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·基础论著·

T细胞免疫球蛋白及黏蛋白家族-3对干扰素-γ

活化的小鼠肝Kupffer细胞分泌炎性细胞因子的

调节作用及机制
牛坚 1  王月 1  李克清 1  朱志军 2  刘斌 1

【摘要】 目的  探讨 T 细胞免疫球蛋白及黏蛋白家族 -3（Tim3）对 IFN-γ 活化的小鼠 Kupffer
细胞的调节作用并探讨其相关机制。方法  将真核表达质粒 pcDNA3.1-Tim3 转染小鼠肝 Kupffer 细
胞，以 Real-time PCR 和 Western blot 检测 Tim3 在小鼠肝 Kupffer 细胞的表达。通过 ELISA 检测质粒

pcDNA3.1-Tim3、Tim3 阻断型抗体对 IFN-γ 活化的小鼠肝 Kupffer 细胞因子（TNF-α、IL-1β 和 IL-6）
产生的影响，Western blot 检测 JAK2/STATl 蛋白表达。结果  Real-time PCR 检测结果显示，IFN-γ 能

够显著提高小鼠肝脏 Kupffer 细胞中 Tim3 mRNA 的表达水平（P ＜ 0.05）；pcDNA3.1-Tim3 组的

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 分泌较对照组显著下降（P ＜ 0.01）；ELISA 结果显示，Tim3 阻断型抗体组

与对照组相比，TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的分泌增加（P ＜ 0.01）；Western blot 检测显示，与对照组相

比，Tim3 阻断型抗体预处理的小鼠 Kupffer 细胞 JAK2 及 STAT1 蛋白的表达上调（P ＜ 0.05）。结论  
Tim3 通过调控 Jak2/Stat1 蛋白表达参与了 Kupffer 细胞活化的调节。
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【Abstract】 Objective  To investigate the adjustment role of T cells immunoglobulin and mucin 
family-3 (Tim 3) on Kupffer cells activation and the related mechanism. Methods  The Tim3 pcDNA3.1-
Tim3 plasmids were transfected into Kupffer cells. Tim3 expression in Kupffer cell were examined by Real-
time PCR and Western-blot. The effects of Tim3 over-expression and Tim3 blocking by anti-Tim3 antibody 
on mice liver Kupffer cell activation factor (TNF-α, IL-1β and IL-6) were monitored by ELISA test. Jak2/
Stat1 proteins were examined by Western blot. Results  Real-time PCR detection results show IFN-γ could 
significantly increase the mice liver Kupffer cells Tim3 mRNA expression levels (P < 0.05). TNF-α, IL-6 
and IL-1β of pcDNA3.1-Tim3 group of decreased significantly than the control group (P < 0.01); according 
to the results of ELISA, TNF-α, IL-6, IL-1β of Tim3 blocking antibody group increased significantly than 
control group (P < 0.01). Western blot test showed that compared with the control group, Jak2 and Sat1 
protein expression of Tim3 blocking antibodies group increased significantly than control group (P < 0.05). 
Conclusion  Tim3 is involved in the regulation of Kupffer cells activation through Jak2/Stat1 protein.  
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肝Kupffer细胞跨膜及胞内信号转导系统在肝损

伤早期处于激活状态是巨噬细胞分泌炎症介质功能

失常的分子基础
[1-2]

。肝Kupffer细胞的持续过度激
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活，导致分泌大量的细胞因子，如TNF-α、IL-1β和
IL-6是机体炎症反应、局部组织细胞和全身性损伤

的重要原因。Kupffer细胞表面受体多达数十种，如

免疫球蛋白的受体、补体受体、细胞因子受体、脂

多糖受体等，这些受体与刺激剂相互作用向细胞内

传递信号从而调节Kupffer细胞的功能状态，因此，

探讨肝Kupffer细胞的活化和调节机制具有特别重要
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的意义。

目前研究发现，T细胞免疫球蛋白粘蛋白分

子-3（Tim3）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]
。本研究首先通过将表达Tim3的质粒转染入小

