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［摘要］ 目的·分析半乳糖凝集素 9阳性肿瘤相关巨噬细胞（galectin-9+ tumor-associated macrophages， galectin-9+TAMs）在

肌层浸润性膀胱癌（muscle-invasive bladder cancer，MIBC）组织中的表型特征，探究MIBC微环境对 galectin-9+TAMs的调

控作用，galectin-9+TAMs抑制CD8+T细胞反应的机制及其临床治疗意义。方法·通过流式细胞术检测MIBC与癌旁组织中

galectin-9+TAMs的表型特征。利用TCGA （The Cancer Genome Atlas）数据库筛选与 LGALS9和 LGALS9巨噬细胞基因集显

著相关的细胞因子。用人重组细胞因子体外刺激巨噬细胞，分为人重组巨噬细胞集落刺激因子 （recombinant human 

macrophage-stimulating factor，rhM-CSF） 刺激组、人重组白介素-16 （recombinant human interleukin-16，rhIL-16） 刺激组

和人重组干扰素 γ （recombinant human interferon-γ，rhIFN-γ）刺激组，并通过流式细胞术检测 3组 galectin-9表达情况。流

式细胞术检测加入 rhM-CSF中和性抗体后巨噬细胞表达 galectin-9的情况。Anti-galectin-9抗体处理MIBC单细胞悬液后，通

过流式细胞术检测 TAMs的效应功能变化。分选癌与癌旁组织中 galectin-9+TAMs和人外周血 CD8+T 细胞并进行体外共培

养，通过流式细胞术检测 CD8+T 细胞效应功能变化。采用 anti-galectin-9 抗体和程序性死亡受体 1 （programmed cell death 

protein 1，PD-1）抗体单独及协同处理体外培养的肿瘤组织，通过流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡及CD8+T细胞效应功能变

化。结果·Galectin-9+TAMs高表达人类白细胞DR抗原（human leukocyte antigen DR，HLA-DR）、CD86、CD206和细胞程

序性死亡-配体 1 （programmed cell death-ligand 1，PD-L1），分泌 IL-10 和转化生长因子-β （transforming growth factor-β，

TGF-β）增加，分泌肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis factor-α，TNF-α）减少。TCGA数据库筛选结果显示，M-CSF、IL-16

和 IFN-γ与 LGALS9和 LGALS9巨噬细胞基因集的相关性最显著。用 rhM-CSF、rhIL-16和 rhIFN-γ体外刺激巨噬细胞，rhM-

CSF刺激组中 galectin-9的表达显著升高，加入中和性抗体后表达显著下调。阻断 galectin-9后，TAMs表型从高表达抑制性

分子向促炎症分子转换，其表面表达PD-L1显著下降。体外共培养 galectin-9+TAMs和CD8+T细胞后，galectin-9+TAMs能够

抑制CD8+T细胞的效应功能，该作用部分依赖于 galectin-9。联合阻断 galectin-9和PD-1后，肿瘤细胞凋亡比例、CD8+T细

胞的增殖能力和效应分子的分泌与单独阻断 PD-1相比，均显著增多或增强。结论·Galectin-9+TAMs具有免疫抑制表型和

功能。肿瘤来源M-CSF诱导TAMs高表达 galectin-9。Galectin-9+TAMs抑制CD8+T细胞功能从而促进MIBC免疫逃逸。联合

阻断galectin-9和PD-1能够更有效地重激活CD8+T细胞功能。
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[Abstract] Objective·To explore the phenotype of galectin-9+ tumor-associated macrophages (galectin-9+TAMs) in muscle-

invasive bladder cancer (MIBC). To clarify the regulation of galectin-9+TAMs in MIBC microenvironment, and elucidate the 
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mechanism of galectin-9+TAMs inhibiting the effector function of CD8+T cells and its clinical therapeutic significance in MIBC. 

Methods·Phenotype of galectin-9+TAMs from MIBC peritumor and tumor tissues was detected by flow cytometry. TCGA (The 

Cancer Genome Atlas) database was used to sort out the cytokines most relevant to LGALS9 and LGALS9 macrophage gene set. 

Macrophages were stimulated by recombinant human cytokines in vitro, divided into recombinant human macrophage stimulating 

factor (rhM-CSF) stimulation group, recombinant human interleukin-16 (rhIL-16) stimulation group and recombinant human 

interferon- γ (rhIFN- γ) stimulation group. Expression level of galectin-9 among the three groups was verified by flow cytometry. 

