1基因表达水平≥150有10例。

2. Tim-3在急性白血病细胞中的表达特点：对54例初治

AML 患者、28 例 ALL 患者、2 例 HAL 患者、17 例 MDS 转

AML患者，采用流式细胞术检测Tim-3在白血病细胞中的表

达水平。结果显示，14例M3患者Tim-3在白血病细胞中表

达水平为（2.12±1.57）%。87例急性白血病（除M3）患者表达

水平为（47.03±29.55）%。其中初治 AML 组、t-AML 组、

ALL 组、HAL 组 Tim-3 表达水平分别为（56.16±29.75）%、

（53.19±26.33）%、（30.21±20.77）%、（22.50±2.12）%，与 ALL

组相比 ，AML组Tim-3在白血病细胞中表达较高，差异有统

计学意义（P=0.002）。而初治AML组与 t-AML组之间差异

无统计学意义（P＞0.05）。而HAL组例数较少，未统计。40

例非M3初治AML各亚型Tim-3的表达水平见表1。其中M4

组与其他FAB分型组比较显著升高，差异有统计学意义（P=

0.003）。AML预后良好、预后中等、预后不良组Tim-3在白

血病细胞中的表达水平分别为（77.67±17.16）%、（51.42±

31.03）%、（35.33±28.89）%，差异有统计学意义（P=0.038），组

间比较中，预后良好组明显高于预后中等组（P=0.008）和预

后不良组（P=0.042）。28例ALL患者中，T-ALL Tim-3的表

达水平为（35.75±7.46）%，B-ALL为（29.29±22.20）%,差异无

统计学意义（P＞0.05）。ALL 标危组、高危组 Tim-3 表达水

平分别为（26.00±16.74）%和（36.73±25.29）%，高危组较标危

组表达高，但差异无统计学意义（P＞0.05）。

3. Tim-3表达与临床特征的相关性：将Tim-3在白血病

细胞中的表达水平和白血病免疫表型抗原表达行相关性分

析，Tim-3与CD13表达呈正相关（AML中 r=0.33，P=0.018；

ALL 中 r=0.56，P=0.003），与 CD34 表达呈正相关（AML 中

表 1 40例非M3初治急性髓系白血病各亚型Tim-3在白血

病细胞中的表达水平（%，x±s）

FAB分型

M0

M1

M2

M4

M5

M6

例数

1

8

13

12

5

1

Tim-3表达水平

19.00

33.50±32.90

57.54±28.29

81.83±12.33

61.40±31.89

69.00

r=0.51，P=0.001；ALL 中 r=0.48, P=0.009）。 而 与 CD33、

CD14、CD7、CD10、CD19 等其他免疫表型无明显相关性

（P＞0.05）。与急性白血病患者特殊染色体、基因突变、45种

融合基因、WT1 定量、EVI1 定量也无明显相关性（P＞

0.05）。无论在AML组还是在ALL组，患者的性别、年龄、骨

髓原始细胞比例、有无髓外浸润、有无出血、初诊时WBC对

Tim-3表达水平无明显影响（P值均＞0.05）。但在初治ALL

患者中，LDH 高表达组较低表达组 Tim-3 表达水平高［以

500 U/L 为界，分别为（37.93±20.94）%和（21.31±17.28）%］，

差异有统计学意义（P=0.030）。

讨 论

Tim-3在 2002 年被发现，作为重要的细胞免疫负调控

因子，主要表达于Th1细胞、树突细胞、单核细胞和巨噬细胞

上［7］。Tim-3与其配体galectin-9结合，直接参与T细胞耗竭，

使T细胞分泌 IFN-γ的能力下降，促使T细胞表达其他免疫

负调控分子，造成免疫负调节为主的肿瘤微环境，从而导致

机体对肿瘤细胞的免疫反应降低，肿瘤持续生长［8-10］。通过

不同的机制介导肿瘤微环境中的免疫抑制，参与肿瘤的发

生、发展、播散和转移。近期研究显示，Tim-3可以异位表达

于非造血细胞肿瘤细胞，特别是原发性癌细胞，包括黑色素

瘤、脂肪肉瘤、非小细胞肺癌、宫颈癌等［11-14］。国外学者发

现，Tim-3在白血病干细胞中高表达，Kikushige等［3,15］应用抗

人Tim-3的鼠 IgG2α抗体，可以阻止白血病细胞在小鼠体内

的重建却不会损伤正常人造血干细胞。对于Tim-3是否在

白血病原代细胞表达尚未见报道，我们在研究中发现Tim-3

在非M3急性白血病的原始幼稚细胞中表达，初治AML组和

MDS转AML组表达均高于ALL组，但初治AML与MDS转

AML组差异无统计学意义。

近年来国外学者发现，在结肠癌和膀胱癌患者中，Tim-3

高表达与肿瘤的发展和病理分期相关［16-17］。大量研究发现，

在非小细胞肺癌、宫颈癌、结肠癌和膀胱癌患者中，Tim-3+患

者较Tim-3-患者生存时间更短［13-14,16-17］。但是我们的研究结

果与之不同，根据NCCN分级，我们发现Tim-3在初治AML

白血病细胞中的表达预后良好组较中等和不良组表达水平

高，而预后中等与不良组之间差异无统计学意义。在初治

ALL患者中标危组和高危组Tim-3表达差异无统计学意义。

Anderson等［18］及Ando等［19］发现，表达于髓系细胞上的
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Tim-3活化可增强肿瘤坏死因子α（TNF-α）生成和分泌，有证

据表明TNF-α这种促炎性反应在恶性肿瘤患者的机体免疫

反应中发挥抗肿瘤作用。但详细的机制不清楚，有待进一步

研究。

我们进一步分析Tim-3表达与临床特征的关系，通过相

关性分析发现，Tim-3在白血病细胞中的表达水平与CD13、

CD34表达呈正相关，而与其他免疫表型无明显相关性。提

示Tim-3表达于较前体的幼稚细胞。同时我们发现在ALL

患者中，LDH水平越高，Tim-3在白血病细胞中的表达水平

相对也高，可能与ALL患者体内肿瘤负荷的大小有关。而

初诊时的LDH水平与初治AML的Tim-3表达并无明显相关

性。在本组患者中，没有发现Tim-3在原始幼稚细胞的表达

与急性白血病患者的性别、年龄、骨髓原始细胞比例存在相

关性。同时我们也分析了患者染色体、基因突变、45种常见

融合基因、WT1和EVI1表达等，没有发现Tim-3与特殊染色

体和基因存在相关性，可能与我们样本量仍偏少有关。由于

随访时间偏短，没有对患者的生存和复发情况进行统计分

析，我们将继续扩增标本，延长随访期，进一步分析Tim-3的

表达与预后的关系。

综上所述，我们的研究结果显示Tim-3表达于非M3型急

性初治白血病中，主要是高表达于AML，与CD13、CD34等

急性白血病的标志物存在一定的相关性，可能是白血病的一

种标志物，其意义有待于进一步深入研究。
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