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【摘要】 目的  探讨半乳糖凝集素 - 9/ T 细胞免疫球蛋白黏蛋白 -3（Galectin-9/ Tim-3）信号通路在脂多糖

（LPS）诱导小鼠巨噬细胞M1/M2表型极化中的意义及分子机制。方法  体外培养小鼠腹腔巨噬细胞RAW264.7，

待细胞生长至 80%～90% 时用于实验。① 将细胞以无血清 DMEM 培养基培养，并分别以 0（空白对照）、0.01、

0.1、1、10、100 mg/L 的 LPS 刺激 24 h。采用荧光定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）或蛋白质免疫印迹试验

（Western Blot）检测巨噬细胞 M1 型标志物白细胞介素 - 6（IL-6）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和 M2 型标志物精

氨酸酶 -1（Arg-1）、白细胞分化抗原 206（CD206）以及细胞内 Tim-3、Galectin-9 的表达。② 另取小鼠腹腔巨噬细

胞，并分为空白对照组（用无血清 DMEM 培养基培养 24 h）、LPS 处理组（用含 0.1 mg/L 的 LPS 无血清 DMEM 刺

激 24 h）和 α- 乳糖预处理组（在 LPS 刺激前 1 h 用含 40 μmol/L Galectin-9 信号拮抗剂 α- 乳糖的无血清 DMEM

进行预处理），通过封闭 Galectin-9 信号以验证 Galectin-9 在巨噬细胞 M1/M2 表型极化中的作用。结果  ① 低 

浓度LPS（0.01 mg/L、0.1 mg/L）刺激24 h后，巨噬细胞M1型标志物的表达仅轻度上调（iNOS mRNA）或无明显变

化（IL-6 mRNA）；而M2型标志物Arg-1 mRNA和CD206 mRNA表达则明显升高，并分别于0.1 mg/L和 0.01 mg/L 

的 LPS 浓度下达到峰值〔与空白对照组比较：Arg-1 mRNA（2-ΔΔCt）为 1.85±0.07 比 1.00±0.02，CD206 mRNA

（2-ΔΔCt）为 2.03±0.11 比 1.00±0.05，均 P＜0.01〕；随 LPS 浓度升高，IL-6 mRNA 和 iNOS mRNA 表达持续升高，

而 Arg-1 mRNA 和 CD206 mRNA 表达则逐渐降低，巨噬细胞 M1/M2 表型极化状态发生改变。同时，经 LPS 刺激

后，巨噬细胞内Tim-3蛋白表达在0.01 mg/L的 LPS刺激后即较空白对照组明显上调（Tim-3/GAPDH：0.84±0.04

比 0.69±0.02，P＜0.01），并在 0.1 mg/L 浓度下达峰值，之后随 LPS 浓度升高而逐渐下降；细胞内 Galectin-9 及

上清中分泌型 Galectin-9（s-Galectin-9）蛋白表达在低浓度 LPS（0.01 mg/L、0.1 mg/L）刺激后无明显变化，之后随

LPS 浓度升高而逐渐降低。② 与空白对照组相比，LPS 处理组 M1 型标志物 iNOS 和 M2 型标志物 Arg-1、CD206

的 mRNA 表达均明显升高，而 IL-6 mRNA 表达无明显变化。使用 α-乳糖预处理后，IL-6 mRNA 和 iNOS mRNA 

表达较 LPS 处理组进一步升高〔IL-6 mRNA（2-ΔΔCt）：1.44±0.02 比 1.14±0.11，iNOS mRNA（2-ΔΔCt）：2.45±0.04

比 2.01±0.08，均 P＜0.01〕，而 Arg-1 mRNA 和 CD206 mRNA 表达明显下降〔Arg-1 mRNA（2-ΔΔCt）：0.75±0.01

比 1.85±0.02，CD206 mRNA（2-ΔΔCt）：0.58±0.02 比 2.03±0.14，均 P＜0.01〕。同时，Galectin-9 信号封闭也可

减少 Galectin-9 胞外分泌〔与 LPS 处理组比较：s-Galectin-9/GAPDH 为 0.10±0.01 比 0.23±0.02，P＜0.01〕，下