鼠Kupffer细胞，观察Kupffer细胞分泌炎性因子的

变化，进而探讨发生这些变化的可能机制。

材料与方法

一、实验动物及材料

1. 山羊抗小鼠Tim3阻断型单克隆抗体以及同型

对照抗；Lipofectamin 2000购自Invitrogen公司；γ干
扰素（IFN-γ）、聚苯乙烯乳珠（latex bead、直径

1 μm）购自Sigma公司；检测小鼠TNF-α、IL-1β和
IL-6的ELISA试剂盒购自eBiosence 公司。

2. 6～8周龄SPF级健康BALB/C小鼠，体重

22～24 g，购自中国科学院上海实验动物中心。

3. 真核表达载体pcDNA3.1-Tim3由美国国家癌

症研究所（NCI）Sanchez-Fueyo A教授赠送。

二、实验方法

1. Kupffer细胞分离、培养和纯度检测：小鼠

Kupffer细胞的分离与培养参照Yang等[4]
方法进行，用

含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液。Kupffer细胞纯

度检测通过以下实验：在体外培养的细胞换液时，

加入含微量碳素墨水（高温消毒）或含106
个/ml聚

苯乙烯乳珠的培养液，培养6 h后显微镜观察，发现

Kupffer细胞纯度＞ 90%。

2 .  R e a l - t i m e  P C R检测 I F N - γ介导的小鼠

肝脏Kupffer细胞Tim3的表达：小鼠Kupffer细
胞调整浓度为1 ×  10 5

个 /ml，以0.5  ml /孔接入

24孔板，37 ℃培养箱，5% CO 2培养过夜；加

入终浓度1 0 0  U / m l的 I F N - γ继续培养6、1 2和
24 h，收集细胞用于Real- t ime PCR检测Tim3
的表达，具体方法：取 K u p f f e r 细胞悬液，

PBS洗两遍，Tr i zo l法抽提细胞总RNA，反转

录后采用R e a l - t i m e  P C R法检测Ti m 3  m R N A
表达。Ti m 3引物用P r i m i e r  5 . 0软件设计，正

义链：5'-TTGACCCTGGCACTTATC-3'，反义

链：5'-ATGGAGCATTTCAATGTAGCAT-3'；
产 物 长 度 4 3 9  b p ； G A P D H 正 义 链 ：

5'-1ACTTTGGCATTGTGGAAGG-3'，反义链：

5'-GATGCAGGGATGATGTTCT-3'，产物长度132 
bp。样品均重复检测3次，最后通过计算2－∆∆CT

获得

各基因的相对含量。

3. 小鼠Kupffer细胞转染质粒pcDNA3.1-Tim3
后Tim3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/孔，37 ℃、5% CO2培

养。转染前更换成不含血清的RPMI-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，Real-time PCR检测

Tim3在mRNA水平的变化。

Western blot检测Tim3在蛋白水平的变化：用

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白。电转移法将

蛋白从凝胶中转移到PVDF膜上。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，PVDF膜用ECL化学发光试剂

盒处理并在暗室显影。Bio-Rad Image Lab软件进行

成像及蛋白条带灰度分析。

4. Tim3过表达对IFN-γ活化小鼠Kupffer细胞炎

性因子分泌的影响：将3转染质粒pcDNA3.1-Tim3
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 ℃培养箱，5% CO2

培养过夜；加入终末浓度100 U/ml的IFN-γ，于24 h
后收集培养上清用于TNF-α、IL-6和IL-1β检测。操

作过程依照ELISA检测试剂盒推荐方法进行，计算

培养上清TNF-α、IL-1β和IL-6的含量。

5. Tim3阻断型抗体对IFN-γ活化小鼠Kupffer细
胞炎性因子分泌的影响：将3转染质粒pcDNA3.1-
Tim3的Kupffer细胞，加入终浓度为5 ng/ml Tim3阻
断型抗体及对照羊IgG预处理6 h后，加入终末浓度

100 U/ml的IFN-γ后，调整浓度至5 × 104/ml，接种

于96孔培养板中，每组3个复孔，于24 h后收集培养

上清用于TNF-α、IL-6和IL-1β检测，检测方法同上。

6. Western blot检测封闭Tim3对IFN-γ活化小

鼠Kupffer细胞Jak2/Stat1信号通路分子的表达的影

响：将转染质粒pcDNA3.1-Tim3的Kupffer细胞，加

入终浓度为5 ng/ml Tim3阻断型抗体及对照羊IgG预

处理小鼠Kupffer细胞6 h后，加入终末浓度100 U/ml
的IFN-γ后，分别于15、30和60 min收集细胞抽提蛋

白用于检测JAK2及STATl蛋白的表达，Western blot
方法同上。

7. 细胞培养及分组：用含10%的小牛血清RPMI 
1640常规培养Kupffer细胞，，将pcDNA3.1-Tim3表
达质粒瞬时转染入Kupffer细胞。实验分成3组，包

括正常对照组（仅加等量转染试剂）、pcDNA3.1-
Tim3组和pcDNA3.1组。

三、统计学处理  
采用SAS 6.12软件分别进行统计学处理。计量
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资料用 x ± s表示，多组间比较采用One-way ANOVA 
分析，方差齐性者组间两两比较采用LSD-t检验。

