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Tim-3对宫颈癌细胞侵袭迁移的影响及机制研究
余师师  张秉强*  张炳兰*

(重庆医科大学附属第一医院消化内科, 重庆 400016)

摘要      该文主要研究慢病毒介导的T细胞免疫球蛋白黏液素3(T-cell immunoglobulin mucin-3, 
Tim-3)对宫颈癌细胞的促肿瘤作用及其相关作用机制。首先, 采用PCR方法获取Tim-3片段, 将其克隆入

pCDH载体中, 并通过酶切和测序进行鉴定; 将三个表达载体, 即重组阳性表达载体(pCDH-Tim-3)、空

载体(pCDH-NC)和绿色荧光蛋白载体(pCDH-GFP), 分别与psPAX2和pMD2.G共转染至293T细胞中, 最
后形成相应的慢病毒组。然后, 将三组慢病毒分别感染HeLa细胞, 获得稳定细胞株(HeLa-Tim-3、HeLa-
NC、HeLa-GFP), 其中设置HeLa-NC为空载病毒阴性对照组; 最后, 通过观察HeLa-GFP组, 初步获取慢

病毒感染效率; 运用流式细胞术、Western blot和细胞免疫荧光检测Tim-3的相对表达水平; 细胞划痕和

Transwell检测细胞的迁移及侵袭能力; Western blot检测上皮间质转化(epithelial-to-mesenchymal, EMT)
相关蛋白(E-cadherin、N-cadherin、Snail)的表达变化; 流式细胞术检测细胞凋亡率变化。该文成功构建

了pCDH-Tim-3慢病毒表达载体并将其包装成慢病毒, 获得对应的稳定细胞株; 在HeLa-GFP中可以观察

到大量的绿色荧光; 与HeLa-NC组相比, Western blot、流式细胞术和细胞免疫荧光检测结果均表明, He-
La-Tim-3组的Tim-3蛋白表达水平显著升高(P<0.05); 细胞划痕实验和Transwell检测结果均表明, HeLa-
Tim-3组的迁移侵袭能力明显提高(P<0.01); 另外, Western blot检测结果表明, 与HeLa-NC组相比, HeLa-
Tim-3组N-cadherin和Snail显著增多但E-cadherin明显减少(P<0.05), 而流式细胞术检测结果表明, HeLa-
Tim-3组凋亡率显著减少(P<0.001)。因此, 高表达Tim-3宫颈癌细胞可以通过EMT转化和抑制细胞凋亡

等相关作用机制来加强肿瘤的恶性进展。
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Effects of Tim-3 on Invasion and Migration of Cervical 
Cancer Cells and Its Mechanism
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Abstract       The aim of this study was to investigate effects of Tim-3 (T-cell immunoglobulin mucin-3) mediated 
by lentivirus on cervical cancer cells and its related mechanism. Tim-3 fragments were amplified by PCR and cloned into 
a pCDH vector for enzyme digestion and sequencing. Firstly, the recombinant positive expression vectors pCDH-Tim-3/
pCDH-NC/pCDH-GFP, psPAX2, and pMD2.G were co-transfected into 293T cells, forming three types of lentivirus 
groups. Next, three groups of lentiviruses were respectively infected with HeLa cells to obtain stable cell lines (HeLa-
Tim-3, HeLa-NC, HeLa-GFP). HeLa-NC was set as the control group. Finally, the efficiency of infecting lentivirus was 
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observed in HeLa-GFP group preliminarily. The relative expression levels of Tim-3 were detected by flow cytometry, 
Western blot, and cellular immunofluorescence. Abilities including migration and invasion were detected by cell scratch 
and Transwell. Expression of EMT (epithelial-to-mesenchymal) related to proteins (E-cadherin, N-cadherin, Snail) was 
detected by Western blot. The apoptosis rate was detected by flow cytometry assay. We successfully constructed a lenti-
virus plasmid containing Tim-3 and then packaged it as lentivirus particles. The stable cell lines of HeLa-Tim-3, HeLa-
NC, and HeLa-GFP were obtained, separately. Comparing with HeLa-NC group, the expression of Tim-3 in HeLa cells 
was increased after infection in the HeLa-Tim-3 group (P<0.05). The ability of invasion and metastasis were significantly 
enhanced in HeLa cells with high expression of Tim-3 (P<0.01). The observed effect was associated with downregulation 
of E-cadherin and upregulation of N-cadherin and snail (P<0.05). Meanwhile, the apoptosis rate was also markedly in-
hibited (P<0.001). Our findings suggest that the expression of Tim-3 in cervical cancer may facilitate the tumor invasion 
and metastasis by promoting EMT transformation and inhibiting apoptosis.
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宫颈癌是造成全球新增女性死亡的第四大原