调胞内 Tim-3 和 Galectin-9 的蛋白表达（Tim-3/GAPDH：0.28±0.01 比 0.43±0.01，Galectin-9/GAPDH：0.21±0.01

比 0.43±0.01，均 P＜0.01）。结论  LPS 通过 Galectin-9/ Tim-3 信号通路调控巨噬细胞 M1/M2 表型极化，低浓

度 LPS 可通过调节 Galectin-9 表达及分泌使巨噬细胞向 M2 表型极化，从而限制炎症发展；高浓度 LPS 通过下

调 Galectin-9 的表达和分泌使巨噬细胞向 M1 表型极化，从而促进炎症发展。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  meaning  and  molecular  mechanisms  of  Galectin-9/ T-cell 
immunoglobulin  mucin-3  (Tim-3)  pathway  on  lipopolysaccharide  (LPS)  induced  murine  macrophage  M1/M2  subtype 
polarization.  Methods  The  murine  peritoneal  macrophages  RAW264.7  were  cultured in vitro  until  the  cells  had 
matured with 80%-90% fusion rate. ① The cells were cultured in serum-free medium and treated with 0 (blank control), 
0.01, 0.1, 1, 10 and 100 mg/L LPS for 24 hours. Real-time fluorescence quantitative reverse  transcription-polymerase 
chain reaction  (RT-qPCR) or Western Blot was used to determine  the expressions of M1 macrophage markers such as 
interleukin-6  (IL-6),  inducible nitric  oxide  synthase  (iNOS)  and M2 macrophage markers  such as  arginase-1  (Arg-1),  
leukocyte  differentiation  antigen  206  (CD206),  as  well  as  Tim-3  and  Galectin-9  in  the  cells.  ②  The  other  mice 
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peritoneal macrophages were  divided  into  blank  control  group  (cultured  in  serum-free DMEM medium  for  24  hours), 
LPS  treatment  group  (cultured  in  serum-free  DMEM medium  containing  0.1 mg/L  LPS  for  24  hours)  and α-lactose 
pretreatment  group  (pretreated  with  serum-free  DMEM  containing  40  μmol/L  Galectin-9  signal  antagonist  1  hour 
before LPS stimulation). Over closed Galectin-9 signal was used to verify the role of Galectin-9 in macrophage M1/M2  
subtype  polarization.  Results  ①  After  stimulation  with  low  concentrations  of  LPS  (0.01  mg/L,  0.1  mg/L)  for  
24 hours,  the expression of M1 markers was only slightly  increased such as  iNOS mRNA or not significantly changed 
such as IL-6 mRNA in macrophages, while the expressions of M2 markers such as Arg-1 mRNA and CD206 mRNA were 
significantly increased and peaked at LPS concentrations of 0.1 mg/L and 0.01 mg/L [compared with blank control group: 
Arg-1  mRNA  (2-ΔΔCt)  was  1.85±0.07  vs.  1.00±0.02,  CD206  mRNA  (2-ΔΔCt)  was  2.03±0.11  vs.1.00±0.05,  both  
P < 0.01]. With the increase of LPS concentration, the expressions of IL-6 mRNA and iNOS mRNA continued to increase, 
while  the  expressions  of  Arg-1  mRNA  and  CD206  mRNA  were  gradually  decreased,  and  the  macrophage  M1/M2  
subtype  polarization  status  changed.  At  the  same  time,  the  level  of  Tim-3  protein  in  macrophages  was  significantly  
up-regulated  after  stimulation  with  0.01  mg/L  LPS  as  compared  with  that  of  blank  control  group  (Tim-3/GAPDH: 
0.84±0.04 vs. 0.69±0.02, P < 0.01), peaked at LPS concentrations of 0.1 mg/L, and then decreased with increasing LPS 
concentration. The intracellular Galectin-9 and supernatant secreted Galectin-9 (s-Galectin-9) protein levels showed no 
significant change after stimulation with low concentrations of LPS (0.01 mg/L, 0.1 mg/L), while then gradually decreased 
with  the  increase of LPS concentration. ② Compared with blank control  group,  the mRNA expressions of M1 marker 
iNOS and M2 markers Arg-1 and CD206 were significantly increased in LPS treatment group, but IL-6 mRNA level was 
not changed significantly. The mRNA levels of IL-6 and iNOS were further elevated after pretreatment with α-lactose as 
compared with that of the LPS treatment group [IL-6 mRNA (2-ΔΔCt): 1.44±0.02 vs. 1.14±0.11, iNOS mRNA (2-ΔΔCt): 
2.45±0.04 vs. 2.01±0.08, both P < 0.01], while  the mRNA levels of Arg-1 and CD206 were significantly decreased 
[Arg-1 mRNA (2-ΔΔCt): 0.75±0.01 vs. 1.85±0.02, CD206 mRNA (2-ΔΔCt): 0.58±0.02 vs. 2.03±0.14, both P < 0.01]. 
Meanwhile,  the blocking of Galectin-9 signaling could also  reduce  the extracellular  s-Galectin-9  (compared with LPS 
treatment  group:  s-Galectin-9/GAPDH was  0.10±0.01  vs.  0.23±0.02, P  <  0.01),  down-regulated  the  expressions  of 
Tim-3  and  Galectin-9  (Tim-3/GAPDH:  0.28±0.01  vs.  0.43±0.01,  Galectin-9/GAPDH:  0.21±0.01  vs.  0.43±0.01, 
both  P  <  0.01).  Conclusions  LPS  regulates  macrophage  M1/M2  subtype  polarization  via  Galectin-9/ Tim-3 
signaling pathway. Low-doses of LPS can limit the development of inflammation by accommodating the expression and 
secretion of Galectin-9 to polarize macrophages to M2. High-doses of LPS promotes the development of inflammation by  
down-regulating the expression and secretion of Galectin-9 to polarize macrophages to M1.