Expression level of galectin-9 on macrophages was detected by flow cytometry after adding M-CSF neutralizing antibody. Effector 

functions of TAMs were detected by flow cytometry after treating MIBC single cell suspension with anti-galectin-9 antibody. 

Galectin-9+TAMs from peritumor and tumor tissues, and human peripheral blood CD8+T cells were sorted and co-cultured in vitro. 

Effector functions of CD8+T cells were detected by flow cytometry. Tumor tissues cultured in vitro were treated with anti-galectin-9 

antibody and programmed cell death protein 1 (PD-1) antibody alone or in combination. Tumor cell apoptosis and effector function 

of CD8+T cells were detected by flow cytometry. Results·Galectin-9+TAMs exhibited the phenotype with high expression of 

human leukocyte antigen DR (HLA-DR), CD86, CD206 and programmed cell death-ligand 1 (PD-L1). Increased IL-10 and 

transforming growth factor-β (TGF-β) and decreased tumor necrosis factor-α (TNF-α) were secreted by itself. M-CSF, IL-16 and 

IFN- γ showed the significant difference with LGALS9 and LGALS9 macrophage gene set in TCGA database. Galectin-9 on 

macrophages increased significantly in rhM-CSF stimulated group and its expression decreased by adding neutralizing antibody. 

Galectin-9 inhibition switched the activation of TAMs from an immunosuppressive phenotype to a more inflammatory state and PD-

L1 on its surface significantly decreased. After cultured in vitro, galectin-9+TAMs inhibited the effect of CD8+T cells in a partly 

galectin-9-dependent manner. Compared with applying PD-1 inhibitor alone, percentage of tumor cell apoptosis, the proliferation of 

CD8+T cells and its effector molecules were significantly enhanced or increased in both galectin-9 and PD-1 blockade. Conclusion·
Galectin-9+TAMs exhibit an immunosuppressive phenotype and function. Tumor-derived M-CSF induced TAMs to express galectin-

9. Galectin-9+TAMs inhibit the function of CD8+T cells to promote the immune escape of MIBC. Galectin-9 and PD-1 blockade can 

reactivate the function of CD8+T cells more effectively and synergistically.

[Key words] galectin-9; galectin-9+tumor-associated macrophages (galectin-9+TAMs); muscle-invasive bladder cancer (MIBC); 

