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Galectin-3促进甲状腺乳头状癌细胞 
转移机制的研究
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复旦大学附属中山医院普外科，上海 200032

　　［摘要］　背景与目的：甲状腺乳头状癌(papillary thyroid cancer，PTC)是人体常见的肿瘤之一。半

乳凝集素-3(Galectin-3)是一种参与调控肿瘤发生、发展的多功能蛋白。Galectin-3广泛表达于多种肿瘤组织

及肿瘤患者的血清中。该研究旨在探索Galectin-3调控PTC细胞转移的相关机制。方法：对40例PTC组织切片进

行Galectin-3染色及评分。对PTC细胞B-cpap行无血清培养后分别检测细胞内外的Galectin-3的表达水平。用

两种不同方法抑制Galectin-3在细胞内外的表达后利用CCK8法及细胞划痕法检测细胞功能的改变。利用免疫荧

光及共聚焦摄像技术观察在细胞内敲低Galectin-3表达后细胞形态的改变。结果：颈部淋巴结转移患者组织切

片的Galectin-3染色评分显著高于临床无转移者(P<0.05)。抑制细胞内外Galectin-3的表达均能抑制PTC细胞

迁移，但对于增殖的影响不同。敲低细胞内Galectin-3表达后，PTC细胞形态发生改变。结论：PTC患者组织中

的Galectin-3表达与肿瘤转移相关。抑制细胞内外的Galectin-3表达均能显著降低肿瘤细胞的迁移。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Papillary thyroid cancer (PTC) is one of the most common carcinomas 
in humans. Galectin-3 is a multifunctional protein which regulates different process of tumorigenesis. Galectin-3 
is widely distributed in various cancer tissues and the sera of cancer patients. The aim of this study was to explore 
the role of Galectin-3 in promoting PTC cells migration. Methods: Immunohistochemical analyses were performed 
on 40 PTC tissues and scores were calculated. PTC B-cpap cells were harvested after serum-free culture, and the 
extracellular and intracellular levels of Galectin-3 were measured. CCK-8 assay and wound healing assay were 
conducted after inhibition of Galectin-3 with two different methods. The transformation of cell morphology after 
inhibition of intracellular Galectin-3 was analyzed using immunofluorescence and confocal laser scanning. Results: 
Compared with those PTC patients without cervical lymph node metastasis, immunohistochemical scores of Galectin-3 
were significantly higher in those with cervical lymph node metastases (P<0.05). The inhibition of extracellular and 
intracellular Galectin-3 attenuated the migration ability of cancer cells, but had different impact on cell proliferation. 
Transformation of cell morphology was also observed after inhibition of intracellular Galectin-3. Conclusion:  
Galectin-3 expression in tumor tissues was related to PTC metastasis. Inhibition of extracellular and intracellular 
galectin-3 could significantly decrease PTC cell migration.
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　　甲状腺癌是一种常见的恶性肿瘤，约占所有

恶性肿瘤的1%［1］。甲状腺癌同时也是近20年来

全球发病率增长最快的恶性肿瘤，美国的数据显

示，自1975—2009年，甲状腺癌的发病率增长

了近3倍［2-3］。甲状腺癌最常见的病理类型是甲

状腺乳头状癌(papillary thyroid cancer，PTC)，
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占全部甲状腺癌的70%~96%［4-5］，同时PTC也