【Key words】  Galectin-9;  T-cell  immunoglobulin  mucin-3;  Lipopolysaccharide;  Macrophage  subtype; 
Polarization

Fund program: Zhejiang Provincial Natural Science Foundation (LY16H150003)

  脓毒症是宿主针对细菌、病毒或真菌感染的免

疫反应失调导致的威胁生命的器官功能障碍［1］，是

临床危重病患者死亡的重要原因之一。脓毒症患者

常并发急性呼吸窘迫综合征（ARDS）［2］，肺损伤评

分、血乳酸均为脓毒症患者发展为 ARDS 的高危因

素，可用于 ARDS 的早期预测［3］，但其分子机制尚未

明确。肺泡巨噬细胞作为免疫系统的第一道防线，

其炎症表型与功能多样化的单核 / 巨噬细胞密切相

关［4-6］。其中巨噬细胞 M1/M2 表型极化与 ARDS 的

炎症过程密切相关，在免疫系统调节下介导了呼吸

系统屏障功能从损伤到恢复的一系列转变过程［7］。

  T 细胞免疫球蛋白黏蛋白-3（Tim-3）是近年来

被发现的一种免疫调控分子，高表达于辅助性 T 细

胞 1（Th1）和细胞毒性 T 细胞 1（Tc1）上，并产生抑

制信号，从而导致 Th1 和 Tc1 细胞凋亡；它同时还

表达于Th17、调节性T细胞（Treg）、单核/巨噬细胞、

树突细胞、肥大细胞和小胶质细胞，并可介导对凋

亡细胞的吞噬和抗原的交叉呈递。半乳糖凝集素- 9 

（Galectin-9）是 Tim-3 的天然配体，几乎可表达在所

有体内细胞上，与 Th1 细胞上的 Tim-3 分子特异性

结合后，为 T 细胞提供一种负性共刺激信号，引发

Th1 细胞程序性死亡，诱发外周免疫耐受［8］。目前

有关 Galectin-9/ Tim-3 信号对巨噬细胞 M1/M2 表型

极化的具体影响和调控过程中所涉及的信号通路，

以及可能影响 Tim-3 表达的因素等关键问题尚未明

确，可能成为脓毒症相关 ARDS 治疗的新靶点。

  本研究采用不同浓度的脂多糖（LPS）处理小

鼠巨噬细胞，选择白细胞介素- 6（IL-6）和诱导型一

氧化氮合酶（iNOS）作为 M1 型标志物，选择精氨酸

酶 -1（Arg-1）、白细胞分化抗原 206（CD206）作为

M2 型标志物，观察小鼠巨噬细胞 M1/M2 表型极化

及 Galectin-9/ Tim-3 信号的变化，并利用 Galectin-9

信号拮抗剂 α-乳糖封闭 Galectin-9 信号，从而验证

Galectin-9 在巨噬细胞 M1/M2 表型极化中的作用。

1 材料与方法 

1.1  主要实验材料与试剂：小鼠腹腔巨噬细胞株

RAW264.7 由浙江大学医学院免疫学实验室修慧卿

馈赠；DMEM 高糖培养基购于美国 Hyclone 公司，胎
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牛血清（FBS）和胰酶购于美国 Gibco 公司，LPS 购

于美国 Sigma 公司，α- 乳糖购于北京索莱宝生物科

技有限公司，Tim-3、Galectin-9、3-磷酸甘油醛脱氢

酶（GAPDH）抗体及辣根过氧化物酶（HRP）标记的

二抗购于美国 Abcam 公司，RNA 提取试剂盒购于北

京天根生化科技有限公司，RNA 反转录（RT）试剂

盒及荧光定量聚合酶链反应（qPCR）试剂盒购于日

本 Takara 公司，IL-6、iNOS、Arg-1、CD206 等 qPCR 

引物由杭州擎科生物技术有限公司合成。

1.2  RAW264.7 培养与传代：当细胞密度达到 50%

时，反复吹打细胞，并加入适量细胞培养液重悬细

胞，将细胞悬液以 1×105/mL 的密度接种于含 10% 

FBS 的 DMEM 高糖培养基的 6 孔细胞培养板中，

37 ℃、5% CO2 培养，待细胞生长至 80%～90% 时用

于实验。

1.3  分组与处理：① 将细胞分为两组：空白对照

组用无血清 DMEM 培养 24 h；LPS 处理组分别用含

0.01、0.1、1、10、100 mg/L的LPS无血清DMEM刺激

24 h。② 另取细胞分为 3 组：空白对照组用无血清

DMEM 培养 24 h；LPS 处理组用含 0.1 mg/L 的 LPS

无血清 DMEM 刺激 24 h；α-乳糖预处理组在 LPS

刺激前 1 h 用含 40 μmol/L α-乳糖的无血清 DMEM 

进行预处理。

1.4  RT-qPCR检测细胞因子mRNA表达：提取细胞

总RNA，并进行纯化，以总RNA为模板，按试剂盒要

求将 RNA 反转录为 cDNA， 然后以 GAPDH 为内参

进行 qPCR。95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃ 

退火、延伸 30 s，共 40 个循环。PCR 后进行熔解曲

线分析。每个样品中目的基因相对于空白对照组样

品的表达量以 2-ΔΔCt 表示。

1.5  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞

因子蛋白表达：各组细胞经不同药物处理 24 h 后，

提取培养基上清蛋白，加入 RIPA 裂解液冰上裂解，

BCA 蛋白定量后调整蛋白浓度，加入上样缓冲液后

100 ℃加热 10 min。细胞内蛋白上样 30 μg，上清蛋

白上样 30 μL；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）分离，电转至聚偏氟乙烯（PVDF）膜，

5% 脱脂牛奶封闭 1 h，加一抗（1：1 000 稀释）4 ℃

孵育过夜，用含吐温 20 的羟甲基氨基甲烷缓冲液

（TBST）洗涤，加二抗（1：5 000 稀释）室温孵育 1 h， 

TBST 洗涤后加入增强化学发光（ECL）试剂，暗室中

胶片曝光，显影成像，以目的蛋白与内参 GAPDH 条

带灰度值比值作为目的蛋白表达量。

1.6  统计学分析：应用 SPSS 22.0 软件进行统计学

处理。所有资料均以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），

组间比较经过 F 检验后符合方差齐性则用 LSD 检

验；不符合方差齐性则用 Tamhane T 2 检验；采用

Graphpadprism 7.0 软件作图。P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2 结 果 