CD8+T cells; immune evasion

膀胱癌具有较高的发病率和复发率，预后较差，

治疗成本较高［1］。肌层浸润性膀胱癌 （muscle-

invasive bladder cancer，MIBC） 是指肿瘤入侵肌层

（T2）、膀胱周围组织（T3）和邻近器官（T4），主要

治疗方法是根治性膀胱切除术和淋巴结清扫［2］。

MIBC患者的 5年癌症特异性死亡率在过去的 30年间

基本没有改变，侧面反映出治疗手段的局限性［3］。

因此，需要更行之有效的针对 MIBC 患者的治疗

策略。

免疫治疗逐渐成为膀胱癌主流治疗手段之一［2］。

免疫检查点抑制剂 （immune-checkpoint inhibitors，

ICIs）可应用于对化学治疗（化疗）产生抵抗及晚期

MIBC 患者。然而，并不是所有患者都能够从中获

益。研究数据显示，仅有不到 20% 的患者对 ICIs 表

现出持续反应，仅 30% 的患者在接受治疗的半年后

持续生存［4］。因此，在现有治疗手段的基础上，需

要探索更精确的预测性生物标志，以指导个体化肿瘤

免疫治疗，提高治疗应答率。

肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，

TAMs） 在肿瘤微环境中发挥抑制作用。TAMs 的浸

润在多种癌症中与不良预后有关，包括膀胱癌［5］。

TAMs与肿瘤浸润淋巴细胞的高比率与膀胱癌患者特

异性死亡率降低有关［6］。在膀胱癌中，M2型巨噬细

胞 （CD204+TAMs、CD163+TAMs） 预示不良预后，

而 M1 型巨噬细胞的高浸润与改善的临床结局相

关［7］。一项研究［8］发现，免疫抑制性肿瘤相关髓系

细胞（主要是骨髓来源的抑制性细胞和M2型巨噬细

胞） 的浸润增加与 ICIs 的治疗抵抗有关，找到能靶

向抑制性肿瘤相关髓系细胞的分子，并结合 ICIs 的

治疗，也许能够克服这种抵抗。这提示探索能更精

准预测预后和开发药物靶点的巨噬细胞亚群是必

要的。

半乳糖凝集素-9 （galectin-9）作为β-半乳糖苷结

合蛋白家族的一员，能够促进或者抑制肿瘤活动，其

与T细胞、抗原提呈细胞或肿瘤细胞表面的不同配体

结合发挥作用。肿瘤来源的 galectin-9 可预测多种实

体肿瘤的良好预后［9］，但在肾透明细胞癌中与不良

预后有关［10］。然而，目前的研究越来越多地关注到

galectin-9+巨噬细胞的功能。例如，LI 等［11］发现在

乙型肝炎病毒相关肝癌患者中，galectin-9+Kupffer细

胞和TIM-3+T细胞浸润程度高的患者预后较差，这与

激活 TIM-3/galectin-9 信号通路有关。在肺腺癌患者

中也有类似的发现［12］。然而，galectin-9+树突样巨噬

细胞的浸润增加与Ⅳ期黑色素瘤患者的生存期延长和
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化疗获益相关［13］。这些结果表明，这种巨噬细胞亚

群在癌变过程中起着至关重要的作用。前期研究［14］

发现，高浸润 galectin-9+肿瘤相关巨噬细胞（galectin-

9+ tumor-associated macrophages， galectin-9+TAMs）

与MIBC患者不良预后显著相关，且与促肿瘤的免疫

微环境有关。然而，在MIBC中，该巨噬细胞亚群的

表型、功能以及临床治疗意义尚不清楚。

本研究以 galectin-9+TAMs 为研究对象，分析其

在MIBC微环境中的表型特征，探究免疫微环境对其

的调控作用，以及 galectin-9+TAMs 抑制 CD8+T 细胞

反应的机制，评估联合免疫治疗的价值。

1　材料与方法

1.1　MIBC数据来源及筛选标准

从 TCGA （The Cancer Genome Atlas） 数据库

（https：//portal.gdc.cancer.gov）下载获得MIBC患者转

录组数据以及临床资料，下载日期截至 2018年 5月。

纳入标准如下：①随访信息可以获得。②肿瘤侵袭

（T） 分期 （pT） ≥2。③没有合并症。④术前检查

没有远处转移，且没有接受过任何治疗措施。⑤术后

病理诊断为 MIBC。最终总共纳入研究的病例为

391例。

1.2　TCGA数据库处理及分析

1.2.1　基因表达差异分析　转录组数据经标准化矫

正、正态分布转化后用于研究。本研究涉及的巨噬细

胞 基 因 集 （macrophage gene set）， 参 考 DAVOLI

等［15］ 的研究，将其中的基因 （CD5L、FCGR3A、

ITGB5、 MERTK、 PILRA、 CCL8、 C1QC、 C1QB、

C1QA）按照表达水平进行几何平均数计算，根据日

本研究团队的 E-S-T-I-M-A-T-E 指数方法进行校正，

消除偏倚［16］。LGALS9 巨噬细胞基因集 （LGALS9 

macrophage gene set） 是 将 LGALS9 和 macrophage 

gene set 进行几何平均计算，校正消除偏倚后得到。

LGALS9 和 LGALS9 巨 噬 细 胞 基 因 集 均 以 中 位 数

（11.302和 2.379）各自分为高表达组和低表达组。肿

瘤来源的细胞因子差异基因包括集落刺激因子 1、2、

3，白介素 （interleukin，IL） 家族 （IL-1-38），肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α），转化

