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甲型肝炎患者黏蛋白域蛋白 1 和 4 表达 
与抗体产生的相关性研究 *
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摘要 ：目的  探讨甲型肝炎患者恢复期 T 细胞免疫球蛋白及黏蛋白域蛋白（TIM）1 和 4 mRNA 水平与

体液免疫的关系，了解 TIM-1 和 TIM-4 在体液免疫抗体产生过程中的相关作用。方法   选取甲型病毒性

肝炎典型病程的 60 例患者于恢复期留取血液标本，以同期 60 例健康体检志愿者血液标本作为对照，qRT-

PCR 检测 TIM-1 和 TIM-4 mRNA 水平，ELISA 检测外周血白介素 4（IL-4）、白介素 10（IL-10）、肿瘤坏

死因子 α（TNF-α）和血清总 Ig（IgG、IgM 和 IgA）水平。结果   甲型病毒性肝炎患者外周血 TIM-1 及

TIM-4 mRNA 的表达水平高于对照组（P <0.05）；甲型病毒性肝炎患者血清中 IL-4 和 IL-10 水平高于对

照组（P <0.05）；甲型病毒性肝炎患者血清总 Ig（IgG、IgM 和 IgA）水平高于正常对照组（P <0.05）。结论  

TIM-1 及 TIM-4 水平升高可能通过提高 IL-4、IL-10 和 TNF-α 来增强体液免疫的功能。
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Abstract: Objective  To study the correlation between T cell immunoglobulin domain and mucin domain-1 
(TIM-1) and TIM-4 and humoral immunity in recovery stage of hepatitis patients.  Methods  A total of 60 hepatitis 
patients on recovery period were chosen, and 60 healthy volunteers were involved in control group. qRT-PCR were 
utilized to measure expression levels of TIM-1 and TIM-4. Levels of IL-4, IL-10, TNF-α and total serum Ig were 
identified by ELISA.  Results  Expression levels of TIM-1 and TIM-4 were upregulated significantly in hepatitis 
patients compared with control group (P < 0.05). Serum IL–4, IL–10 and total Ig increased significantly in hepatitis 
patients when compared with control group (P < 0.05).  Conclusion  TIM-1 and TIM-4 may enhance the humoral 
immunity by upregulating cytokines such as IL-4 and IL-10.
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T 细 胞 免 疫 球 蛋 白 及 黏 蛋 白 域 蛋 白（T cell 

immunoglobulin domain and mucin domain，TIM）家族

是 McIntire 等于 2001 年发现的 1 个新的基因家族，在

人 体 中 包 括 TIM-1、TIM-3 和 TIM-4[1]。TIM-1 是 甲

型肝炎病毒受体 -1（hepatitis A virus cellular receptor 

1，HAVCR-1），TIM-4 是 TIM-1 的天然配体 [2]。流行

临床研究·论著
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病学发现甲型病毒性肝炎患者痊愈后具有较强的免疫