2.1  不同浓度 LPS 处理后巨噬细胞 M1/M2 型标志

物 mRNA 表达变化（图 1）：与空白对照组比较，低

浓度 LPS（0.01 mg/L、0.1 mg/L）处理 24 h 后，巨噬细

胞 M1 型标志物 IL-6 mRNA 表达无明显变化，iNOS 

mRNA 表达则轻度增加（P＜0.01）；而 M2 型标志物

Arg-1、CD206的mRNA表达明显上调（均 P＜0.01）；

随 LPS 浓度升高，IL-6、iNOS 的 mRNA 表达持续升

高，而 Arg-1、CD206 的 mRNA 表达逐渐降低。表明

低浓度 LPS 处理可增加 RAW264.7 细胞中 M2 型巨

噬细胞的数量，并随 LPS 浓度升高逐渐减少，而 M1

型巨噬细胞逐渐增多。

注：LPS 为脂多糖，IL-6 为白细胞介素- 6，iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，Arg-1 为精氨酸酶-1， 
CD206 为白细胞分化抗原 206；与空白对照组比较，aP＜0.01

图 1  不同浓度 LPS 处理 24 h 小鼠腹腔巨噬细胞 M1 型标志物 IL-6、iNOS 及 M2 型标志物 Arg-1、CD206 的 mRNA 表达变化
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2.2  不同浓度LPS处理后巨噬细胞Galectin-9/ Tim-3

表达变化（图 2～3）：与空白对照组比较，巨噬细胞

内 Tim-3 蛋白表达在 0.01 mg/L 低浓度 LPS 刺激后

即明显上调（P＜0.01），并在0.1 mg/L浓度下达峰值，

之后随 LPS 浓度升高而逐渐下降；细胞内 Galectin-9 

及上清中分泌型 Galectin-9（s-Galectin-9）蛋白表达

在低浓度 LPS（0.01 mg/L、0.1 mg/L）刺激后均无明

显变化，之后随 LPS 浓度升高而逐渐降低，与空白

对照组比较差异有统计学意义（均 P＜0.01）。

2.3  LPS 促进 Galectin-9 分泌活化 Tim-3 介导巨噬

细胞 M1/M2 表型极化（图 4～5）：以 Galectin-9 表

达量最高的 LPS 浓度 0.1 mg/L 刺激 RAW264.7 细胞

24 h，与空白对照组相比，M1 型标志物 iNOS 和 M2

型标志物Arg-1、CD206的mRNA表达水平均明显升

高（均 P＜0.01），而 IL-6 mRNA 表达无明显变化；使

用 α-乳糖预处理后，iNOS mRNA 和 IL-6 mRNA 表

达进一步升高，而 Arg-1 mRNA 和 CD206 mRNA 表

达明显下降（均 P＜0.01）。表明 Galectin-9 信号介导

注：LPS 为脂多糖，Tim-3 为 T 细胞免疫球蛋白黏蛋白 -3，Galectin-9 为半乳糖凝集素-9，s-Galectin-9 为分泌型 Galectin-9， 
GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶；与空白对照组比较，aP＜0.01

图 3  不同浓度 LPS 处理 24 h 小鼠腹腔巨噬细胞内 Tim-3、Galectin-9 及上清中 s-Galectin-9 的蛋白表达变化

了巨噬细胞 M1/M2 表型极化，高水平 Galectin-9 信

号可使巨噬细胞极性偏向 M2 型，而抑制 Galectin-9

信号可使 M2 型巨噬细胞减少。同时，Galectin-9 信

号封闭也可影响 Galectin-9 和 Tim-3 蛋白合成，减少

胞外 Galectin-9 分泌，下调胞内 Galectin-9 和 Tim-3

蛋白表达（均 P＜0.01）。说明 Galectin-9/ Tim-3 信

号强弱影响 M1/M2 表型标志物的表达。

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，LPS 为脂多糖， 
Tim-3 为 T 细胞免疫球蛋白黏蛋白-3，Galectin-9 为 
半乳糖凝集素-9，s-Galectin-9 为分泌型 Galectin-9，

GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  Western Blot 检测不同浓度 LPS 处理 24 h 小鼠巨噬细胞内 
Tim-3、Galectin-9 及上清中 s-Galectin-9 的蛋白表达