生长因子-β1、2、3 和干扰素 γ（interferon-γ，IFN-

γ）。用火山图直观展示高低表达 2组间细胞因子基因

表达的差异。横轴代表差异表达倍数，用 log2 fold 

change表示；纵轴代表差异显著性，用−log10校正后

的 P 值 （adjusted P value） 表示。筛选 adjusted P 

value <0.05 即−log10 adjusted P value>1.301 且 log2 fold 

change绝对值>1的基因为差异表达基因。

1.2.2　基因富集分析　采用肿瘤基因富集分析

（Gene Set Enrichment Analysis，GSEA） 进行通路分

析，采用其中C2、C5基因谱，参数设置为特征谱基

因数大于 15、1 000 次随机重新排序［17］。错误发现

率 （false discovery rate，FDR） <0.05 的结果有统计

学意义。

1.3　组织样本、试剂及仪器

1.3.1　组织样本　选取 10 例 MIBC 患者肿瘤组织及

配对的癌旁组织，以及另外 10 例 MIBC 患者肿瘤组

织，即癌组织 20例、癌旁组织 10例；选取前述 20例

患者中的 3例对其进行外周血取样。上述样本均来自

复旦大学附属中山医院。纳入标准参照“1.1”。

1.3.2　主要试剂　Liberase DH消化酶、DNA酶Ⅰ和

透明质酸酶购自瑞士Roche公司；DMEM培养基、磷

酸盐缓冲液 （phosphate buffered saline，PBS）、佛波

酯 （Phorbol-12-myristate-13-acetate，PMA）、胎牛血

清 （fetal bovine serum，FBS） 和青霉素/链霉素双抗

溶 液 购 自 美 国 Gibco 公 司 ； rhM-CSF、 rhIL-16、

rhIFN- γ、 rh 粒 细 胞 - 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（granulocyte macrophage colony stimulating factor，

GM-CSF）、M-CSF ELISA Kit和 anti-human M-CSF购

自美国 R&D 公司；纯化 anti-human galectin-9 抗体购

自美国Biolegend公司。

1.3.3　 主 要 仪 器　 超 净 工 作 台 （Thermo Fisher 

Scientific，美国），二氧化碳培养箱 （Thermo Fisher 

Scientific，美国），台式微量冷冻离心机（Beckman，

美国），光学显微镜 （Nikon，日本），紫外分光光度

仪 （NanoDrop， 美 国）， MiniMACS 磁 珠 分 选 器

（Miltenyi， 德 国）， BD Celesta 流 式 分 析 仪 （BD 

Biosciences，美国），Moflo XDP 分选仪 （Beckman，

美国）。

1.4　实验方法

1.4.1　组织处理　将手术后新鲜癌与癌旁组织置于

组织保存液中，在超净台中将剪碎的组织放入 15 mL

离 心 管 ， 加 入 消 化 液 （7 mL DMEM 培 养 基 +
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10%FBS+Liberase DH 消化酶 +0.02% 透明质酸酶 +