因, 每年有超过50万的宫颈癌患者被确诊[1]。人乳

头状瘤病毒(human papillomaviruses, HPV)的感染被

认为是造成宫颈癌的主要因素之一, 它可通过局部

侵袭和转移促进宫颈癌的发生发展, 其中, 高危型

HPV 16和HPV 18的致癌效果尤为显著。近年来, 虽
然宫颈癌的诊断技术和治疗策略有所提高, 但其具

有广泛的侵袭和转移特性导致患者的致死率仍居

高不下, 并且具有上皮间质表型(epithelial-to-mesen-
chymal, EMT)的宫颈癌更易发生侵袭和迁移, 进一

步加重肿瘤的恶性发展[2]。由于分子靶向诊治在许

多实体肿瘤中具有很好的应用效果, 因此如何寻找

诊治宫颈癌的潜在分子靶点已引起了学者们的广泛

关注[3]。T细胞免疫球蛋白黏液素3(T-cell immuno-
globulin mucin-3, Tim-3)是Tim基因家族蛋白的成员

之一, 被认为是T细胞的负性调控靶点。目前, Tim-3
作为一种新的免疫检查点受体, 它在肿瘤干细胞和

骨髓细胞中可诱导T细胞衰竭并抑制抗肿瘤的免疫

作用[4]。此外, 免疫检查点分子Tim-3和程序性死亡

受体1(programmed death 1, PD-1)也可以限制嵌合

型抗原受体修饰的T细胞(chimeric antigen receptor-
modified T, CAR-T)的抗肿瘤作用[5]。据相关研究, 
在卵巢癌患者的外周血中Tim-3水平会明显升高[6], 
并且有学者通过动物实验分析, 发现下调外周血中

Tim-3水平可抑制卵巢癌细胞的生长, 这使其生存率

提高了60%[7]。Tim-3不仅在肿瘤免疫中发挥着巨大

作用, 还可以在多种肿瘤细胞中直接表达, 这一显著

特性预示其在分子靶向治疗中拥有巨大潜力。CAO
等[7]发现, 在生殖系统肿瘤的宫颈癌组织中Tim-3表

达水平较高, 并观察到具有高表达Tim-3的患者愈后

较差, 死亡率更高。虽然, Tim-3对宫颈癌细胞的促

瘤作用具有显著影响, 但其相关作用机制尚不明了。

结合本课题组的研究及相关文献的报道[8], Tim-3在
HeLa细胞中表达并不特别丰富。因此, 为了更好地

研究Tim-3对宫颈癌细胞的影响, 我们通过包装慢病

毒并利用慢病毒介导的方式显著提高Tim-3在HeLa
细胞中的表达, 探索Tim-3对宫颈癌细胞的促肿瘤作

用及其机制, 为肿瘤的分子靶向治疗提供可靠的靶

点。

1   材料与方法
1.1   主要试剂及材料

慢病毒包装质粒 (psPAX2、pMD2.G)、载体

质粒 (pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro、pCDH-CMV-
GFP)、人胚肾293T 细胞和人宫颈癌HeLa细胞均由

四川大学生物治疗国家重点实验室提供 ; PEI转染

试剂由重庆医科大学药学院何百川教授惠赠 ; pEZ-
Lv105-Tim-3购自Genecopoeia公司; EcoR I、BamH I
和PCR高保真酶购自宝日医生物技术 (北京 )有限公