注：Galectin-9 为半乳糖凝集素- 9，LPS 为脂多糖，iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，IL-6 为白细胞介素- 6，Arg-1 为精氨酸酶-1， 
CD206 为白细胞分化抗原 206；与空白对照组比较，aP＜0.01；与 LPS 处理组比较，bP＜0.01

图 4  Galectin-9 信号拮抗剂 α-乳糖预处理对 LPS 刺激小鼠巨噬细胞 M1 型标志物 iNOS、IL-6 
及 M2 型标志物 Arg-1、CD206 mRNA 表达的影响
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3 讨 论 

  在静止期，巨噬细胞黏附于上皮细胞，Toll 样受

体（TLR）和树突细胞相关性 C 型凝集素 1（Dectin-1）

受体持续表达，细胞更新及代谢缓慢，主要依靠巨噬

细胞集落刺激因子（M-CSF）/ 粒 -巨噬细胞集落刺

激因子（GM-CSF）诱导局部增殖［7］。当机体遭受病

原微生物感染时，循环中的单核细胞被募集并分化

为巨噬细胞，与肺泡及血管中常驻的巨噬细胞被激

活，分泌炎性因子并促进中性粒细胞肺内迁移［9］。

炎症状态下，巨噬细胞活化可向两种状态分化，分别

是经典活化的巨噬细胞（CAM）和选择活化的巨噬

细胞（AAM）。CAM 表达 M1 巨噬细胞表型，并产生

高水平的促炎细胞因子 IL-1、IL-6、IL-12、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）和 iNOS，以响应 Th1 旁分泌的细