0.004% DNA 酶Ⅰ），放入二氧化碳培养箱 （37 ℃，

120 min） 中。消化充分后用 70 μm 滤网过滤悬液，

4 ℃、500×g离心 5 min；弃上清液后PBS重悬，即得

到单细胞混悬液。

1.4.2　流式染色　混悬液中加入红细胞裂解液，于

冰上裂解 10 min，4 ℃、500×g离心 5 min，弃上清后

PBS重悬。在显微镜下计数，每管浓度控制在 106个

（每 100 μL）。将染色抗体加入细胞悬液中，若表面

染色，4 ℃避光孵育 30 min。若胞内染色，则在表面

染色后的细胞沉淀中加入破膜固定剂 20 min，缓冲液

洗涤抗体。加入胞内抗体，4 ℃避光孵育 45 min。染

色结束后加入缓冲液洗涤细胞，4 ℃、500×g 离心

5 min，缓冲液洗涤抗体，将沉淀重悬于 200 μL缓冲

液后上机检测。

1.4.3　细胞分选　

（1）  外 周 血 单 个 核 细 胞 （peripheral blood 

mononuclear cells，PBMC） 制备　患者外周血 1∶1

加入生理盐水混匀，置于 15 mL 离心管中，加入

lymphoprep分离液，400×g离心 15 min。离心后呈现

梯度分明的液层，缓慢吸取中间白色浑浊液层，将吸

出液体置于 15 mL离心管中， 400×g离心 10 min，将

细胞沉淀置于 RPMI-1640 培养基中，即获取患者的

PBMC。

（2）  外 周 血 CD8+T 细 胞 分 离　 收 集 107 个

PBMC，将其离心重悬于 40 μL细胞缓冲液中，加入

10 μL CD8 分选磁珠，混合均匀，4 ℃，10 min。将

染好的细胞悬液涂在组装好的磁柱上，用 500 μL 细

胞缓冲液反复 3次洗脱磁柱上的细胞，收集洗出的细

胞悬液，将其重悬离心于RPMI-1640培养基中，即得

到人血液CD8+T淋巴细胞。

（3）  外周血巨噬细胞分离　参考上述步骤，洗

脱的单细胞悬液重悬离心于RPMI-1640培养基中培养

4 d，加入 0.1% β-巯基乙醇、50 U/mL rhGM-CSF 和

40 μmol/L PMA以获取培养皿中的贴壁细胞。通过流

式仪检测表型为 CD14+ CD68+ CD11b+细胞，即为患

者 PBMC来源的巨噬细胞。分选的细胞经流式检测，

活力>90%，细胞纯度>95%。

（4）  流式分选　将 MIBC 患者癌与癌旁组织消

化成单细胞悬液，标记出 galectin-9+TAMs （galectin-

9+CD45+CD68+cells），将染色后的细胞用分选仪进行

分选。

1.4.4　 酶 联 免 疫 吸 附 实 验 （enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）　

（1）  癌 组 织 培 养 上 清 （tumor tissue culture 

supernatant，TTS） 和癌旁组织培养上清 （peritumor 

tissue culture supernatant，PTS）制备　组织培养上清

的处理方式参考相关文献［18］。将 MIBC 患者癌与癌

旁组织切成约1 cm×1 cm的组织块，置于1 mL RPMI-

1640 培养基中（24 孔板） 24 h，于 37 ℃下孵育。收

集上清，4 ℃、800×g 离心 20 min。将离心后的上清

平均分装于EP管中，置于−20 ℃冰箱中备用。

（2）  检测 M-CSF 的浓度　按照试剂盒说明调节

细胞培养上清液浓度，建立空白对照孔、阳性对照孔

及样品检测孔，依次加入一抗、二抗，最后显色；每

孔加入 100 μL 停止反应溶液，用酶标仪在 450 nm波

长处读取吸光度值，根据标准曲线推算 M-CSF 的浓

度。癌与癌旁组织中 M-CSF 的浓度采用 BCA 法

检测。

1.4.5　Galectin-9 阳性巨噬细胞的刺激诱导与培养　

将分选后患者 PBMC 来源的巨噬细胞悬液加入 TTS

中，并补充 RPMI-1640 培养基至 200 μL。将细胞分

为 3 组，分别为 rhM-CSF 刺激组、rhIL-16 刺激组和

rhIFN-γ刺激组，分别以 10、50 和 100 ng/mL 的浓度

刺激 24 h，流式细胞术检测 galectin-9 表达情况。

Isotype 采用 IgG2b Isotype Control。将患者 PBMC 来

源的巨噬细胞悬液加入RPMI-1640培养基（Medium）

和 TTS 中培养 24 h，并在 TTS 中加入 antiM-CSF，流

式细胞术检测galectin-9表达情况。

1.4.6　细胞体外共培养实验　将分选得到的癌与癌

旁组织的 galectin-9+TAMs，以 105个细胞/mL置于 6孔

细胞培养板的 RPMI-1640 培养基中，加入 1 ng/mL 

rhGM-CSF，37 ℃二氧化碳细胞培养箱培养 24 h。人

外周血 CD8+T 细胞也置于上述培养基和培养箱中，

并加入说明书推荐剂量 （1∶40） 人 CD3/CD28/CD2 

T 细胞激活剂、100 U/mL rhIL-2 和 20 U/mL rhIL-7。

期间不更换培养基，视情况添加 RPMI-1640培养基，

共培养4 d后进行流式检测。

1.4.7　细胞体外干预实验　配置方法参考相关文

献［19］。在 RPMI 1640 培养基中加入 2% 基质胶、

50 U/mL rhGM-CSF、100 U/mL rhIL-2、100 U/mL 青

霉素、100 μg/mL 链霉素和 10%FBS。将 MIBC 单细

胞悬液分为 4 组： isotype 组 （Human IgG4κ）、PD-1

抑 制 剂 （派 姆 单 抗 ， pembrolizumab） 组 、 anti-
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galectin-9组和pembrolizumab+anti-galectin-9组，分别

加入对应抗体培养12 h后进行流式检测。

1.5　统计学分析

使用 Graphpad Prism7.0 和 IBM 22.0 SPSS 统计软

件作图和统计分析。2 组间比较采用 Student's t 检验

或者 Mann-Whitney U 检验；多组间比较采用非参数

Kruskal-Whitney U 检验。相关分析采用 Spearman 相

关性分析。数据均采用 mean ± SEM 表示。P<0.05表

示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　Galectin-9+TAMs 在MIBC患者中的表型特征

