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Abstract:Objective　To quantitativeanal ysistheT 2cellrece ptorexcisionDNAcircles ( TRECs) inCD3 + ,

CD4 + orCD8 + Tcells,evaluatin gtheth ymicrecentout putfunctionin patientswithchronicm yelogenous

leukemia (CML) . Methods　QuantitativedetectionofT 2cellrece ptorexcisionDNAcircles ( TRECs) inDNA

of peripheralbloodmononuclearcellsfrom8caseswithCML,CD4 + orCD8 + cellsfrom3caseswithCML

were preformedb yreal 2timePCR ( TaqMan) analysis.AndtheTRECs 2numberwasrelatedtothenumberof

T2cellsb ydeterminationofthenumberofCD3 2positivecells.9normalindividualsservedascontrols. Results　

AdramaticreductionofTRECsvaluesin patientswithCMLwasshowed.ThemeanvalueofTRECswas 0.1

±0.22 copies/1000TcellsinCML patientsand 6.84 ±4.71 copies/1000Tcellsinnormalindividuals,

respectively ( P < 0.01 ) .Infiveoutofei ghtCMLcasesnoTRECsco piescouldbedetectedin peripheral

blood,andlowervalueofTRECscouldbeidentifiedinselectedCD4 + orCD8 + cells. Conclusion　Thisis,to

ourknowled ge,thefirstdescri ptionofTRECslevelinCML patients.Theseresultsshowa prominentreduc 2
tionofTREClevelsinCML.
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摘　要 :目的　了解慢性粒细胞白血病 (CML)患者 CD3 + 、CD4 +和 CD8 +细胞中 T细胞受体重排删除

DNA环 ( TRECs)的含量 ,从而推测 CML患者的胸腺近期输出功能。方法　利用实时定量 PCR ( Taq2
Man)方法检测 8例 CML患者外周血单个核细胞、3例 CML患者 CD4 +和 CD8 +细胞中 TRECs的水平。

并根据外周血中 CD3阳性率计算 CD3 +细胞中 TRECs水平。9例正常人外周血作为对照。结果　CML

患者中 TRECs含量为0.1 ±0.22 /1000T 细胞 ,明显低于正常人 TRECs水平 (6.84 ±4.71 /1000T 细

胞 , P < 0.01 )。其中 5例患者外周血单个核细胞中未能检测到 TRECs,经分选 CD4 +和 CD8 +细胞后 ,2

例可以检测到低水平的 TRECs。结论　本研究首先报道了 CML患者 TRECs水平情况 ,结果显示其胸

腺近期输出功能明显降低。
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0　引言

信号结合 T细胞受体重排删除环 ( signal joint

T2cellrece ptorexcisionDNAcircles,s jTRECs, 简称

TRECs)是 T细胞受体基因重排过程中删除的DNA

环 ,可作为胸腺近期输出功能的指标[123]。自 TREC

定量分析方法报道以来 ,已应用于 HIV 感染、

HAART 治疗以及造血干细胞移植后胸腺输出功能

和免疫重建的评价[1,4] 。细胞免疫功能缺陷是影响

肿瘤和白血病尤其是淋巴细胞肿瘤患者抵抗肿瘤的

一个重要因素 ,本研究采用实时定量 PCR方法分析

慢性粒细胞白血病患者外周血 CD3 +、CD4 + 及

CD8 +细胞中 TRECs 的含量特点。

1　材料与方法

1.1 　标本

经细胞形态学 ,细胞组化和细胞及分子遗传学

确诊的 CML患者 8例 (男 6例 ,女 2例) ,年龄 16～

59岁。收集单个核细胞 ,一部分细胞用于检测 CD3

细胞阳性率 (应用 CD3单抗和免疫荧光标记方法) ,
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另一部分细胞按常规方法 (酚抽提法)提取 DNA, 其