是预后最好的恶性肿瘤之一，20年生存率超过 

90%［1］。但也有相当一部分局部进展或者早期

远处转移的乳头状癌患者预后不佳［7］。

　　半乳糖凝集素-3(Galectin-3)是半乳糖凝集

素家族一员，其功能性糖结合区能特异性地

识别并结合β-半乳糖苷［8］。目前国内外对于 

Galectin-3的研究很多，已证实其参与调控包括

肿瘤分化［9］、黏附［10］、侵袭［9］、迁徙［11］及

血管新生［12］等肿瘤发生、发展的多个环节。

在乳腺癌、结直肠癌、胰腺癌、肺癌及胃癌等

多种肿瘤细胞与组织中，Galectin-3都有不同程

度的表达［11,13-15］。在甲状腺疾病中，Galectin-3
常被用于术前细针穿刺或手术后病理检查中对

于甲状腺结节的良恶性诊断［1,16-17］。本研究旨

在探索细胞内外Galectin-3的表达对于PTC转移

的联系与影响。

1　材料和方法

1.1　组织切片的收集及免疫组织化学染色

　　40例原发性PTC患者病理切片由复旦大学

附属中山医院病理科提供。其中20例为无颈部

淋巴结转移的患者，另20例为PTC经术后病理

证实有颈侧区淋巴结转移的患者。将所有患者

的病理切片脱蜡至水，采用微波修复法抗原修

复。将切片移入3%双氧水中，室温20 min，

TBS漂洗3次。用阻水笔在组织周围画封闭圈，

在圈内加入10%山羊血清温育30 min。滴加 

500 μL的Galectin-3抗体(1∶100，购自美国BD
公司)，4 ℃过夜反应，然后用TBS漂洗3次。

滴加500 μL HRP标记的羊抗IgG抗体，室温温

育30 min，用TBS漂洗3次。滴加500 μL新鲜配

制的DAB显色液。苏木精染色20 s。切片梯度

酒精脱水干燥后使用中性树脂封片，显微镜下

观察并拍照。免疫组织化学评分标准如下：无

阳性细胞为0分；阳性细胞百分比小于等于10%

为1分；阳性细胞百分比10%~25%为2分；阳性

细胞百分比25%~50%为3分；阳性细胞百分比

50%~75%为4分；阳性细胞百分比大于75%为 

5分。

1.2　细胞培养及处理

　　PTC细胞系B-cpap购自中国科学院上海

生 命 科 学 研 究 院 生 物 化 学 与 细 胞 生 物 学 研

究所细胞库。使用培养基为RPMI-1640(购

自 美 国 G i b c o 公 司 ) 添 加 1 0 % 胎 牛 血 清 ( 购 自

美国Gibco公司)，并添加终浓度为100 U/mL
青霉素和100 μg/mL链霉素 (购自美国 Invi t-
rogen公司)。细胞置于37 ℃、CO2体积分数

为5%的恒温培养箱中常规培养。用0.25%胰

酶 - E D TA 消 化 传 代 。 无 血 清 培 养 时 则 单 用

RPMI-1640(购自美国Gibco公司)进行培养。 

24 h后收集上层培养液及细胞分别进行ELISA法

及蛋白［质］印迹法(Western blot)检测。其中上

层培液收集自6个相同处理的培养皿，所有样品

采用复孔检测。

1.3　Galectin-3敲低及抑制

　　采用慢病毒转染方法敲低Galectin-3在细胞

内的表达，实验所用慢病毒由复旦医学院生化

系江建海教授课题组提供。干扰序列如下：

　　Gal-3-shRNA：5’-CCCACGCTTCAAT-
GAGAAC-3’；Lacz-shRNA：5’-GCAAA-
CAGAATTGCTTTAG-3’。转染方法为培养细

胞生长至60%~70%汇合度时，以35 mm直径培

养皿中加入培养液2 mL为例，向慢病毒中加入

polybrene(购自上海吉凯基因化学技术有限公

司)，使其在培液终浓度为8 μg/mL，再将混合液

加入培养皿中，混匀，放入37 ℃、CO2体积分

数为5%的恒温培养箱中培养中，48 h后传代。

实验采用购自美国圣特莱公司的低分子柑橘果

胶(low-molecular-weight citrus pectin，LCP)抑制

细胞外Galectin-3。以2 mg/mL为终浓度将粉末

状的LCP加入培液中放入37 ℃、CO2体积分数

为5%的恒温培养箱中培养12~24 h。

1.4　CCK8实验

　　收集对数期的细胞，以3 000个细胞每孔接

种于96孔板中，每孔200 μL，另用含10%FBS的

培养基200 μL加入96孔板中作为空白对照，边

缘孔用PBS填充。培养24和48 h后，在同一时间

向试验孔及空白对照空加入每孔10 μL的CCK8
试剂 (购自日本株式会社同仁化学研究所 )。 

37 ℃培养箱温育2 h后用酶标仪(购自美国BioTek
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公司)测定吸光度(D450 nm)值。