能力 [3]，且 TIM 家族参与 T 细胞的增殖活化调节 T 细

胞的功能，而 T 细胞在体液免疫抗体产生的过程中起

到重要作用，所以笔者猜测 TIM-1 和 TIM-4 可能在

参与细胞免疫的同时，也参与机体的体液免疫的强化，

本研究通过检测甲型肝炎患者外周血 TIM-1 和 TIM-

4 mRNA 表达水平以及血清中白介素 4（interleukin-4，

IL-4），白介素 10（interleukin-10，IL-10）和总 Ig（IgG 

和 IgA），探讨 TIM-1、TIM-4 是否对体验免疫有强化

作用，为将来开发低毒的 HAV 疫苗从而间接提高体

液免疫能力用以抗肿瘤和感染提供理论支持。

1    资料与方法

1.1    一般资料

选取 2015 年 11 月 -2016 年 11 月本院收治的甲

型病毒性肝炎患者 60 例（研究组）。男性 46 例，女性

14 例 ；年龄 28 ～ 42 岁，平均（33±8.3）岁。所有患

者依靠甲型肝炎典型症状和血清中抗 HAV IgM 阳性

确诊为甲型肝炎，诊断标准参照 2000 年 9 月西安中

华医学会传染病与寄生虫病学分会和肝病学分会修订

的病毒性肝炎防治方案。选取同期于本院体检中心健

康体检的志愿者 60 例为对照组。男性 40 例，女性 20

例 ；年龄 26 ～ 43 岁，平均（31±9.6）岁。入选患者及

志愿者均对本研究内容充分知情，且均自愿签署知情

同意书后入组，符合伦理学要求。

1.2    静脉血标本

于恢复期采集甲型病毒性肝炎患者静脉血抗凝

（EDTA-Na2）全血 2 ml 及不抗凝血 3 ml，分离血清。

同时采集健康体检志愿者静脉血抗凝（EDTA-Na2）全

血 2 ml 及不抗凝血 3 ml，分离血清。

1.3    甲型肝炎患者和正常对照人群外周血单个核
细胞 TIM-1 和 TIM-4 mRNA 表达水平检测

1.3.1    引物设计与合成    应用生物信息学知识，根

据 GeneBank 中 的 TIM-1 mRNA、TIM-4 mRNA 和 甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）mRNA 全长序列，用 Primer 

Express 软件设计目的基因 TIM-1、TIM-4 和内参照

基因 GAPDH 引物，并由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。

1.3.2    外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear 

cell，PBMC）的获取及总 RNA 的提取    与逆转录将

聚蔗糖 - 泛影葡胺分离液和预先稀释的抗凝全血加

入离心管中，密度梯度离心法 2 000 r/min 水平离心

20 min 后，小心吸取密集在血浆层和分层液界面中呈

白色雾状的单个核细胞，经 RPMI 1640 细胞培养液调

整细胞浓度为 1×106 个 /L。Trizol 法抽提外周血单个

核细胞总 RNA，人 TIM-1 和 TIM-4 基因的 cDNA 文

库按照逆转录说明书宝生物工程（大连）有限公司

合成。按照 pMD18-T Simple 载体说明书连接上述人

TIM-1 和 TIM-4 加 A 的片段。并转化感受态大肠杆

菌（Escherichia coli）DH5α，在链霉素选择性培养基

上筛选，按蓝白斑实验挑选白斑并用 PCR 菌液 PCR

证实。

1.3.3    实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction，qRT-PCR） 检 测 外 周 血 

单核 细 胞 中 TIM-1 和 TIM-4 mRNA 表 达     根 据

NCBI GenBank 中人 GAPDH，TIM-1 和 TIM-4 的基因

序列，应用 Primer 5.0 引物设计软件设计特异性引物 ：

GAPDH 正 向 5'-CCAAACTACCTTCAACTCCATC-3'，

反 向 5'-AGTGATCTCCTTCTGCATCCT-3' ；TIM-1 正 

向 5'-CGTAATCCGAGGCATAAT-3'，反向 5'-AAGCGA 

CAACCCAAAGGT-3' ；IM-1 正向 5'-GCTAATCCCACG 

CATAAT-3'， 反 向 5'-ATGGAACAACCCAAATGT-3'。

利用 Prime-STAR HSDNA 聚合酶（TaKaRa）分别扩

增人 TIM-1 和 TIM-4 全长片段，退火温度为 60℃，纯

化 PCR 产物。qRT-PCR 仪上进行扩增并进行实时检

测，具体为 real-time PCR 反应体系 ：10×PCR 缓冲液

2 μl，25 mmol/L Mg2+ 3.5 μl，10 mmol/L dNTPs 0.4 μl，

10 μmol/L 引物各 0.5 μl，普通 TaqDNA 聚合酶 1 u

（1 u/μl），质粒 DNA 1 μl，牛血清白蛋白 BSA（1 mg/ml）

2 μl，SYBR GreenI 20×1 μl，灭菌 H2O 8.1 μl。空白

对照管加 1.0 μl 灭菌焦碳酸二乙酯（DEPC）水代替质

粒 DNA，盖上盖后瞬间离心，使样品聚集在毛细管底

部，然后上机扩增。扩增条件为 ：95℃预变性 4 min，

然后 3 步反应 ：95℃变性 30 s ；60℃退火 30 s ；72℃ 

延伸 30 s，40 个循环，再分别进行荧光检测，并做熔

解曲线对 PCR 产物的特异性进行鉴定，最后反应冷却

至 40℃。PCR 反应产物在 2% 琼脂糖凝胶电泳并测

序检验其特异性。

1.4    ELISA 检测外周血 IL-4、IL-10、肿瘤坏死
因子 α 和总 Ig（IgG、IgM 和 IgA）水平

采用 ELISA 检测外周血 IL-4、IL-10、肿瘤坏死

因子 α（tumor necrosis factor，TNF-α）和总 Ig（IgG、 

IgM 和 IgA） 水 平。 具 体 步 骤 ：取 抗 凝 血， 采 用
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12 000 r/min 离心 5 min。吸取上清液 100 μl。室温

