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乳腺癌患者T细胞表面PD-1、TIM-3的表达
及其与患者临床病理特征的关系
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  摘 要:目的 探讨程序性死亡受体1(PD-1)、T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子3(TIM-3)在乳腺癌患者T
淋巴细胞表面的表达,分析 T淋巴细胞中PD-1、TIM-3之间的相关性及其与患者临床病理特征的关系。
方法 采用便利抽样法选取2017年1月至2018年6月在该院诊治的35例乳腺癌患者作为主要研究对象,手

术后收集患者的肿瘤组织标本和癌旁组织标本,将两种标本剪碎消化后,采用非连续密度梯度离心法提取T淋

巴细胞,通过实时荧光定量PCR技术(Real-time
 

PCR)测定T淋巴细胞PD-1、TIM-3的 mRNA相对表达量,
同时通过 Western

 

blotting技术测定其蛋白表达量。结果 乳腺癌患者T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的 mRNA
表达量和蛋白表达量均高于癌旁组织淋巴细胞中的表达量。患者的T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的mRNA表达量

会随着年龄、肿瘤大小、肿瘤分级、淋巴结转移的程度加深而增加,差异均有统计学意义(P<0.05)。相关性分析,
乳腺癌患者T淋巴细胞中PD-1与TIM-3的 mRNA表达水平呈正相关(r=0.878,P<0.001)。结论 PD-1、
TIM-3在乳腺癌中的高水平表达,与乳腺癌患者的年龄、肿瘤大小、肿瘤级别、淋巴结是否转移等临床病理特征密

切相关,两者联合阻断对抑制乳腺癌的发生、发展、转移起着重要作用,为乳腺癌的治疗提供了一个新思路。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

programmed
 

death
 

receptor
 

1
 

(PD-1)
 

and
 

T
 

cell
 

im-
munoglobulin

 

mucin
 

3
 

(TIM-3)
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

T
 

lymphocytes
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients,and
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

PD-1
  

and
 

TIM-3
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

the
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

35
 

patients
 

with
 

breast
 

cancer
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

June
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

main
 

research
 

subjects
 

by
 

using
 

the
 

convenient
 

sampling
 

method.The
 

tumor
 

tissue
 

specimens
 

and
 

paracancerous
 

tissue
 

specimens
 

were
 

collected
 

after
 

surgery,and
 

the
 

tumor
 

tissue
 

speci-
mens

 

were
 

cut
 

into
 

pieces
 

and
 

digested.The
 

T
 

lymphocytes
 

were
 

extracted
 

by
 

non-continuous
 

density
 

gradient
 

centrifugation.The
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

PD-1
 

and
 

TIM-3
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

were
 

determined
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR),and
 

their
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

determined
 

by
 

Western
 

blot.
Results The

 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

PD-1
 

and
 

TIM-3
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

of
 

breast
 

cancer
 

pa-
tients

 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

lymphocytes.The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

PD-1
 

and
 

TIM-3
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

of
 

patients
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

PD-1
 

and
 

TIM-3
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

of
 

the
 

patients
 

were
 

increased
 

with
 

age,tumor
 

size,tumor
 

grade,and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

degree
 

deepening,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

positive
 

correlation
 

between
 

PD-1
 

and
 

TIM-3
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

(r=0.878,P<0.001).Conclusion PD-1
 

and
 

TIM-3
 

are
 

highly
 

ex-
pressed

 

in
 

breast
 

cancer,which
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

such
 

as
 

age,tumor
 

size,
tumor

 

grade,and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients.The
 

both
 

combined
 

block
 

has
 

an
 

important
 

role
 

for
 

the
 

occurrence,development
 

and
  

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells,which
 

provides
 

a
 

new
 

thinking
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

breast
 

cancer.
Key

 

words:breast
 

cancer; programmed
 

death
 

receptor
 

1; T
 

cell
 

immunoglobulin
 

mucin
 

3; T
 

lym-
phocytes; clinicopathological

 