将 galectin-9+CD45+CD68+ 的 细 胞 群 定 义 为

galectin-9+TAMs （图 1A）。运用流式细胞术检测癌与

癌旁组织中 galectin-9+TAMs 的共刺激分子表达、细

胞因子分泌和免疫检查点分子的表达情况。共刺激分

子检测结果显示：与癌旁组织相比，癌组织中

galectin-9+TAMs 表达共刺激分子 HLA-DR 和 CD86 的

比例显著升高，表达 M2 型巨噬细胞的经典分子

CD206 比例显著升高，表达 CD80 的比例在 2 组间的

差异无统计学意义 （图 1B）。细胞因子检测结果显

示：与癌旁组织相比，癌组织中 galectin-9+TAMs 分

泌 IL-10和TGF-β含量显著增加，分泌TNF-α含量减

少，而白介素-12 （interleukin-10，IL-12） 分泌水平

在 2组间差异无统计学意义（图 1C）。免疫检查点分

子的检测发现：与癌旁组织相比，癌组织中 galectin-

9+TAMs 细胞表面表达 PD-L1 的比例显著升高；而

PD-1和细胞毒性 T淋巴细胞相关蛋白 4 （cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4，CTLA-4） 的表达在

2 组间差异无统计学意义 （图 1D）。这些结果说明

galectin-9+TAMs 在 MIBC 患者中具有免疫抑制的

表型。

2.2　MIBC微环境对galectin-9+TAMs的调控作用

2.2.1　TCGA 数据库筛选与 galectin-9 显著相关的细

胞因子　为探究MIBC微环境对 galectin-9+TAMs的调

控作用，运用TCGA数据库进行GSEA分析，结果显

示：galectin-9高表达与细胞因子-细胞因子受体相互

作用（N=2.231，P<0.001）呈正相关（图 2A）。进一

步探究细胞因子对TAMs表达galectin-9的影响，利用

TCGA 数据库分别筛选 LGALS9 高表达和低表达 2 组

之间以及 LGALS9 macrophage gene set 高表达和低表

达 2组之间有差异表达的肿瘤来源的细胞因子。火山

图 结 果 显 示 ： 在 LGALS9 高 表 达 组 和 LGALS9 

macrophage gene set 高表达组中，M-CSF （CSF-1）、

IL-16 和 IFN-γ在表达倍数和显著性方面均为差异最

显著的3个上调表达基因（图2B）。

2.2.2　 IFN- γ、 M-CSF 和 IL-16 对 巨 噬 细 胞 表 达

galectin-9的影响　为了验证上述 3个细胞因子对巨噬

细胞表达 galectin-9的影响，在体外用 rhIFN-γ、rhM-

CSF 和 rhIL-16 刺激患者 PBMC 来源的巨噬细胞，流

式细胞术检测其表面 galectin-9 的表达。结果显示：

与 isotype 相比， rhM-CSF 刺激组的巨噬细胞表面

galectin-9 的表达水平随刺激浓度的增加显著升高，

且与 rhIL-16 和 rhIFN-γ刺激组比较差异显著 （图

3A）。用 ELISA 法检测 MIBC 患者膀胱癌组织中 M-

CSF 的表达水平，结果显示：癌组织中 M-CSF 的表

达水平显著高于癌旁组织；同样地，TTS 中 M-CSF

的表达水平显著高于 PTS （图 3B）。相关性分析结果

显示：癌组织中 galectin-9+TAMs 的比例与 M-CSF 表

达水平呈正相关 （图 3C）。进一步在 TTS中加入 M-

CSF中和性抗体后进行流式检测，结果显示巨噬细胞

表面galectin-9的表达显著下降（图3D）。以上结果表

明，M-CSF刺激巨噬细胞galectin-9表达水平升高。

2.3　阻断galectin-9对TAMs的表型及功能影响

为进一步探究galectin-9对TAMs的表型及功能影

响，用 anti-galectin-9 抗体体外干预 MIBC 单细胞悬

液。流式检测结果显示：用 anti-galectin-9 抗体阻断

后，TAMs 的表型从高表达免疫抑制性分子 CD206

（M2 样巨噬细胞表面分子） 向促炎症分子 HLA-DR

（M1样巨噬细胞表面分子）转换（图 4A、B）。阻断

galectin-9 后抑制性细胞因子 IL-10、TGF-β含量显著

下降，促炎症细胞因子 TNF-α含量显著上升，IL-12

含量在 2组间的差异无统计学意义（图 4C），免疫抑

制性分子PD-L1的表达水平显著下调（图 4C）。以上