司 ; 同源重组试剂盒及胶回收纯化试剂盒购自南京

诺唯赞生物技术有限公司 ; 质粒提取试剂盒和DNA 
marker均购自天根生化科技(北京)有限公司; TOP10
感受态细胞购自苏州新赛美生物科技有限公司; 
DMEM培养基、胎牛血清和胰蛋白酶购自Gibco公
司; Human TIM-3 Antibody(AF2365)购自R&D Sys-
tems公司; E-cadherin、N-cadherin、Snail和GAPDH
均购自Cell Signaling Technology公司; PE Mouse 
Anti-Human Tim-3(563422)购自BD Pharmingen公
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司; 鼠抗人GAPDH抗体购自南京巴傲得生物科技有

限公司 ; HRP和FITC标记的二抗购自博士德生物工

程有限公司 ; 基质胶购自美国BD Pharmingen公司 ; 
Transwell小室购自康宁有限公司 ; 其他试剂均由当

地化学试剂商提供。

1.2   pCDH-Tim-3重组质粒构建

根据Genebank中报道的人Tim-3基因的核苷酸

序列 (NM_032782.4), 用Primer Premier 5.0软件分别

设计含 pCDH质粒载体同源序列的引物。其上游

引物为Tim-3-F为5′-gat tct aga gct agc gaa ttc ATG 
TTT TCA CAT CTT CCC TTT GAC T-3′, 下游引物

为Tim-3-R为5′-atc ctt cgc ggc cgc gga tcc CTA TGG 
CAT TGC AAA GCG ACA-3′(下划线分别为EcoR I、
BamH I酶切位点 , 加粗为质粒同源臂 )。引物由深圳

华大基因股份有限公司合司合成。以含有目的基因

Tim-3的载体pEZ-Lv105为模板, 进行PCR扩增。扩增

产物用1%琼脂糖凝胶电泳初步鉴定 , 并用胶回收纯

化试剂盒纯化目的片段。将纯化的Tim-3片段和经限

制性内切酶EcoR I、BamH I双酶切的pCDH质粒通

过同源重组进行连接。接着将连接产物转化至感受

态细菌TOP10中, 接种在含有氨苄抗生素(100 μg/mL)
的LB平板培养基中, 37 °C下倒置培养16 h后随机挑

取10个单克隆菌落, 摇菌提取质粒, 经EcoR I单酶切

鉴定 , 选择片段大小正确的重组质粒邮寄至深圳华

大基因股份有限公司进行测序。测序正确的阳性重

组质粒命名为pCDH-Tim-3, 同时设定空载体对照组

为pCDH-NC组。

1.3   细胞培养  
293T细胞和HeLa宫颈癌细胞用含10%胎牛血

清、1%青链霉素的DMEM高糖完全培养基培养。

当细胞汇合率约为80%时, 用0.25%胰蛋白酶消化并

传代, 置于37 °C、5% CO2恒温培养箱中培养, 此两

种细胞为贴壁生长。

1.4   慢病毒的包装与稳定细胞系的构建  
将293T细胞接种于培养皿中, 培养至对数生长

期, 细胞生长密度至80%。将三种质粒包括pCDH-
TIM-3、psPAX2和pMD2.G按21׃2׃比例共转染至293T
细胞中, 同时加入PEI转染试剂。12 h后, 移去旧培

养基, 更换为新鲜的完全培养基。分别在转染48 h
和72 h时收集培养的上清液, 4 °C、1 500 r/min离心

5 min, 除去脱落的细胞和大的细胞碎片, 然后将上

清用0.45 μm过滤装置过滤。用上述相同方法获得

阴性对照lenti-NC及lenti-GFP慢病毒颗粒。采用逐

孔稀释法测定病毒滴度[8], 并尽快将上述含有三种

慢病毒的过滤液用于感染HeLa细胞。取对数生长

期的HeLa细胞, 以1.5×105个/孔密度接种于24孔板, 
培养24 h, 梯度加入嘌呤霉素, 其浓度分别为0、2、4、
6、8 μg/mL。在37 °C、5% CO2培养箱中培养, 筛选