features

·2513· 检验医学与临床2019年11月第16卷第21期 Lab
 

Med
 

Clin,November
 

2019,Vol.16,No.21



  乳腺癌严重危害女性身体健康,据有关数据统

计,每年约有180万人初发乳腺癌[1-2]。我国每年初

发乳腺癌的人数较多,占世界每年新发乳腺癌人数的

12.2%[3-4]。由于癌细胞的诱变能力和适应能力都较

高,癌细胞能够躲避免疫系统的攻击,因此乳腺癌的

发生、发展不仅和肿瘤的恶性程度有关,还和机体的

抗肿瘤免疫有关[5]。近几年来,相关研究发现,T淋

巴细胞的免疫作用可以改变癌细胞的行为,促进侵袭

以及降低治疗的敏感性,而T淋巴细胞不能使肿瘤消

退的原因可能与 T 淋巴细胞中程序性死亡受体1
(PD-1)、T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子3(TIM-3)的
高表达使得T淋巴细胞的免疫作用减退或者趋近于

无有关[6]。基于此,本文通过对35例乳腺癌患者进

行研究,分析T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的表达,PD-
1、TIM-3之间的相关性及其与患者临床病理特征的

关系,现将结果报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 采用便利抽样法选取2017年1月

至2018年6月在本院诊治的乳腺癌患者35例作为

研究对象,年龄30~75岁、平均(52.37±11.49)岁,
肿瘤分级1级13例、2级10例、3级8例、4级4例,
淋巴结转移阳性22例、阴性13例,手术后收集患者

的肿瘤组织标本和癌旁组织标本。纳入标准:(1)临
床确诊为乳腺癌;(2)拥有认知和沟通能力,依从性较

高且配合随访的患者;(3)患者的临床资料无缺失。
排除标准:(1)患有精神病及其他影响认知和沟通能

力的疾病;(2)中途退出研究的患者。本研究经医院

医学伦理委员会批准,患者自愿参与且签订知情同

意书。
1.2 方法 (1)将收集的患者肿瘤组织标本和癌旁

组织标本剪碎消化后,采用非连续密度梯度离心法提

取两种组织标本的T淋巴细胞,加入Trizol(1
 

mL)混
合均匀后,混合液放入冷冻柜(-80

 

℃)中保存备用。
(2)从混合液中提取出T淋巴细胞中的总RNA和总

蛋白,采用凝胶电泳质检RNA的质量。①mRNA表

达量检测:采用实时荧光定量PCR技术(Real-time
 

PCR)检测患者 T淋巴细胞PD-1、TIM-3的 mRNA
相对表达量。采用反转录试剂盒将混合液中提取的

总RNA转换为cRNA,对cRNA行SYBR
 

Green染

料法后,采用ABI
 

StepOnePlu
 

Real-time
 

PCR仪器对

cRNA进行PCR扩增,PCR扩增的反应条件:先在

95
 

℃行30
 

s预变性,继续在95
 

℃行20
 

s预变性,再
在72

 

℃行30
 

s预变性,此为1个循环,共行40个循

环,最后在72
 

℃行5
 

min预变性。PD-1、TIM-3的

mRNA水平的计算采用2-ΔΔCt 方法。②蛋白表达量

检测:采用 Western
 

blotting技术检测患者T淋巴细

胞PD-1、TIM-3的蛋白表达量。总蛋白经过电泳后

转印到聚偏二氟乙烯膜上,在含有5%脱脂奶粉的

TBST液中封闭2
 

h(室温),加入一抗(4
 

℃)后在摇床

上孵育过夜,用PBS液清洗10
 

min,共清洗3次,加入

二抗(室温)孵育2
 

h,采用试剂盒对混合液中提取的蛋

白水平进行测定,试剂购自碧云天生物技术有限公司

(上海)。上述操作均严格遵循试剂盒的说明书进行。
1.3 观察指标 比较T淋巴细胞和癌旁组织淋巴细

胞中PD-1、TIM-3的 mRNA表达量和蛋白表达量;
分析乳腺癌患者T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的 mR-
NA表达量与患者临床病理特征(如年龄、肿瘤大小、
肿瘤分级、淋巴结转移)的关系;分析乳腺癌患者T淋