实验结果显示，阻断galectin-9改变了TAMs的表型及

其效应功能。

2.4　Galectin-9+TAMs对CD8+T细胞的抑制作用

为深入探讨 galectin-9+TAMs 对于 CD8+T 细胞的

作用，将 galectin-9+TAMs 和患者外周血 CD8+T 细胞
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Note： A. Representative flow cytometric plots of galectin-9+TAMs (galectin-9+CD45+CD68+cells) from peritumor and tumor tissues. B. Expression of HLA-

DR, CD86, CD80 and CD206 on peritumoral and intratumoral galectin-9+TAMs. C. Immunosuppressive cytokines (IL-10 and TGF-β) and pro-inflammatory 

cytokines (TNF-α and IL-12) secreted by peritumoral and intratumoral galectin-9+TAMs. D. Expression of immune checkpoint molecules (PD-L1, PD-1 and 

CTLA-4) on peritumoral and intratumoral galectin-9+TAMs. Flow cytometry charts and statistical analysis are included in B‒D (n=10).

图 1　Galectin-9+TAMs 在 MIBC 患者中的表型特征
Fig 1　Phenotype of galectin-9+TAMs in MIBC patients
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进行体外共培养，流式细胞术检测 CD8+T 细胞的增

殖与效应分子的变化情况。结果显示：与癌旁组织相

比，膀胱癌组织中 galectin-9+TAMs 能够显著抑制

CD8+T 细胞的增殖，并且分泌效应分子 IFN- γ、
GZMB的含量显著降低（图 5A、B）。阻断 galectin-9

后，CD8+T细胞的增殖能力显著增强，分泌效应分子

IFN-γ和 GZMB 的含量显著增加，而 PD-1 的表达则

显著下降（图 5A、B）。该结果提示Galectin-9+TAMs

对 CD8+T 细胞有抑制作用，且该作用部分依赖于

galectin-9。
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图 2　TCGA 数据库筛选与 galectin-9 显著相关的细胞因子
Fig 2　Screening for cytokines significantly related to galectin-9 in TCGA database
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图 3　IFN-γ、M-CSF 和 IL-16 对巨噬细胞表达 galectin-9 的影响
Fig 3　Effect of IFN-γ, M-CSF and IL-16 on expression of galectin-9 in macrophages
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图 5　膀胱癌组织中 galectin-9+TAMs 对 CD8+T 细胞增殖和功能的影响
Fig 5　Effect of galectin-9+TAMs on proliferation and function of CD8+T cells in MIBC tumor tissues
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图 4　阻断 galectin-9 对 TAMs 的表型及功能影响
Fig 4　Effects of galectin-9 blockade on phenotype and function of TAMs
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2.5　Galectin-9与PD-1的协同效应