7天后, 观察每孔细胞死亡情况, 将杀死全部细胞的

最小浓度确定为稳定转染细胞株的筛选浓度, 其最

小浓度为2 μg/mL。将HeLa细胞按2×105个/孔接种

到6孔板, 待其培养至40%汇合时用于慢病毒感染。

根据MOI值=病毒滴度(TU/mL)×病毒体积(mL)/细胞

个数, 设置慢病毒MOI感染梯度(0、1、2、3、4、5), 
找出最合适的MOI值为1。感染慢病毒24 h后更换新

鲜培养基, 在感染48 h时观察HeLa-GFP细胞荧光表

达情况, 在感染72 h时加入浓度为2 μg/mL嘌呤霉素, 
并维持该浓度7天, 筛选7天后即可得稳定的HeLa-
Tim-3细胞株、HeLa-NC细胞株(空载病毒阴性对照

组)及HeLa-GFP细胞株, 以备后续实验使用。

1.5   流式细胞术检测Tim-3的表达

分别收集HeLa、HeLa-NC、HeLa-Tim-3细胞, 预
冷PBS洗涤细胞2次, 用100 μL PBS重悬制备单细胞悬

液, 每管细胞加入5 μL的PE-anti-Tim-3抗体原液, 同时

设置对照组 (在流式细胞术实验中分为三组 : HeLa、
HeLa-Tim-3组、HeLa-NC组。但在其他研究方法中 , 
则分为两组 : HeLa-Tim-3组、HeLa-NC组)。4 ºC避光

孵育30 min后使用冷的PBS洗涤2次 , 1 200 r/min离心

3 min, 最后加入500 μL PBS重悬细胞, 流式细胞仪检

测并分析结果。

1.6   Western blot检测相关蛋白的表达

分别提取HeLa-NC和HeLa-Tim-3的总蛋白 , 用
RIPA裂解液提取细胞总蛋白 , BCA法检测蛋白浓度

(严格参照试剂盒说明书步骤操作 ) 。将定量后的蛋

白按照30 μg/孔上样后进行SDS-PAGE凝胶电泳分离, 
并将蛋白转移PVDF膜 , 然后用5%脱脂奶粉在室温

下封闭2 h, 加入对应的一抗 [Tim-3(1000 3׃)、E-cad-
herin(1000 1׃)、N-cadherin(1000 1׃)、Snail(1000 1׃)、
GAPDH(1000 1׃)]在4 ºC房间孵育过夜 , 用对应种属

的二抗(二抗比例均为1000 5׃) 37 ºC孵育1.5 h。最后

用化学发光试剂ECL(electrochemiluminescence)于暗

室显色曝光分析结果。

1.7   细胞免疫荧光检测Tim-3的表达

将HeLa-NC和HeLa-Tim-3细胞接种在96孔板
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24 h。于室温下用4%多聚甲醛固定15 min, 用0.1% 
Triton X-100渗透5 min。于封闭液 (0.5%山羊血清 )
中室温封闭1 h。Tim-3抗体 (1100׃)于4 ºC孵育过夜。

第二天用异硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, 
FITC)(1100׃)标记二抗 , 在室温下避光孵育1 h。用

0.1 μg/mL DAPI复染1 min, 荧光显微镜下观察并分

析结果。

1.8   Transwell检测细胞的迁移和侵袭能力

1.8.1   迁移实验      消化收集HeLa-NC和HeLa-
Tim-3细胞, 小室上室加入100 μL无血清DMEM培养

基制备的细胞悬液 (含5×104个细胞 ), 下室加入含有

10%的胎牛血清的完全培养基600 μL作为化学诱导

剂, 培养36 h, 待细胞穿出后取出小室, 用4%的多聚

甲醛固定10 min, 0.25%结晶紫染色1 min, PBS轻洗

后, 将其置于倒置显微镜拍照并计数细胞。

1.8.2   侵袭实验      按51׃比例用DMEM培养基稀释

基质胶, 于小室上室每孔快速加入50 μL上述混合物, 
避免产生气泡, 孵箱中放置3~4 h, 待其凝固后, 加入

100 μL细胞悬液(含8×104个细胞)。余下实验步骤同

迁移实验。 
1.9   细胞划痕实验检测细胞迁移      

将HeLa-NC和HeLa-Tim-3细胞接种于6孔板中, 
过夜单层铺满 , 用直尺将细胞单层划伤 , PBS洗涤 , 
加入无血清的DMEM继续孵育。分别于孵育0、24、
48 h时用倒置显微镜拍照并记录相应的位置 , 进行