1.5　细胞划痕实验

　　收集对数期的细胞，传代于6孔板中。待细

胞密度长至90%的聚合度，用200 μL规格的移

液器吸头在孔板直径最大的地方垂直于标记的

横线划过。用PBS洗涤2次，换上无血清的培养

基，在镜下观察并拍照。然后分别培养12和24 h
后，在镜下找到同一区域观察并拍照。

1.6　Western blot检测

　　当细胞密度生长至90%聚合度时，用预冷的

PBS洗涤细胞3次，用细胞刮板刮下细胞后，加

入适量2×SDS裂解液裂解，4 ℃、15 290×g离心

5 min。上清液保存于-20 ℃条件下。采用BCA
法(购自上海碧云天生物技术有限公司)测定蛋白

浓度。电泳、转膜。5%脱脂奶粉中37 ℃封闭90 
min，加鼠抗Galectin-3一抗(1∶1 000，购自美

国BD公司)，4 ℃温育过夜，洗膜缓冲液漂洗6
次后，加入二抗，37 ℃温育1 h，洗膜缓冲液漂

洗6次后加入增强化学发光底物，显影。

1.7　免疫荧光实验

　　将细胞转入有盖玻片的6孔板内，待细胞贴

壁后，弃去培养液，PBS漂洗1次，加入4%多聚

甲醛2 mL，室温固定30~40 min，PBS漂洗3次。

用含5%荧光二抗来源的血清，0.3%TritonX-100
的PBS于室温封闭标本90 min。按照抗体说明

书稀释鬼笔环肽(购自上海拜力生物科技有限公

司)，室温温育2 h。然后PBS漂洗3次。在盖玻

片和载玻片间滴加抗荧光猝灭封片剂，封片后

在显微镜下观察。

1.8　统计学处理

　　所有数据采用SPSS 21.0统计软件进行统计

学分析。组间数据之间的差异采用单因素方差

分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　PTC患者组织中Galectin-3表达增高

　　对所收集的40例患者的石蜡切片进行Galec-
tin-3染色后发现，PTC组织和颈部淋巴结染色

灶均有Galectin-3阳性表达(图1)。进行评分后

发现，Galectin-3在有颈部淋巴结转移患者组

织中的表达显著高于无颈部淋巴结转移患者

(4.3±0.93 vs 2.5 ±1.01，P<0.05，图2)。

(DAB, ×40)
图 1　PTC肿瘤组织及转移淋巴结中Galectin-3的表达情况

Fig. 1    Expression of Galectin-3 in PTC tissues(A-B) and metastatic lymph nodes (C)

图 2　在无颈侧区淋巴结转移及有颈侧区淋巴结转移的PTC患者组织中Galectin-3的组织化学评分比较

Fig. 2    Comparisons of immunohistochemical scores of Galectin-3 between PTC patients with or without cervical lymph nodes metastasis

*: P<0.05, compared with each other



778

2.2　抑制细胞内外Galectin-3的表达抑制PTC

肿瘤转移

　　通过Western blot检测及ELISA检测我们证

实PTC细胞B-cpap表达Galectin-3且Galectin-3可

被分泌至上层培养液中，而经无血清处理24 h后

细胞内蛋白水平及分泌至细胞外的Galectin-3表

达均有所增多(图3、4)。

图 3　在无血清培养后B-cpap细胞的Galectin-3表达情况

Fig. 3    The expression of Galectin-3 in B-cpap cells after cultured 

with serum-free culture

图 4　在有血清或无血清培养24 h后Galectin-3在细胞培养基中

的浓度比较

Fig. 4    Comparisons of Galectin-3 concentration in culture 

medium after cultured with or without serum for 24 h

*: P<0.05, compared with each other

　　为了验证抑制Galectin-3表达对于PTC细

胞迁移及增殖的影响，我们分别利用慢病毒转

染敲低了Galectin-3在乳头状癌细胞内的表达

(图5)，以及利用Galectin-3受体特异性拮抗剂 

LCP(2 mg/mL)抑制细胞外Galectin-3与其受体的

结合。结果显示，在无血清条件下，无论是抑

制细胞内Galectin-3表达抑或阻断细胞外Galec-
tin-3与其受体结合，均能显著降低PTC细胞的迁

移能力(图6)。而对于增殖的影响则不同，敲低

细胞内Galecitn-3表达并未引起48 h后细胞增殖

能力的改变，而利用LCP阻断Galectin-3结合则

能显著降低PTC细胞的增殖能力(图7)。
2.3　抑制细胞内Galectin-3表达引起PTC细胞

骨架改变

　　进一步利用免疫荧光技术对无血清处理后

的PTC细胞进了细胞骨架染色，结果发现，与

对照组相比，敲低了Galectin-3表达的细胞其形

态更为平整。而对照组细胞的微丝的分布更趋

于细胞两端，提示对照组细胞可能具有更高的

活动性(图8)。

图 5　用慢病毒转染敲低Galectin-3的效果

Fig. 5    Inhibition of Galectin-3 after the transfection with control 

or Gal-3-shRNA lentivirus
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图 7　在细胞内外抑制Galectin-3作用对于B-cpap细胞增殖的影响不同

