
Jurkat 细胞TCR 基因重排对BV CDR3的影响  

    TCRβ链可变区互补决定区3 (TCR BV CDR3)是TCRβ链胚系基因片段重排过程中，由BV末端、BD片段、BJ

前端以及重排时V-D与D-J之间的插入序列组成 (V
N
D
N
J)，对抗原的特异性识别发挥主要作用[1]，[2]。不同

克隆T细胞TCR CDR3长度及序列有所不同 。目前报道，TCRBV 基因有26个亚家族，通过设计各家族上游引物

和TCR BC下游引物，利用RT-PCR可扩增出特异性TCR αβ细胞的 BV CDR3区，结合GeneScan和基因测序技术

可以分析TCRBV CDR3谱系、CDR3长度和序列特点[3][4]。 

    我们发现代表 T细胞发育成熟阶段的人T细胞白血病细胞株Jurkat(TCR-αβ+CD3+CD4+CD8-CD2+CD7+)同时

表达重组激活基因RAG1和RAG2，并且证实Jurkat细胞有TCR BD2-BJ2基因重排的发生[5]，[6]。本研究监测

了Jurkat细胞在自身增殖传代过程中以及经不同因素刺激诱导后其TCR BV CDR3谱系及长度和序列变化情

况，初步探讨Jurkat细胞TCR基因重排对其TCR CDR3区可能产生的影响作用，为进一步深入研究TCR基因重排

奠定实验基础。 

    

1  材料与方法 

    1.1 细胞株与主要试剂 

    人T淋巴细胞白血病细胞株Jurkat购自上海细胞生物研究所，分泌抗CD3 单克隆抗体(anti-CD3 mAb) 的

杂交瘤细胞株12F6与 Burkitt's淋巴瘤细胞株Raji由本实验室保存；PBMC(peripheral blood 

mononuclear cell)由健康正常人静脉血分离。 

    RPMI 1640培养基(美国GIBCO 公司)；胎牛血清(杭州四季青生物工程公司)；植物血凝素(PHA)，广东医

药工业研究所产品；全反式维甲酸(retinoicacid, RA)、佛波醇-12-豆蔻酰-13-乙酸酯(phorbol 12-

myristate 13-Acetate，PMA)、钙离子载体A23187、内毒素 (LPS)，均为Sigma 产品；葡萄球菌A蛋白 

(SPA)购自北京本元正阳基因技术股份有限公司；重组葡萄球菌肠毒素A (recombinant Staphylococcal 

enterotoxin A, rSEA)，军事医学科学院制备产品；rhGM-CSF，北京瑞得合通药业有限公司；柱离心式RNA

抽提试剂盒(安徽优晶生物工程有限公司)；RNA逆转录试剂盒(日本TOYOBO公司)。rTaq DNA聚合酶(MBI 

Fermentas 公司)；DL2000 DNA Marker(TaKaRa大连宝生物有限公司)；去离子甲酰胺：Sigma 产品；

GeneScan-500- TAMRA(500 ROX)标准品：Applied Biosystems,USA。 

    1.2方法 

    1.2.1  细胞培养   细胞用含有10%胎牛血清的RPMI 1640培养基于37 ℃、50 ml/L CO
2
条件下培养；

将Jurkat细胞批量扩增冻存，首批作为“标准株”，后续实验以此作标准参照；以人外周血PBMC为研究对

照。PBMC采用Ficoll淋巴细胞分离液密度梯度法离心。 

    1.2.2   Jurkat细胞的刺激诱导   取对数生长期Jurkat细胞，按5×105/孔的浓度加于12孔细胞培养

板(复孔数为2)，分别加入：① PHA (20 μg/ml)；② PMA(40 ng/ml)+A23187(0.5 μmol/L)；③ 抗CD3 

mAb (1∶100)；④ rGM-CSF (2000 U/ml)；⑤ SPA (100 μg/ml)；⑥ LPS (1 μg/ml)；⑦ RA(10 μ

回结果列表  《第一军医大学学报》2006年7期 

 