结果分析。 
1.10   流式细胞术检测细胞凋亡率

用不含EDTA的胰蛋白酶收集HeLa-NC和He-
La-Tim-3两组细胞 , PBS洗涤2次。使用Annexin V-
FITC/PI试剂盒严格按照说明书对细胞进行处理 , 并
及时用流式细胞仪进行检测并分析。

1.11   统计分析 
用SPSS 22.0版本进行统计分析 , 用Graphpad 

6.01软件进行绘图。两组数据比较采用独立样本 t检
验。每个实验均独立重复 3次以上。所有数据均以

均数±标准差(x
_
±s)表示, 以P<0.05认为其差异具有统

计学意义。

2   结果
2.1   pCDH-Tim-3重组慢病毒表达载体的鉴定

以pEZ-Lv105质粒为模板, 经PCR扩增后, 利用

琼脂糖凝胶电泳检测其扩增产物 , 结果扩增条带在

906 bp左右 , 与预测片段大小一致(图1A), 重组后的

pCDH-Tim-3质粒用EcoR I 酶切 , 琼脂糖凝胶电泳结果

显示为2条带, 其大小分别为770 bp的片段和7 520 bp片
段 (图1B), 与预测片段大小一致。测序结果与Gen-
bank中序列完全一致(图1C) 。这表明, pCDH-Tim-3
重组慢病毒表达载体构建成功。

2.2   慢病毒的包装的感染效率及滴度测定

为了使Tim-3在HeLa细胞上稳定表达 , 首先

利用慢病毒编码绿色荧光蛋白 (green-fluorescent 
protein,GFP)来探讨感染的条件。将 pCDH-GFP、
psPAX2、pMD2.G三个质粒共转染 293T细胞。两

天后 , 利用荧光显微镜可以观察到高的转染效率 (图
2A), 说明大量的质粒转入细胞中。然后用包装好编

码GFP的慢病毒转导HeLa细胞, 两天后, 用荧光显微

镜可以观察到高感染效率 (图2B)。根据病毒滴度计

算公式, 20×1/(1×10–4)=2×105 TU/μL=2×108 TU/mL计
算出 lenti-GFP慢病毒滴度约为 2×108 TU/mL, 同理

可得 lenti-Tim-3及 lenti-NC的滴度为2×108 TU/mL, 
本研究中所包装的慢病毒不需要高速离心即能够

满足实验对病毒液滴度的要求。实验结果表明 , 当
慢病毒的滴度达到2×108 TU/mL, MOI值为1时 , 细
胞的感染效率最高且病毒毒性最小。同理 , 分别用

lenti-Tim-3和lenti-NC(MOI值均为1)感染HeLa细胞, 
并用嘌呤霉素筛选7天获得HeLa-Tim-3和HeLa-NC
稳定细胞株。

2.3   验证Tim-3在稳定细胞中的表达     
用流式细胞术、Western blot和细胞免疫荧光同

时检测HeLa-Tim-3和HeLa-NC稳定细胞株上Tim-3
的表达水平。流式和Western blot结果显示, HeLa-
Tim-3细胞株中的Tim-3蛋白表达显著升高(图3A、