（18 ～ 25℃）温育 30 min，倒掉板内液体，用清洗缓

冲液洗板 3 次拍干，每孔滴加 100 μl 酶结合物室温

（18 ～ 25℃）温育 30 min，洗板 3 次拍干，滴加显色

液 A 和 B 各 100 μl，室温（18 ～ 25℃）避光温育

15 min 后加终止液 100 μl，酶标仪 450 nm 读数。

1.5    统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 t 检验，P <0.05 为

差异有统计学意义。

2    结果

2.1    两组 TIM-1 和 TIM-4 mRNA 表达水平比较

由 qRT-PCR 反 应 曲 线 得 到 阈 值 循 环 数

（threshold cycle number，Ct） 值， 计 算 基 因 相 对 表 达

量，采用 GAPDH 作为内参照。ΔCt=Ct 目的基因 - 

Ct GAPDH 基因表达相对量 =2-ΔΔCt×100。其中甲型

肝 炎 患 者 TIM-1、TIM-4 mRNA 阈 值 循 环 数 为 分 别

为 Ct=39.662 ～ 2.136logX（r =0.682），Ct=30.279 ～ 

3.028logX（r =0.748）。测得甲型肝炎患者恢复期以及

对照组血清中的 TIM-1 和 TIM-4 的 mRNA。结果见

表 1，甲型肝炎恢复期患者血清中 TIM-1 和 TIM-4 的

mRNA 的表达高于对照组（P <0.05）。

2.2    两组外周血清中 IL-4 和 IL-10 水平比较

甲型病毒性肝炎恢复期患者血清中 IL-4、IL-10

和 TNF-α 的水平均高于对照组（P <0.01）。其中 IL-4

水平在 2 次测量中变异较大，第 2 次测量中高于对照

组。见表 2。

2.3    两组组外周血清中总 Ig 水平比较

甲型病毒性肝炎恢复期患者血清 IgG 和 IgA 水平

都高于对照组（P <0.05）。其中 IgG 的变异性较大，

IgA 的变异较小 ；甲型病毒性肝炎患者与对照组 IgM

比较，差异无统计学意义（P >0.05），见表 3。

表 1    两组 TIM-1 和 TIM-4 mRNA 水平比较    （x±s）

组别 TIM-1 TIM-4

研究组 3.879±0.328 3.562±0.298

对照组 0.453±0.091 0.289±0.017

t 值 5.128 6.224

P 值 0.000 0.000

表 3    甲型病毒性肝炎患者和对照组外周血清中 

总 Ig 水平比较    （IU/ml，x±s）

组别 IgG IgM IgA 总 Ig

研究组 250±140 15±6 210±60 640±220

对照组 150±121 13±5 140±36 470±180

t 值 3.668 0.768 2.854 3.275

P 值 0.000 0.423 0.000 0.000

表 2    两组外周血清中 IL-4、IL-10 及 TNF-α 水平比较 

（pg/ml，x±s）

组别 IL-4 IL-10 TNF-α

研究组 102.3±15.1 140.3±6.7 69.2±9.8

对照组 46.5±2.6 13.2±5.4 31.2±3.4

t 值 4.136 5.668 5.002

P 值 0.001 0.000 0.000

3    讨论

TIM 家族目前在人类中已经发现 3 个（TIM-1、

TIM-3 和 TIM-4），作为 T 细胞的免疫调节分子对免疫

反应的调节起着重要作用 [4]。TIM-1 又称 HAVCR-1，

是 HAV 的特异性受体 ；TIM-4 是 TIM-1 的配体，特异

性的表达于抗原提呈细胞（antigen present cell，APC）

表面，且更多见于树突状细胞细胞（dendritic cell）