中 3 例标本的部分单个核细胞分别利用 CD4 和

CD8单抗和免疫磁珠分选法 (MCAS)分选 CD4 +和

CD8 + T 细胞后 (按产品说明操作) ,采用 QIAamp

DNAMiniKit 仪分别提取 DNA (按产品说明操

作) ,同时收集 9 例正常人外周血单个核细胞作对

照。

1.2 　引物设计

从 TCRδ 基 因 组 序 列 ( ACCESSION

AE000661 )中于δRec基因片段的下游设计一下游

引物 ( T1)和在ψJα的上游设计一上游引物 ( T2) ,引

物的方向恰好与一般的 PCR引物相反 ,并在该扩增

片段中间设一荧光素标记探针 ( T3) [5,6] ;选择

RAG2基因作为细胞定量对照 ,分别在 RAG2 基因

组序列 (ACCESSIONM94633 )中设计一对引物 ( R1

和 R2)及一荧光素标记探针 (R3) [5,6] 。

1.3 　RAG22TRECs 标准品的构建

利用 TOPOTAClonin gKit ( Invitro gen, 荷兰)

将 RAG2 和 TRECs 的基因片段克隆到 TOPOTA

载体上 ,根据凝胶电泳和分光光度计检测结果 ,将标

准品 DNA 浓度分别调整为 107、106、105、104、103、

102、和 10/2μLDNA 等 7组。

1.4 　实时定量 PCR (real2timePCR )

每一标本分别进行两次 RAG2 和两次 TRECs

的检测 ,总反应体积为 50μL, 其中含 100ng基因组

DNA 或标准品 , 0.5μmol/L 各引物 , 0.2mmol/L

dNTP, 1.5U AmpliTa qGold ( Roche) , 0.1μmol/L

的 6FAM2TAMRA 探针和 PCR缓冲液 (含4mmol/L

MgCl2) 。在 95℃、10min 变性后 ,共进行 45 次循环

扩增 ,每一循环包括 95℃、30sec 和 64℃、1min。反

应在 ABIPRISM7000Se quenceDetector ( PE公司)

中进行[5,6] 。

1.5 　统计学处理

各组样本中 TRECs 含量以均数±标准差 ( �x ±
s)表示 ,显著性检验用两独立样本 t 检验。

2　结果

经实时定量 PCR 分析获得样本中 RAG2 和

TRECs 的绝对数值 ,然后根据每个细胞含两个

RAG2 拷贝的规律 ,换算成每 1000 个细胞中

TRECs的含量 ,计算公式为 :n=2 ×1000 ×[TREC

(1) +TREC (2) ]/[RAG2 (1) +RAG2 (2) ]。而根据

免疫荧光检测单个核细胞中 CD3细胞的阳性率 ,可

从所检测的单个核细胞中 TRECs 含量计算 CD3+

细胞中 TRECs 含量 ,计算公式为 :n= ( TRECs/

1000 单个核细胞) /CD3 + %。

本研究中 9 例正常人外周血中 TRECs 拷贝数

为 ( 4.53 ±3.62 ) /1000PBMC, ( 6.84 ±4.71 ) /1

000CD3 +细胞 ,8 例 CML 患者 TRECs 拷贝数为

(0.02 ±0.06 ) /1000PBMC, (0.1 ±0.22 ) /1000

CD3 +细胞 ,与正常人相比 ,无论是从 PBMC或更为

精确地从 CD3 +细胞水平中看患者外周血中 TRECs

含量明显下降 ,其差别有显著性意义 ( P = 0.0032 ,

P = 0.0011 ) ,且 8例中有 5例单个核细胞中未检测

到 TRECs 。3例外周血单个核细胞分选的 CD4 +和

CD8 +细胞中 ,其中有 1 例 CD4 +和 CD8 +细胞中均

未检测到 TRECs; 有 2 例仅 CD4 +或 CD8 +细胞检

测到 TRECs 存在 ,见表 1。

　　表 1 患者外周血中 TRECs检测结果

No.
TRECs/

1000 cells
CD3
( %)