以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、光镜下Kupffer细胞形态观察和吞噬实验

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。在倒置显微镜下观察，培

养6 h后，贴壁生长的细胞多见；24 h后，贴壁细胞

伸展完全，细胞体积比以前增加，可以看到星形、

多边形或梭形的细胞形态，见图1。Kupffer细胞具

有强大的吞噬功能，在培养液中加入少量latex珠继

续培养6 h，倒置显微镜下可见Kupffer细胞体积增

大，细胞中90%以上充满latex珠颗粒，证明为Kupffer
细胞，见图2A；另取细胞培养，将碳素墨水放入培

养液中，再继续培养6 h，可见镜下细胞中90%以上

细胞吞噬碳颗粒，有明显的细胞核形态，见图2B。    
二、 IFN-γ介导的小鼠Kupffer细胞中Tim3 

mRNA的表达

Real-time PCR检测IFN-γ活化小鼠肝脏Kupffer
细胞中Tim3 mRNA的表达水平，结果显示6、12和
24 h的IFN-γ介导的小鼠Kupffer细胞的Tim3 mRNA
较0 h显著增高（P ＜ 0.05），见图3。

三、Ti m 3过表达抑制 I F N - γ活化小鼠肝脏

Kupffer细胞炎性因子的分泌

ELISA结果显示，转染质粒pcDNA3.1-Tim3的
小鼠Kupffer细胞经IFN-γ活化后炎性因子表达发生了

变化，pcDNA3.1-Tim3组的TNF-α（P = 0.0015）、

IL-6（P = 0.0014）和IL-1β（P = 0.0013）分泌较

对照组显著下降（P ＜ 0.01），提示Tim3在抑制

Kupffer细胞活化中发挥重要作用，见图4。
四、Ti m 3阻断型抗体促进 I F N - γ活化小鼠

Kupffer细胞炎性因子分泌

本研究利用T i m 3阻断型抗体预处理小鼠

Kupffer细胞，IFN-γ刺激后，收集培养上清，进一

步研究封闭Tim3对IFN-γ活化小鼠Kupffer细胞功能

的影响。ELISA结果显示，Tim3阻断型抗体组与对

照组相比，TNF-α（P = 0.0013）、IL-6（P = 0.0014）
和IL-1β（P = 0.0013）的分泌增加，见图5。       

五、Western blot检测Tim3阻断型抗体对IFN-γ
活化的小鼠Kupffer细胞JAK2/STAT1信号通路分子

表达的影响

经Tim3阻断型抗体预处理小鼠Kupffer细胞，

收集IFN-γ刺激激0、30和60 min细胞，Western blot
检测显示，IFN-γ刺激30和60 min时，与对照组相

比，Tim3阻断型抗体预处理的小鼠Kupffer细胞

JAK2及STAT1蛋白的表达上调（P ＜ 0.05），见图

6，可见Tim3的阻断上调了JAK2/STAT1通路的活

化。结果提示，Tim3抑制IFN-γ/JAK2/STAT1信号通

路的活化。

讨    论

肝脏的巨噬细胞又称Kupffer细胞，定植于肝

脏血窦内皮间，是肝脏天然免疫效应细胞的主要成

员。Kupffer细胞可被致病原激活，释放炎症介质进

入血液中，再激活众多的炎性细胞，后者受趋化因

子募集至肝脏，共同参与肝脏炎症反应
[4-5]

。因此，

Kupffer细胞在肝脏乃至全身天然免疫和获得性免疫

反应中有着重要作用，是多种肝脏疾病发生发展的

关键因素。因此，本研究采用原位灌注、percoll密
度梯度离心的方法进行分离Kupffer细胞，最终分离

得到的Kupffer细胞。

Kupffer细胞可以被Ⅰ类细胞因子如IFN-γ活
化，释放炎性细胞因子（如TNF-α、IL-1β和IL-
6），趋化因子（如IL-8和IL-12），促进Th1型方向

的免疫效应，引起细胞毒性作用，介导肝组织炎症

损伤
[6]
。

IFN-γ作为细胞因子参与了急性反应的扩增，

特别刺激巨噬细胞细胞因子分泌和吞噬作用
[7]
。

注：A：细胞培养 6 h；B：细胞培养 24 h
图 1  新提取原代培养小鼠 Kupffer 细胞（200×）

注：A：Kupffer 吞噬墨汁培养 6 h 后；B： Kupffer 吞噬 latex
珠培养 6 h 后

图 2  新提取原代培养小鼠 Kupffer 细胞（200×）
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IFN-γ主要的反应是扩大Kupffer细胞引发的炎性反