胞因子 γ-干扰素（IFN-γ）信号及由巨噬细胞自分

泌细胞因子 IFN-β 信号［10-11］。AAM 表达 M2 巨噬

细胞表型并产生抗炎细胞因子 IL-10、Arg-1、CD206

等，以响应来自 Th2 的细胞因子 IL-4 和 IL-13 的信

号［12］。有研究表明，免疫抑制小鼠重症肺部感染时

的巨噬细胞分型呈 M1 偏向 M2 亚群优势活化的状

态［13］。通常，在细菌感染早期，巨噬细胞向 M1 表

型极化，当细菌中存在的病原相关分子模式（PAMP）

被 TLR 等病原体识别受体识别时，巨噬细胞被激活

并产生大量促炎介质，包括 TNF-α、IL-6、iNOS 等，

杀死入侵的病原体，激活适应性免疫应答［14］。如

果不能快速控制巨噬细胞介导的炎症反应，形成细

胞因子“风暴”，则可能引起脓毒症，在肺部常导致

脓毒症相关性 ARDS［15］。在利用铜绿假单胞菌的

临床菌株诱导的肺炎鼠急性肺损伤（ALI）模型中发

现，小鼠感染早期巨噬细胞表型偏向 M1 型，而感染

中晚期巨噬细胞表型偏向 M2 型［16］。在本研究中，

我们首先明确了不同浓度LPS处理的巨噬细胞极化

能力不同：低浓度 LPS 可以维持或轻度上调 M1 型

巨噬细胞、显著上调 M2 型巨噬细胞的数量，随 LPS 

浓度升高，M2 型巨噬细胞逐渐减少，提示低浓度

LPS 可以使 RAW264.7 细胞向 M2 型巨噬细胞极化，

从而促进抗炎功能的表达；而高浓度 LPS 可以诱导

RAW264.7 细胞向 M1 型巨噬细胞极化并发挥促炎

作用。这与众所周知的 LPS 损伤效应不同，我们观

察到与高浓度 LPS 刺激相比，低浓度 LPS 有助于维

持巨噬细胞 M1/M2 表型数量的平衡，从而限制炎症

的发展。因此，阐明不同剂量 LPS 向不同方向调节

RAW264.7 极化的机制对预防和治疗脓毒症及其相

关性 ARDS 的发生尤为重要。

  有研究证实，Galectin-9/ Tim-3 信号可能介导

巨噬细胞极化，在对炎症性肠病（IBD）的研究中发

现，Tim-3 参与了 IBD 的病理生理学过程，Tim-3 可

抑制致病性促炎 M1 型巨噬细胞极化，而下调或阻

断 Tim-3 可导致 M1 反应增加，并增强炎症反应，

Tim-3 过表达则通过降低 M1 型巨噬细胞的反应来

减弱炎症［17］。然而，在小鼠结核杆菌感染模型中证

实，Tim-3 和 Galectin-9 相互作用诱导巨噬细胞活

化，并通过产生促炎细胞因子 IL-1β 而控制巨噬细

胞内结核分枝杆菌的生长［18］。抑制 Tim-3 通路在

脓毒症早期阶段加剧巨噬细胞的促炎反应和淋巴细

胞的凋亡，增强脓毒症后期阶段巨噬细胞和 Th 向抗

炎反应转变。结果表明，Galectin-9/ Tim-3 信号通路

通过调节固有免疫和适应性免疫广泛参与脓毒症的

病理生理学机制［19］；过表达或抑制 Galectin-9 对巨

噬细胞特定表面标志物表达、细胞因子分泌具有显

著的影响［20］。在本研究中，我们发现 Galectin-9 的

表达受到LPS浓度的影响，在低剂量LPS的刺激下，

Galectin-9 表达维持在稳定状态，之后随 LPS 浓度

的升高而逐渐下降。有研究表明，Galectin-9/ Tim-3