图3B、图3D和图3E)(P<0.01)。免疫荧光实验进一

步表明, HeLa-Tim-3的荧光强度明显高于HeLa-NC
组(图3C)。综上表明, 我们成功建立了稳定高表达

Tim-3的HeLa细胞模型。 
2.4   Tim-3促进 HeLa细胞迁移、侵袭

本研究采用了细胞划痕实验和Transwell实验

来研究Tim-3对HeLa细胞迁移和侵袭的影响。细胞

划痕实验结果显示 , 在24 h时 , HeLa-Tim-3组的迁

移区域小于HeLa-NC组 (HeLa-Tim-3 vs HeLa-NC: 
2.20±0.1 vs 1.64±0.6)(图4A和图4B)(P<0.001)。48 h
时 , HeLa-Tim-3组的迁移区域明显小于HeLa-NC组
(HeLa-Tim-3 vs HeLa-NC: 1.23±0.06 vs 0.47±0.06)(图
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A: PCR扩增的Tim-3基因片段的琼脂糖凝胶电泳图。M为DNA分子量标准物, 1为Tim-3基因片段; B: EcoR I酶切重组pCDH-Tim-3表达载体的琼

脂糖凝胶电泳图。M为DNA分子量标准物, 1为酶切后的pCDH-Tim-3表达载体的产物, 2为未酶切的pCDH-Tim-3表达载体; C: Tim-3与Genbank
中Tim-3测序结果比对图。

A: agarose gel electrophoresis of Tim-3 gene obtained from PCR. Lane M: DNA Marker. Lane 1: Tim-3 gene fragment from PCR products; B: agarose 
gel electrophoresis of pCDH-Tim-3 identified by EcoR I restriction enzyme. Lane M: DNA Marker. Lane 1: products of pCDH-Tim-3 expression vector 
after enzyme digestion. Lane 2: pCDH-Tim-3 expression vector without enzyme digestion; C: alignment of the sequenced Tim-3 gene with the original 
gene sequence of Tim-3.

图1   重组pCDH-Tim-3表达载体的构建

Fig.1   Construction of recombinant pCDH-Tim-3 expression vector

A: 荧光显微镜下lenti-GFP慢病毒在293T细胞中包装过程中的第48 h; B: 荧光显微镜下lenti-GFP慢病毒感染HeLa细胞的第48 h。
A: results of fluorescence microscopy of 293T when the lenti-GFP were packed in 293T cells for 48 h; B: results of fluorescence microscopy of HeLa-
GFP when the Hela cells were infected by lenti-GFP for 48 h.

图2   荧光倒置显微镜下的细胞

Fig.2   The cells under the inverted fluorescence microscope

M 1 M

7 500 bp

750 bp
1 000 bp

1 000 bp

1 2(A) (B)

(C)

293T HeLa-GFP

20 µm20 µm

(A) (B)

4A和图4B)(P<0.001)。同样, Transwell迁移实验显示, 
HeLa-Tim-3组细胞迁移数量明显高于HeLa-NC组

(HeLa-Tim-3 vs HeLa-NC: 306±26 vs 137±32)(图4C

和图4D)(P<0.01), 说明HeLa-Tim-3组细胞在24 h后
迁移能力明显增强。此外, 使用预包被基质凝胶处

理后的小室, 同样与HeLa-NC细胞相比, HeLa-Tim-3



562 · 研究论文 ·

A、B: 划痕实验检测各组细胞的迁移能力及统计分析; C、D: Transwell检测各组细胞的迁移和侵袭能力及统计分析。**P<0.01, ***P<0.001。
A,B: results of the migration ability in each cell group detected by wound-healing assay and statistical analysis; C,D: results of the abilities including 
migration and invasion in each cell group detected by Transwell and statistical analysis. **P<0.01, ***P<0.001.

图4   过表达Tim-3促进HeLa细胞迁移侵袭

Fig.4   Overexpression of Tim-3 promoted HeLa cell migration and invasion

A、B: 流式细胞术检测Tim-3蛋白在各组细胞中的表达水平及统计分析; C: 细胞免疫荧光法检测Tim-3在各组细胞中的表达变化; D、E: West-
ern blot法检测Tim-3在各组细胞中的表达变化及统计分析。**P<0.01, 与HeLa-NC组相比。

A,B: results of the expression of Tim-3 in each cell group detected by flow cytometry and assay statistical analysis; C: results of the expression of Tim-
3 in each cell group detected by the cellular immunofluorescence assay; D,E: results of the protein expression of Tim-3 in each cell group detected by 
Western blot assay and assay statistical analysis. **P<0.01 compared with HeLa-NC group.