TRECs/1000
Tcells

TRECs/1000

CD4 + cells

TRECs/1000

CD8 + cells

C1 0.1695 26.67 0.6356 ND ND

C2 0.0127 42.5 0.0298 ND ND

C3 0 23.72 0 0 0

C4 0 19.64 0 0.1781 0

C5 0 56.89 0 ND ND

C6 0 28.91 0 0 0.0405

C7 0.0072 4.71 0.1522 ND ND

C8 0 11.01 0 ND ND

�x ±s 0.02 ±0.06 0.1 ±0.22

　　ND:未检测

3　讨论

目前的观点认为 :只有通过了解胸腺的近期功

能 ,即胸腺在近期输出的初始 (naive) T细胞的数量 ,

才能真正了解胸腺功能 ,它代表了 T细胞增殖能力

的潜能 ,能真正明确机体 T细胞的增殖能力。但多

年来一直未有合适的指标反应胸腺近期输出功能 ,

直到 1998 年 Douek 等报道利用定量 PCR 检测

TRECs 推算 naiveT 细胞的数量 ,从而定量胸腺近

期输出功能[1,3] 。TRECs 是 TCR 基因重排过程中

的副产物 ,为游离基因 ,并不随 T细胞的进一步分

裂而扩增 ,其含量代表了 TCR基因初始重排形成功

能性 TCR 基因时的 naiveT 细胞的含量 ,每一个

naiveT 细胞含有两个 TRECs, 所以利用实时荧光

定量 PCR 技术便可以检测和定量 TRECs, 确定

naiveT 细胞的含量而了解胸腺的近期输出功

能[1,7] 。

目前 TRECs 定量分析主要用于 HIV21 感染、

AIDS 和白血病造血干细胞移植后免疫重建的评

价。我们的前期工作也在检测正常人外周血 T细

胞和胸腺细胞 ,AML 患者和苯中毒患者近期胸腺输

出功能中予以报道[5,6] ,而用于肿瘤和白血病患者
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移植前 T细胞免疫功能和改变的研究不多。在国

外 ,仅有 CML患者异基因造血干细胞移植后 TREC

检测情况的报道[7] ,有关 CML 患者外周血 TRECs

的水平国内外尚未见研究资料。

本研究首先检测了 8例 CML 患者外周血单个

核细胞中 TRECs 的水平 ,并进一步通过其 CD3细

胞阳性率 ,计算出 CD3 +细胞中 TRECs 的含量 ,可

以更为确切的反应 T细胞的总体 TRECs 水平。因

为在白血病患者中不同个体外周血单个核细胞中所

含 T细胞的比例差异较大 ,只有通过精确计算 T细

胞中 TRECs 的含量 ,才能够进行个体之间和不同组

别之间的比较。本研究结果显示 ,正常人平均每

1000 个 T细胞中 TRECs 拷贝数为6.84 ±4.71 ;而

本研究中的 8例 CML患者中 ,有 5例在至少 1000

个 T细胞中未检测到 TRECs, 其余 3 例 CML 患者

TRECs 的含量也很低。提示 CML患者胸腺近期输

出功能明显低下 ,TCR 重排后形成的初始 T细胞数

量减少 ,或是在肿瘤相关抗原的刺激下 T细胞克隆

性扩增、可能是患者免疫功能降低的主要原因 ,这

与以往所检测到的 CML患者外周 T细胞免疫功能

低下 ,与 TCRVβ亚家族 T 细胞缺失等结果相符

合[8] ,也进一步说明了 CML 患者细胞免疫功能缺

陷的根本原因。

由于 CML 患者外周血中 TRECs 水平明显低

下 ,故本研究进一步分选了 3 例 CML 患者外周血

CD4 +和 CD8 +细胞亚群 ,直接检测纯化后 T细胞的

TRECs 水平 ,同时也了解胸腺输出功能低下是否在

CD4 +或 CD8 +细胞有所不同 ,可以进一步明确 naive

CD4 +细胞和 naiveCD8 +细胞的水平。结果显示在

经分选 CD4 +和 CD8 +细胞的 3例 CML 患者中 ,其

中 1 例的 CD4 + 和 CD8 + 细胞均未能检测到

TRECs, 而 1例的 CD4 +细胞和另 1例的 CD8 +细胞

均分别检测到极低水平的 TRECs (万分之一个左

右) 。提示通过分选 T细胞有可能提高定量检测患

者 TRECs 水平的敏感性 ,而更能明确患者胸腺输出

功能的情况。但如果 CML 患者胸腺近期输出功能

极度低下 ,通过该方法仍未能检测到 ,而进一步的方

法有可能通过不断提高检测样本的 DNA 含量 (即

被检的细胞数量) ,检测到更低水平的 TRECs 含量。

本研究所检测样本中含 CD4 +或 CD8 +细胞数量约

10000 个左右 ,有待进一步验证。

总之 ,我们的研究初步提供了 CML 患者外周

血 CD3 +、CD4 +和 CD8 +细胞中 TRECs 的含量 ,明

确表明 CML 患者 TRECs 水平及胸腺输出功能明

显降低。
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