mol/L)；⑧ SEA(1 μg/ml)；⑨SEA+Raji (Jurkat:Raji 细胞数=1∶10；SEA 1 μg/ml)； 同时设⑩ 不加

任何处理因素的对照组。平板置于37 ℃、5%CO
2
 孵箱培养。①、②、③组于培养的第48 h收集各组细胞；其

余各组于第48 h换液，补加相应浓度的各种刺激剂，于培养的第72 h收集细胞。 

    1.2.3总RNA 提取与RNA逆转录    收集各组细胞，PBS洗涤2～3次后采用试剂盒提取细胞总RNA，在核酸

蛋白分析仪(BECKMAN DU530)上鉴定RNA纯度和浓度，-70 ℃保存备用； 取样品总RNA约1 μg，加到20 μl反

应体系中按试剂盒说明进行逆转录。 

    1.2.4  PCR扩增TCR BV 基因26个亚家族   参照文献[3]，[4][7]合成TCR BV 基因家族上游引物26

条，TCR BC 下游5'端带FAM标记引物1条， TCR BC对照引物2条；引物由Invitrogen 上海英骏生物技术有

限公司合成，引物序列见表1。 

    PCR 反应总体系50 μl，含2 μl  cDNA 模板， 5μl 10× PCR buffer， 10 mmol/L dNTP 1μl，25 

mmol/L MgCl2  3μl，10 μmol/L的上、下游引物各2 μl，1 U/μl 的rTaq酶1 μl，去离子水34 μl。 循环

条件为：94 ℃ 预变性3 min，主循环(94 ℃ 1 min、60 ℃ 1 min、72 ℃ 1min)35个循环， 72 ℃  延伸

10 min。扩增产物经1.5 %琼脂糖凝胶电泳分析，发现阳性带者进一步作TCR GeneScan分析。 

    1.2.5  TCR GeneScan 分析   取TCR BV阳性家族PCR产物2 μl(下游引物带FAM荧光标记)， 分别加入

0.5 μl GeneScan-500-TAMRA(其中含有不同大小的荧光素Tamra标记的DNA片段)，2 μl去离子甲酰胺，0.5 

μl变性胶上样缓冲液(25 mmol/L EDTA，50 mg/ml blue dextran)，94 ℃变性4 min后，每管取2 μl于6%

聚丙酰胺凝胶，373 DNA序列分析仪(ABI，PerkinElmer公司)中电泳,通过分析软件672分析结果，计算机收

集电泳过程中不同时间所出现的不同颜色和强度的荧光素，以显示出不同的位置、高度、颜色和形态的峰。 

    1.2.6  核苷酸序列分析   TCR GeneScan 分析发现单克隆或寡克隆的产物，进一步进行测序分析 TCR 

BV CDR3的一级核苷酸序列。 

    

2  结果 

    2.1 Jurkat 细胞TCR BV CDR3谱系 

    RT-PCR 产物凝胶电泳图显示， “标准株”Jurkat细胞TCR BV家族中，仅 BV8家族显出一条特异性条带

(图1)。经不同因素刺激诱导后的Jurkat细胞TCR BV家族均只显出BV8特异性条带(结果未显示)。而正常人

PBMC TCR BV家族RT-PCR 产物在1.5%琼脂糖凝胶上电泳，各家族均显出一条特异性条带(图 2)。 



    图 1  Jurkat TCR BV家族 RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳图 
    Fig.1   1.5% agarose gel electrophoresis of RT-PCR products of TCR BV families of 

Jurkat cells
    Lanes: 1-24: 24 TCR BV1 families; BC: BC control; M: DNA marker

    图 2 正常人PBMC TCR BV家族RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳图 
    Fig.2  1.5% agarose gel electrophoresis of RT-PCR product of TCR BV families of normal 

human PBMC
    Lanes 1-24: 24 TCR BV1 families.*TCR BV5.2, 13.2 families and BC control is not shown

    2.2  TCR GeneScan结果 

    “标准株”以及不同因素作用组的Jurkat细胞TCR BV8产物在6%变性聚丙酰胺凝胶电泳上基因扫描结果

显示，各组BV8家族均只出现一条带，利用GeneScan 672软件对基因扫描图的峰型自动分析表明PCR产物均呈

单峰 ，即为单克隆家族；而正常人PBMC TCR BV各家族在6%变性聚丙酰胺凝胶电泳基因扫描结果显示均为多

条条带，峰型自动分析，各家族均呈多峰，显示为多克隆家族。“标准株”Jurkat和PBMC TCR BV8 RT-PCR

产物GeneScan峰型分析结果见图3。 

    图 3 Jurkat、 PBMC TCR BV8家族 RT-PCR产物基因扫描峰型分析 
    Fig.3 TCR BV8 β chain VDJC junction (CDR3 size) distribution profiles in Jurkat cells 

(A) and PBMCs (B)
    The X axis of each plot corresponds to the number of nucleotides, and the Y axis to 

fluorescence intensity.