图3   稳定高表达Tim-3的Hela细胞模型的建立

Fig.3   Establishment of HeLa cell with stable high expression of Tim-3
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组细胞的侵袭性显著增加(HeLa-Tim-3 vs HeLa-NC: 
241±16 vs 110±17)(图4C和图4D)(P<0.001)。因此, 
Tim-3的上调显著促进了HeLa细胞的迁移和侵袭能

力。

2.5   Tim-3促进HeLa细胞EMT进展   
为了进一步了解Tim-3与宫颈癌细胞HeLa迁

移和侵袭的关系 , 该研究进一步探讨了其可能的机

制。据研究报道 , E-cadherin是一种典型的上皮细

胞标志物 , 而N-cadherin和Snail是间充质细胞标志

物。Western blot结果显示 , 高表达Tim-3的HeLa细
胞中E-cadherin的表达明显降低 (P<0.001), 而相应

的N-cadherin和Snail的表达明显增加 (图5A和图5B)
(P<0.01)。这些结果表明 , Tim-3促进了HeLa细胞

EMT的转化。

2.6   Tim-3的表达抑制HeLa细胞的凋亡

为了探究Tim-3对HeLa细胞凋亡的影响, 我们

采用了Annexin V-FITC/PI染色方法, 并用流式细胞

仪器检测细胞凋亡率。结果发现, 与HeLa-NC组相

比, HeLa-Tim-3组在早期凋亡的凋亡率明显降低

(HeLa-Tim-3 vs HeLa-NC: 3.30±1.31 vs 12.37±0.97)
(P<0.001)(图5C和图5D)。结果表明, Tim-3能抑制

HeLa细胞的凋亡。

3   讨论 
宫颈癌由于具有较强的侵袭性能力和广泛转

移性, 成为了导致全球女性癌症死亡的主要原因之

一[1]。手术切除、放疗和化疗是目前治疗宫颈癌的

主要方式。不能进行根治性手术切除、放疗和化疗

的患者总体生存率较低且常常发生肿瘤的转移[9]。

近年来, 免疫治疗和分子靶向治疗成为了治疗肿瘤

的新方法, 尤其是在免疫抑制剂治疗的方面, 如PD-1
抑制剂Pembrolizumab和Nivolumab已被美国FDA批

准用于多种肿瘤的治疗[10]。Tim-3作为一种较新的

免疫检查点, 不仅在T细胞衰竭和抑制抗肿瘤免疫中

发挥重要作用, 还在人类宫颈癌、结直肠癌、肺癌、

肾癌、肝癌等多种癌细胞中存在明显的过表达[11-16], 
表明Tim-3在分子靶向治疗方面具有巨大潜力。 

CAO等[7]通过研究发现, Tim-3在宫颈癌临床组

A、B: 各组细胞中EMT相关指标的蛋白水平变化及统计分析; C、D: 各组细胞在凋亡水平的变化及统计分析。**P<0.01, ***P<0.001, 与HeLa-
NC组相比。

A,B: results of EMT-related proteins in each cell group and statistical analysis; C,D: results of the apoptosis rate in each cell group. **P<0.01, 
***P<0.001 compared with HeLa-NC group.

图5   过表达Tim-3促进HeLa细胞EMT进展及抑制细胞凋亡 
Fig.5   Overexpression of Tim-3 promotes EMT progression and inhibits apoptosis in HeLa cells
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织中有较高的表达水平, 其表达与宫颈癌晚期转移