表面 [5]。研究发现，甲型肝炎患者痊愈后血清中的

TIM-1 和 TIM-4 的 mRNA 水平高于对照组，同时总

Ig（IgG 和 IgA）水平也高于对照组。也就是说相比于

对照组，HAV 感染后患者的体液免疫能力会高于对照

组，这与笔者的流行病学观察结果一致。

IL-4 和 IL-10 主要是由 Th2（T help cell）分泌，

是血液中重要的抗炎症因子，具有促进 B 细胞增值

分化以及浆细胞分泌抗体的功能。TNF-α 是由单核

细胞和巨噬细胞分泌产生的，参与细胞免疫和体液

免疫。甲型病毒性肝炎患者愈后血清中 IL-4、IL-10

和 TNF-α 表达多于对照组，这可能是由于 TIM-1 和

TIM-4 传递一种细胞信号刺激 Th2 使其分泌的 IL-4

和 IL-10 增多，同时刺激单核巨噬分泌 TNF-α 增多。

这与国外甲型病毒性肝炎患者恢复期 Th2 的功能增强

的研究结果一致，发现 TIM-4 可诱导 TIM-1 胞内尾

巴区酪氨酸磷酸化，提供 1 个共刺激信号，增强 IL-4

启动子的转录，并激活 T 细胞核因子（nuclear factor of 

activated T cells，NFAT）转录和活化蛋白 1（AP-1）促
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使 T 细胞增殖和细胞因子产生 [6-8]。最新在斑马鱼上

关于 TIM-1 和 TIM-4 的研究也证实 TIM-1 可以增强

体液免疫能力而且具有记忆能力，这与甲型肝炎患者

长期的自我保护的能力是一致的 [9]。国外有研究发现，

TIM-1 和 TIM-4 可以相互作用通过影响树突状细胞

DC 来影响体液免疫的能力，且与 Th2 细胞所分泌的

细胞因子 IL-4 和 IL-10 相关 [11-12]。最近流行病学发现，

甲型病毒性肝炎患者预后患哮喘和类风湿等过敏性和

自身免疫性疾病的风险会降低，而对于其他病毒感染

也会有较强的抵抗能力，研究认为可能是由于 TIM-1

和 TIM-4 之间传递一种双向调节信号，可以既提高免

疫耐受同时激活免疫防御 [10-11]。但是实验还存在一些

不足 ：TIM-1 和 TIM-4 的具体相互关系以及如何刺

激 Th2 细胞还是不清楚 ；笔者只是通过 IL-4 和 IL-10

间接反映 Th2 细胞的能力，至于是由于 Th2 细胞的增

值还是活化还不清楚 ；同时样本量还是偏小。下一步

将通过基因敲除的大鼠同时结合免疫共沉淀技术进一

步探讨 TIM-1 和 TIM-4 与 Th2 细胞的具体作用机制 ；

利用流式细胞方法进一步检测 Th2 细胞的数量来探讨

Th2 细胞的增值和活化 ；利用基因芯片技术进一步从

TIM-1 和 TIM-4 基因多态性角度进一步阐述其对体

液免疫调节的复杂机制。

TIM-1 和 TIM-4 是调节 T 细胞功能的重要分子，

对 T 细胞的影响是很容易理解，但如何调节体液免疫

一直不太清楚。通过 T 细胞影响体液免疫还是直接影

响 B 细胞来实现调节体液免疫也不清楚。本研究发现，

TIM-1 和 TIM-4 可能是通过刺激 Th2 细胞分泌 IL-4

和 IL-10 来激活体液免疫。对甲型病毒性肝炎患者而

言，HAV 病毒会特异性的结合于 TIM-1，TIM-1 高表

达会较持续的激活 T 细胞进一步影响 B 细胞。从而

达到进一步保护机体的作用。本研究结果认为，可以

通过接种低毒性的甲肝疫苗，从而达到刺激 TIM-1 和

TIM-4 的表达，从而给机体提供较强的细胞免疫和体

液免疫的能力。笔者相信通过对甲型病毒性肝炎患者

血清中的 TIM-1 和 TIM-4 的进一步研究，可为 T 细

胞和 B 细胞之间的信号传递提供一种新的方式 [13]。
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