巴细胞中PD-1、TIM-3的 mRNA 表达量之间的相

关性。
1.4 统 计 学 处 理  所 有 数 据 均 采 用 统 计 软 件

SPSS22.0处理,计量资料用x±s表示,组间比较行

独立样本t检验或单因素F 检验;采用Pearson
 

进行

相关性分析;以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 乳腺癌患者T淋巴细胞总RNA电泳 总RNA
电泳结果显示,18S带和28S带清晰可见,表明RNA
没有明显降解。见图1。

图1  乳腺癌患者T淋巴细胞总RNA电泳

2.2 乳腺癌患者T淋巴细胞PCR图谱 PCR图谱

显示,T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的 mRNA扩增从

无到有。见图2、3。

图2  患者T淋巴细胞中PD-1的PCR图谱

图3  患者T淋巴细胞中TIM-3的PCR图谱

2.3 乳腺癌患者T淋巴细胞 mRNA表达 乳腺癌

患者的mRNA表达量中,T淋巴细胞的PD-1、TIM-3
水平明显高于癌旁组织淋巴细胞;蛋白表达量中,T
淋巴细胞的PD-1、TIM-3水平明显高于癌旁组织淋

巴细胞,差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。
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表1  乳腺癌患者T淋巴细胞、癌旁组织淋巴细胞中PD-1、TIM-3的 mRNA表达量和蛋白表达量比较(x±s)

项目 n
mRNA表达量

PD-1 TIM-3

蛋白表达量(ng/mL)

PD-1 TIM-3

T淋巴细胞 35 3.18±0.43 0.78±0.18 3.53±0.37 0.89±0.19

癌旁组织淋巴细胞 35 1.30±0.31 0.10±0.02 1.69±0.26 0.24±0.07

t 20.982 22.213 24.072 18.653

P -0.001 -0.001 -0.001 -0.001

2.4 乳腺癌患者T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的 mR-
NA表达与临床病理特征的关系 患者的T淋巴细胞

中PD-1、TIM-3的mRNA表达量与年龄、肿瘤大小、肿
瘤分级、淋巴结是否转移有关(P<0.05)。见表2。
表2  乳腺癌患者T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的 mRNA

表达量与患者临床病理特征的关系(x±s)

项目 n PD-1 TIM-3

年龄(岁)

 <65 21 2.83±0.66 3.25±0.79

 ≥65 14 3.61±0.88 4.21±0.98

 t 2.997 3.199

 P 0.005 0.003

肿瘤大小(cm)