Galectin-9+TAMs 与 PD-L1-PD-1 信号通路诱导

CD8+T 细胞失活有关。为进一步探索 galectin-9 和

PD-1在MIBC治疗中的协同效果，体外培养MIBC患

者肿瘤细胞悬液，单独或协同使用 anti-galectin-9抗体

和 PD-1 抑制剂（pembrolizumab）进行干预，运用流

式细胞术检测肿瘤细胞凋亡情况以及CD8+T细胞功能

及增殖情况（图6A）。结果显示：Pembrolizumab组中

CD8+T细胞的增殖能力、效应分子分泌以及肿瘤细胞

凋亡比例与 isotype 组相比，差异均无统计学意义；

Anti-galectin-9+pembrolizumab 组中，肿瘤细胞凋亡

比例、CD8+T 细胞的增殖能力和效应分子的分泌与

anti-galectin-9组和 pembrolizuma相比，均有显著增强

或增多 （图 6B~E）。该结果提示，阻断 galectin-9 能

够协同 PD-1 抑制剂更有效激活 CD8+T 细胞的效应

功能。

3　讨论

Galectin-9 作为一种串联重复的半乳糖凝集素，

在肿瘤生物学行为中起到重要的作用。编码 galectin-

9的基因 LGALS9定位于人类染色体 17q11.1，编码相

对分子质量 34 000~39 000 的蛋白，含有 2 个同源的

糖识别结构域，由一条肽链将两者相连。Galectin-9

广泛分布于各种细胞表面和细胞基质，如淋巴细胞、

胶质细胞、巨噬细胞、内皮细胞、肿瘤细胞、肥大细

胞、树突状细胞、T细胞、嗜酸性粒细胞和成纤维细

胞等，参与调控多种肿瘤生物学过程［20］，如调控细

胞周期、细胞凋亡、细胞黏附、迁移，参与肿瘤免疫

逃逸和肿瘤血管生成等。前期研究［14］表明，MIBC

患者与肝癌患者相似，galectin-9 主要表达在巨噬细

胞表面。本研究发现，galectin-9+TAMs在MIBC中具

有免疫抑制的表型，高表达抑制性分子CD206。相似

的结果，在转移性黑色素瘤患者中也被证实［21］。

通过体外实验证明，MIBC肿瘤来源的M-CSF能
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图 6　Galectin-9 与 PD-1 的协同效应
Fig 6　Synergistic effect of galectin-9 and PD-1
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够促进TAMs表面高表达galectin-9。M-CSF在多种实

体瘤中能够通过配体 M-CSFR 促进巨噬细胞的增殖，

并使其向抑制性巨噬细胞方向分化［22］。比利时的研

究［23］也发现，肿瘤来源的M-CSF能够引起TAMs的

表型转变。MIBC微环境中，galectin-9+TAMs被证实

是一群活化的具有抑制性功能的细胞亚群。这说明肿

瘤能够利用相互关联的免疫调节通路，促使抑制性通

路占优势，从而形成耐受的MIBC微环境。但M-CSF

通过何种机制诱导TAMs表面高表达 galectin-9，仍有

待探讨。

TAMs 能够抑制 T 细胞的活动，阻止 T 细胞向肿

瘤中浸润［22］。前期研究［14］ 发现，高浸润 galectin-

9+TAMs 与 CD8+T 细胞功能受抑制有关。本研究发

现，阻断 galectin-9不仅能够将TAMs的表型由M2转

为 M1，还能重激活 CD8+T细胞的杀伤能力。体外共

培养实验证实了 galectin-9+TAMs 对 CD8+T 细胞的抑

制作用，这种作用是 galectin-9 依赖性的，进一步提

示了将galectin-9作为治疗靶点的潜力。

ICIs 已经成为膀胱癌目前主要的治疗方法之一，

尤其是对于那些对化疗产生抵抗的患者。然而，大部

分患者对于 ICIs，如治疗膀胱癌的 PD-1 抑制剂反应

率不足 30%［24］。如何提高患者对 ICIs 的应答率，成

为亟待解决的问题。这些 ICIs 主要目标之一是“解

禁”效应性 CD8+T 细胞，恢复其抗肿瘤免疫功

能［25-26］。然而，T细胞在效应功能发挥上不具有自主

性，维持和发生T细胞反应以及记忆性T细胞发育过

程主要依赖于固有免疫反应，并且肿瘤激活的固有免

疫细胞参与T细胞对抗肿瘤的所有过程，包括肿瘤特

异性T细胞的启动、扩张和肿瘤部位的浸润等。以上

结果提示，联合探究固有免疫细胞和 CD8+T 细胞的

相关靶点，可以为肿瘤免疫疗法提供新的思路。本研

究发现阻断 galectin-9 后，作为固有免疫细胞之一的

TAMs，其表面 PD-L1的表达显著下降，且 CD8+T细

胞的杀伤功能恢复。而单独使用 PD-1 抑制剂时，

CD8+T 细胞的抗肿瘤免疫效应未恢复，这体现出

galectin-9 作为联合免疫治疗靶点的潜力。从进化的

观点看，在抑制肿瘤免疫逃逸方面，联合靶向治疗比

单一治疗更有效［27］。

本研究主要探究了表达在巨噬细胞表面的

galectin-9，而 galectin-9 在多种细胞的表面或者内部

均有差异性表达，如肿瘤细胞、树突状细胞、T 细

胞、肥大细胞等。还需要对这些细胞进行更深入的研

究，以阐明galectin-9在MIBC中的生物学功能。

综上所述，本研究以 galectin-9+TAMs 为研究对

象，阐述了其在 MIBC微环境中的表型、MIBC微环

境对其的调控作用，以及其抑制 CD8+T 细胞效应功

能的机制，评估其联合治疗的潜力，希冀为MIBC的

肿瘤免疫治疗提供新思路。
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