和较短生存期显著相关。有研究进一步表明, 利用

siRNA的方式下调HeLa细胞中Tim-3蛋白的表达后

能够抑制该细胞增殖及迀移能力[17]。本研究遂通

过慢病毒介导的方式提高Tim-3在HeLa细胞中表达, 
进一步探究其对宫颈癌的影响。慢病毒载体因其高

效的感染效率和外源基因的良好表达而成为科研中

的常用工具[18]。与逆转录病毒相比, 它既能感染正

在分裂细胞也能感染未分裂细胞[19], 同时与腺病毒

相比, 也能将靶基因整合至目的细胞的基因组中并

能长时间稳定表达靶基因[20]。目前, 慢病毒已经被

运用于临床研究, 由此可见慢病毒载体在科研和临

床实践领域都具有广阔的应用前景[21]。本研究采用

的三种质粒系统包装的慢病毒不需要高速浓缩即可

感染HeLa细胞, 并获得了较高的感染效率。通过流

式细胞术、Western blot及细胞免疫荧光的方法验证

了通过慢病毒介导的方式能显著提高Tim-3在HeLa
细胞中的表达, 并获得长时间稳定高表达Tim-3的细

胞株, 这为开展后续实验奠定了坚实的基础。此外, 
本研究通过细胞划痕实验和Transwell的方法发现, 
HeLa细胞中Tim-3的过表达能促进其侵袭转移, 与
CAO等[7]通过下调Tim-3在HeLa细胞中的表达能抑

制其侵袭转移的研究结果相符, 从而在多方面证实

了Tim-3能促进宫颈癌细胞的侵袭转移。  
研究表明 , 肿瘤细胞的侵袭转移是导致恶性肿

瘤死亡的主要原因之一 , 其中EMT是肿瘤侵袭转移

的核心事件 [2]。EMT的生物学特性主要表现在细胞

极性的丧失和间质性质的获得 , 即在细胞发生EMT
的过程中 , 上皮标记分子E-cadherin、Zonula Oc-
cluden-1、细胞角蛋白等表达下调, 间充质标记分子

N-cadherin、Vimentin、纤连蛋白等表达上调。这

些分子表达的改变将引起细胞黏附降低、细胞间连

接的拆卸、细胞骨架重排及细胞活力运动性增加等

一系列的显微变化 , 促使上皮细胞转变为纤维样细

胞形态进而引起肿瘤迁移侵袭的发生 [22]。此外 , 根
据不同的生物学环境可将EMT分为三种类型: I型主

要是参与胚胎形成及器官的发育 ; II型主要是参与

组织损伤修复及器官纤维化 ; III型主要是和肿瘤的

恶性发展相关 , 包括在肿瘤的发生发展、转移及耐

药等方面都具有重要意义 [25-26]。在本研究中 , HeLa
细胞高表达Tim-3时, 上皮标志物E-cadherin较HeLa-
NC组明显降低。相反 , 间质标记物N-cadherin显著

增加。另外, HeLa细胞中参与EMT的核转录因子

Snail表达也上调[23]。因此, 本研究结果提示, Tim-3
可能促进EMT过程, 这与Tim-3促进食管鳞癌和骨肉

瘤肿瘤的发生发展的结论相似[24-25]。

此外, 本研究还揭示Tim-3的高表达可以直接抑

制HeLa细胞的凋亡。细胞凋亡及其调控基因对肿

瘤细胞的恶性表型有重要影响, 致癌基因的突变会

破坏细胞凋亡, 导致肿瘤发生和肿瘤转移或进展[26]。

该研究结果与之前的报道一致, 即Tim-3+造血干细胞

升高显示未治疗的骨髓增生异常综合征细胞凋亡减

少[27]。 同时, 本研究证实了Tim-3能促进HeLa细胞的

侵袭转移。虽然侵袭和转移是恶性肿瘤患者死亡的

主要原因, 抗凋亡则是肿瘤侵袭转移的关键步骤[28], 
但是Tim-3促进细胞侵袭迁移与抑制其凋亡之间的

具体关系尚不明确, 还需进一步探索。

综上所述, 本研究成功构建了含有Tim-3的慢

病毒表达载体即pCDH-Tim-3。用慢病毒的方式使

HeLa细胞稳定高表达Tim-3。Tim-3可促进HeLa肿
瘤细胞的侵袭和转移。 HeLa细胞恶性进展的相关

机制可能是通过促进其EMT转化和抑制其凋亡的方

式实现。因此, Tim-3可能成为治疗宫颈癌的潜在靶

点之一。但本研究存在以下不足, 包括未涉及相关

通路及未建立动物模型等方面的研究, 接下来本课

题组将深入挖掘Tim-3在宫颈癌细胞中扮演的角色, 
开展其在更为详细的分子机制及动物实验等方面的

研究。
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