Fig. 7    Inhibition of extra and intracellular Galectin-3 had different pact on B-cpap cell proliferation

图 8　对于B-cpap对照组细胞(A)及Galectin-3敲低细胞(B)的免疫荧光染色

Fig. 8    Immunofluorescence assay of B-cpap control-shRNA cells (A) and B-cpap Gal-3-shRNA cells (B)

图 6　在细胞内外抑制Galectin-3作用抑制B-cpap细胞迁移

Fig. 6    Inhibition of extra and intracellular Galectin-3 inhibited B-cpap cell migration

*: P<0.05, compared with each other
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3　讨　　论

　　Galectin-3广泛分布于细胞核、细胞质以及

正常细胞及肿瘤细胞的细胞外基质中［18-19］。

对于Galectin-3分泌到外周血的途径目前研究

并不十分清楚，但有证据表明可能与外泌体相 

关［20］。在甲状腺肿瘤的研究中，Galectin-3一

直是一个热门领域。在一些既往的研究中，

Galectin-3在PTC组织中表达都显著高于甲状腺

良性结节，在转移性PTC中的表达更高［21］。这

与我们对于PTC患者组织切片的研究所得出的

结论一致。然而也有部分研究结果表明Galec-
tin-3在有无淋巴结转移的PTC组织中的表达并无

显著差异［22-23］。因此，Galectin-3的表达与PTC
淋巴结转移的关系尚待进一步的研究证实。

　　在不同的研究中，Galectin-3参与调控包

括肿瘤迁移侵袭、细胞黏附、恶性转化、细胞

增殖、凋亡与抗凋亡及血管新生等多个肿瘤发

生、发展的环节［24］。本研究发现，无血清培

养下PTC细胞的Galectin-3表达增多，其分泌

至上层培养液的Galectin-3也随之增多。这可

能是肿瘤细胞在不利环境下的保护机制之一， 

Galectin-3参与调控肿瘤细胞在该类环境下的适

应性改变［25］。

　　Galectin-3对于肿瘤细胞迁移的调节已在多

种肿瘤中有所报道［26-27］。细胞内外的Galec-
tin-3通过不同机制调控肿瘤细胞的迁移。在细

胞内，Galectin-3通过调控其配体如整合素、黏

液素等影响肿瘤细胞与肿瘤细胞间以及肿瘤细

胞与细胞外基质间的黏附［28-29］。存在于细胞外

基质的糖复合物如层黏连蛋白、弹性蛋白等也

是Galectin-3作用的受体［30-31］。与细胞内Galec-
tin-3不同，细胞外的Galectin-3在不同浓度下

分别具有化学趋化和促进细胞无定向运动的作 

用［32］。在合适的浓度下，外源性的Galectin-3
可通过活化FAK及PI3K、招募活化的α5β1-整合

素至纤维状黏连处及增加肌动蛋白的转化来增

加Mgat5+/+细胞的迁移能力［33］。我们利用慢

病毒和Galectin-3的特异性受体拮抗剂低分子柑

橘果胶分别抑制细胞内Galectin-3的表达和细胞

外Galectin-3与其受体结合，发现PTC细胞迁移

能力下降。

　　Galectin-3对于细胞增殖的调控在不同研

究中结论不同，在本研究中，利用慢病毒敲低

Galectin-3的表达后乳头状癌细胞的增殖能力无

明显下降，这与Zheng等［27］的研究结果类似。

而在加入了低分子柑橘果胶后，PTC细胞的增

殖出现了下降，这可能与低分子柑橘果胶具有

诱导肿瘤细胞凋亡的能力有关［34］。

　　PTC患者组织中的Galectin-3表达与肿瘤转

移相关。抑制细胞内外的Galectin-3表达均能

显著降低PTC细胞的迁移。因此，Galectin-3
在今后PTC局部或远处转移的治疗中具有潜在 

价值。
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