 <2 28 2.87±0.43 3.29±0.47

 ≥2 7 3.65±0.54 3.97±0.54

 t 4.084 3.328

 P 0.001 0.002

肿瘤分级

 1级 13 2.67±0.36 3.06±0.5

 2级 10 3.01±0.51 3.24±0.55

 3级 8 3.38±0.69 3.77±0.64

 4级 4 3.75±0.77 4.21±0.82

 F 5.419 5.336

 P 0.004 0.004

淋巴结转移

 阴性 22 2.74±0.64 3.24±0.59

 阳性 13 3.60±0.83 4.02±0.76

 t 3.438 3.394

 P 0.002 0.002

2.5 乳腺癌患者T淋巴细胞PD-1与TIM-3
 

mRNA
表达量之间的相关性 相关性分析显示,乳腺癌患者

T淋巴细胞中PD-1与TIM-3的 mRNA表达水平呈

正相关(r=0.878,P<0.001)。
3 讨  论

  近年来,乳腺癌的发病率和病死率都在呈现上升

趋势,且乳腺癌患者的年龄也在呈现年轻化的趋势,
寻找乳腺癌的预后标志物,对于预防乳腺癌的发生或

复发,以及改善乳腺癌患者的预后都具有积极作

用[7-8]。相关文献结果表明,免疫抑制性分子能够降

低机体抗肿瘤的免疫作用,为提高机体的抗肿瘤免疫

作用则需阻止免疫抑制性分子,而机体的免疫抑制是

通过消耗T细胞,使PD-1分子封闭,从而阻断PD-1
和其配体1(PD-L1)的相互作用,最终逆转T细胞的

消耗,恢复T细胞的应答,提高抗肿瘤免疫作用[9]。
有关研究证明,PD-1和肿瘤的预后有关,主要是因为

PD-1的表达被抑制,使得PD-1、PD-L1之间的信号传

导被阻断,肿瘤患者的症状得到改善[10-11]。但有研究

表明,单独的PD-1并不一定能够逆转T细胞的消耗,
PD-1的作用和 TIM-3的水平有关,TIM-3和PD-1
被证实为T细胞的负调节物[12]。因此,本文就乳腺

癌患者T细胞表面PD-1、TIM-3的表达及其PD-1、
TIM-3之间的相关性进行分析。

本文研究结果显示,乳腺癌患者 T淋巴细胞中

PD-1、TIM-3的mRNA表达量和蛋白表达量均高于

癌旁组织淋巴细胞中的表达量,表明PD-1、TIM-3参

与了乳腺癌的发生、发展,在乳腺癌患者中呈现高水

平表达。本文研究结果还显示,PD-1与 TIM-3的

mRNA表达量呈正相关,患者的T淋巴细胞中PD-1、
TIM-3的mRNA表达量会随着年龄、肿瘤大小、肿瘤

分级、淋巴结转移的程度加深而增加,原因可能在于

乳腺癌患者的PD-1、TIM-3的 mRNA表达量和蛋白

表达量呈现高水平表达,T细胞的应答作用就减小,
抗肿瘤的免疫作用就会降低,从而增加了癌细胞的转

移。本文的研究结果证实了乳腺癌患者T淋巴细胞

中PD-1、TIM-3的高水平表达,使得T细胞消耗,使
T细胞的免疫功能出现障碍甚至是丧失,抑制了机体

的抗肿瘤免疫作用,使机体的癌细胞发生、发展、转移

等,最终造成乳腺癌患者的肿瘤程度加深。
多种免疫检查点联合治疗乳腺癌是一种新思路,

早期有实验证明,PD-1、CTLA-4联合阻断可以增加

T细胞的产生,降低调节性T细胞(Tregs)的表达,从
而恢复T细胞的应答,提高机体的抗肿瘤免疫作用。
本研究中,乳腺癌患者T淋巴细胞中PD-1、TIM-3的

高表达,为我们提供了另一个新思路,PD-1、TIM-3联

合阻断可抑制肿瘤的发生、发展、转移。乳腺癌患者

PD-1、TIM-3的mRNA表达量和蛋白表达量呈现高

水平表达,PD-1与 TIM-3的 mRNA 表达量呈正相

关,均证明PD-1、TIM-3免疫检查点联合治疗的潜

力,为乳腺癌的靶向治疗提供新的方向[13]。
综上所述,PD-1、TIM-3在乳腺(下转第3157页)
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坦索罗新组。特别是排尿日记的记录可以明确夜尿

增多的类型,针对夜间多尿的患者该方法可作为一线

治疗方案。
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癌中的高水平表达,与乳腺癌患者的年龄、肿瘤大小、
肿瘤级别、淋巴结是否转移等临床病理特征密切相

关,两者联合阻断对抑制乳腺癌的发生、发展、转移起

着重要作用,为乳腺癌的治疗提供了一个新思路。
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