    2.3TCR BV8 CDR3区序列分析 

    对“标准株”Jurkat TCR BV8 RT-PCR产物(不带荧光标记)进行序列测定，分析和确定其CDR3区核苷酸

(和相应的氨基酸)序列，以及BD及BJ所属片段，结果表明：Jurkat TCR β链CDR3区为BV8S1NBD1NBJ1S2 。

序列测定结果如下： 

    CASS至F G之间的序列即为 Jurkat TCRBV8 CDR3序列。以此序列作为Jurkat TCR BV8 CDR3标准参照

序列。 

    对Jurkat在培养传代过程中以及经刺激诱导后各组Jurkat 细胞TCR BV8 RT-PCR产物进行序列分析，结

果表明：各组 TCR BV8 CDR3区长度和序列均与“标准株”一致，表明CDR3长度和序列未发生变化(测序结果

资料未显示)。 

    

3  讨论 

    本研究结果表明，Jurkat细胞是表达TCR BV8家族的单克隆细胞株， Jurkat TCR BD2-BJ2 重排可能是

一“无效”过程，重排过程并不能产生BV8以外的新的TCR BV亚家族而引起 BV CDR3谱系漂移，且对CDR3长

度和一级核苷酸序列也未产生影响。结果提示，重排对BV CDR3区抗原识别特异性并未产生影响，但尚不能排

除重排引起TCR改变的可能性。 

    淋巴细胞抗原受体基因的重排受多因素调控，包括重组酶的表达、重组酶固有的生化特性、重组中DNA的

识别和切割、DNA修复连接以及重组底物的易接近性等[8]，其中重组底物的易接近性又要受到重组酶的转

录、甲基化作用以及染色质结构的影响[9][10][11]。据报道，顺式作用元件对BV片段易接近性的调节作用有

别于对BD/BJ片段易接近性的调节作用[12]。即便是在重组酶重组活性非常活跃并且BV基因片段易接近性较好

的情况下，某些反式作用元件可能会调整重组酶的作用性能，使其利用和识别特殊的重组信号序列

(recombination signal sequence，RSS)而阻止BV-BDJ重排事件[13][14]。这样，在Jurkat 中，当BD2-

BJ2重排开始启动，而BD1-BJ1或者 BV-BDJ重排可能由于易接近性不够或其他一些阻制因素而受抑制，正是

由于这种部分片段的重排作用而未能改变 TCR BVCDR3区。 

    目前，虽未发现Jurkat细胞在TCR BD2-BJ2 重排过程中BV CDR3区变化，但Jurkat细胞发生的BD2-BJ2

重排是否对BVCDR3区以外的其它区域的结构或功能产生了影响作用？此外，重排过程中是否出现BV8家族以外

的其他BV亚家族的前体mRNA ，但由于其表达的一过性特点，而未能被现有实验监测到？ Jurkat细胞发生的

TCR BD2-BJ2 重排在 Jurkat细胞中的功能和意义究竟如何，对TCR具有何种影响，这些都需要作进一步探讨

和研究。 

    有丝分裂原PHA、蛋白激酶C活化剂PMA和钙离子载体A23187、抗-CD3 mAb以及超抗原SPA均为经典的T细

胞活化剂；rhGM-CSF 是与造血细胞增殖和分化相关的细胞因子，也是多效的免疫刺激因子，具有扩大T细胞

增殖等作用； LPS也是T细胞增殖活化和产生淋巴因子的一种潜在诱导剂[15]；SEA则是一种受到广泛研究的

超抗原分子，以MHC II 类分子依赖或非依赖的方式与T细胞TCR β链V区结合，从而激活大量T细胞并释放一系



列细胞因子，具有强大的刺激免疫活性。SEA具有超抗原的一般特点，其递呈不需要APC的加工处理, 可通过

两条途径递呈给T细胞，一是MHC II 类分子依赖途径，需要表达MHC II 类分子的辅佐细胞参与。二是MHC 

II 类分子非依赖途径，不需要MHC II 类分子参与[16]。本研究中，我们采用了SEA单独诱导Jurkat细胞和

以表达MHC II 类分子的Raji 细胞作为辅佐细胞的两种作用方式；维甲酸是迄今研究的最强的分化诱导剂之

一，近年研究表明RA能抑制多种癌细胞的生长增殖，诱导癌细胞分化维甲酸(并诱导部分细胞向良性分化)

[17]，[18]。 

    本研究中我们以上述具有T细胞活化和增殖作用或具有分化诱导作用的若干因素刺激和诱导Jurkat细胞。

根据预实验观察结果，在保证诱导细胞的活细胞百分数大于90%前提下尽可能选取最长作用时间，我们针对不

同作用因素分别选取了48 和72 h的作用时间。结果未发现不同诱导后的Jurkat TCR CDR3家族谱系及CDR3长

度和序列变化，表明通过 T 细胞活化和增殖途径以及分化诱导作用并不能引起TCR CDR3的改变。本研究目前

未筛选出诱导Jurkat TCR CDR3 变化的“阳性”诱导因素，但尚不能排除Jurkat 在“适当”刺激诱导作用

下TCR CDR3发生变化的可能性。据Pam Fink等报道，Vβ5转基因小鼠的外周CD4+ T细胞在内源性Mtv-8

(Mammary tumor virus)编码的一种外周耐受原的作用下发生T细胞受体的改变[19]。因此，利用一些特异性

抗原的刺激诱导作用，或通过内源性抗原提呈途径来进一步筛选“阳性”诱导因素仍然具有一定可能性。 
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