应，抑制IFN-γ作用将显著降低有害性炎症反应。

研究表明，IFN-γ刺激可诱导活化JAK2/STATl通
路，使TNF-α、IL-1β和IL-6产生增多。

T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子-3（Tim3）在结

构上属于T细胞免疫球蛋白及黏蛋白（Tim）家族成

员
[8]
，Tim3通过负性调节Th1细胞的功能来参与特

异性免疫应答的调节，在先天性免疫反应和获得性

免疫反应中发挥重要的作用
[9-11]

。

为了观察IFN-γ活化的Kupffer细胞中Tim3的
表达是否有变化，本研究利用IFN-γ活化小鼠肝脏

Kupffer细胞，实验结果发现随着IFN-γ作用浓度的增

加，小鼠肝脏Kupffer细胞Tim3表达也明显升高。

为明确Tim3基因在IFN-γ活化的小鼠Kupffer细
胞中的表达及是否与炎性因子间分泌有关系，本

研究应用真核表达载体pcDNA3.1-Tim3转染小鼠

肝脏Kupffer细胞，Real-time PCR及Western blot检
测结果表明构建的pcDNA3.1-Tim3质粒有效的表达

Tim3 mRNA和蛋白的表达，本研究采用pcDNA3.1-
Tim3调高小鼠肝脏Kupffer细胞Tim3的表达后，从

细胞水平来观察相关细胞因子的变化，结果发现，

转染Tim3基因后，TNF-α、IL-6和IL-1β水平均显著

下降，表明Tim3信号通路对IFN-γ活化的小鼠肝脏

Kupffer细胞炎性因子的分泌起着抑制作用。

本研究利用T i m 3阻断型抗体预处理小鼠

Kupffer细胞，进一步研究封闭Tim3对Kupffer细胞

功能的影响。与对照IgG相比，抗体阻断Tim3可以

促进IFN-γ活化的小鼠Kupffer细胞TNF-α、IL-6和
IL-1β的产生。

JAK2/STATl信号通路参与转导很多细胞因子

的细胞内信号，在炎性反应的发生、发展过程中起

着重要的促进作用
[12]
，因此，阻断JAK2/STATl信号

通路可能达到减轻肝损伤的病理过程
[13]

。本实验结

果表明，极少量的JAK2在Kupffer细胞中表达，在

IFN-γ刺激下Kupffer细胞中JAK2可以明显表达，而

预先给予Tim3处理后Kupffer细胞中JAK2表达则显

著低于对照组。

经Tim3阻断型抗体预处理Kupffer细胞后，用

IFN-γ活化后，抽提蛋白，Western blot检测显示，与

对照组相比，Tim3阻断型抗体预处理的小鼠Kupffer
细胞JAK2及STAT1蛋白的表达上调，可见Tim3信号

的阻断上调了JAK2/STATl通路的活化。由此可见，

Tim3可正性下调Kupffer细胞中JAK2蛋白的表达，

有效阻断了JAK2/STAT1信号通路的异常激活。

因此，判断IFN-γ在Kupffer细胞中有与JAK2/
STAT1信号通路结合的位点，IFN-γ可以激活Jak2，
又进一步激活Sta t l，信号被转导入核内，促使

Kupffer细胞释放TNF-α、IL-6和IL-1β等炎性细胞因

子。如果阻断JAK2活化，可以减少IL-6和IL-1β等
重要炎症因子的分泌，而Tim3可能通过抑制JAK2/
STAT1信号通路在IFN-γ介导的Kupffer细胞活化过

程中起重要调节作用。

本 研 究 成 功 实 现 了 采 用 真 核 表 达 质 粒

pcDNA3.1-Tim3转染小鼠Kupffer细胞，并观察到

Tim3通过JAK2/STAT1信号通路通路对IFN-γ活化的

注：*：与 0 h 组合 6 h、12 h 和 24 h 组比较，P = 0.0019 

   图3  Kupffer细胞中Tim3 mRNA的相对表达水平（n = 3）

注：*：与正常对照组比较，P ＜ 0.01
图 4  Tim 3 对小鼠 Kupffer 细胞的炎性因子表达的影响 

        注：*：与正常对照组比较，P ＜ 0.01
图 5  Tim3 阻断型抗体促进 IFN-γ 对小鼠 Kupffer 细胞的活化
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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，研究该分子靶标对肝损伤进程的临

床诊断、治疗有重要意义，有望为肝损伤的诊断和

治疗提供新思路。由于Kupffer细胞中有很多条信号

通路，且这些通路彼此间可以构成一个复杂的调节

网络，存在不同程度的交叉联系，因此，尚需要进

一步的研究证实。
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