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，Galectin-9 为半乳糖凝集素-9， 
LPS 为脂多糖，Tim-3 为 T 细胞免疫球蛋白黏蛋白-3，s-Galectin-9

为分泌型 Galectin-9，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶； 
与空白对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05； 

与 LPS 处理组比较，cP＜0.01

图 5  Western Blot 检测 Galectin-9 信号拮抗剂 α-乳糖预处理对
LPS 刺激小鼠巨噬细胞内 Tim-3、Galectin-9 及上清中 

s-Galectin-9 蛋白表达的影响
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自分泌循环在干细胞功能中具有重要的作用，自分

泌的 Galectin-9 与其受体 Tim-3 相互作用，并介导

Galectin-9 和其他细胞因子的合成与分泌［21］。因

此，我们检测了细胞培养液上清中 s-Galectin-9 的表

达，发现 s-Galectin-9 表达随 LPS 浓度的增加而逐

渐降低，提示细胞上清中不同浓度的 s-Galectin-9 与

RAW264.7 的极化相关，并通过阻断 Galectin-9 验证

了 Galectin-9/ Tim-3 信号通路在巨噬细胞极化中的

作用机制。

  有研究表明，使用 α-乳糖阻断 Galectin-9 信号

通路加剧了疟原虫诱导的免疫性肺损伤，Galectin-9

与其多种受体的相互作用引起过度免疫反应，导致

寄生虫相关性肺损伤的发生［22］。我们使用 α-乳糖

封闭 Galectin-9 信号，发现 Tim-3/Galectin-9 信号阻

断时，M2 型极化的 RAW264.7 细胞较 LPS 处理组及

空白对照组均明显减少，且巨噬细胞 M1/M2 型标志

物的表达与 Galectin-9/ Tim-3 信号强弱有关；同时

Galectin-9/ Tim-3 的表达也随着胞外 Galectin-9 信号

的抑制而逐渐减少。由此我们认为，来自细胞外的

s-Galectin-9 信号通过受体 Tim-3 介导了 RAW264.7 

中 M2 型巨噬细胞表面标志物的表达，而不同浓度

LPS 诱导了细胞中 Galectin-9 分泌的差异。

  综上所述，LPS 可以通过 Galectin-9/ Tim-3 信号

调控巨噬细胞 M1/M2 表型极化，低浓度 LPS 可以通

过稳定 Galectin-9 的表达及分泌使巨噬细胞向 M2

表型极化，从而限制炎症的发展；高浓度 LPS 通过

下调 Galectin-9 的表达和分泌使巨噬细胞向 M1 表

型极化，从而促进炎症的发展。不同浓度的 LPS 对

巨噬细胞炎症状态的影响不同，从而起到抗炎或促

炎的作用，Galectin-9/ Tim-3 信号通路成为脓毒症及

其相关性 ARDS 治疗的新靶点。
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