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Abstract:Objective　Toinvesti gatetherestrictedusa geandclonalex pansionofTCRV βsubfamilyTcellsin 2
ducedb yAML 2M5 cells. Methods　Themononuclearcells (MNC) fromdonor peripheralbloodorcordblood

weream plifiedb ymixedl ymphocyteandtumorculture (MLTC ) ,inducedb yAML 2M5 cellsfrom2 patients

respectively.Thecom plementarit ydeterminin gre gion3 (CDR3) ofTCR βwithvariablere gion geneswasam 2
plifiedinTcellsfromthedonororcordbloodbeforeandafterMLTCusin gRT 2PCR,todetecttheusa gefea 2
tureofTCRV βsubfamilies.The positive productswerefurtheranal yzedtoidentif ytheclonalit yofTcellsb y

genescan. Results　Only13or5TCRV β subfamilieswereex pressedinTcellsfromcordbloodordonor,

however,24TCRV β subfamilyTcellscouldbedetectedinTcellsfrombothcordbloodanddonoratearl y

stagesafterMLTC,whereasthenumberofex pressedTCRV β subfamilieswas graduallyreducedwith pro2
longingthetimeofculture.Oli goclonalandbiclonalTcellex pansion predominatedinV β21couldbeidentified

inTcellsfromcordbloodanddonorinducedb yAML 2M5 cellsb y genescananal ysis. ConclusionClonalex pan2
sionofTCRV βsubfamilyTcellsfromcordbloodordonorcouldbeinducedb yAML 2M5 cells,whichma ybe

as pecificimmuneres ponsetoAML 2M5 cellassociatedanti gen.
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摘 　要 :目的 　了解急性髓细胞白血病 (AML) M5 亚型细胞诱导 T 细胞的 TCRVβ亚家族限制性利用和

克隆性增殖情况。方法 　采用混合淋巴细胞/ 肿瘤细胞培养 (MLTC)方法 ,用 AML2M5 细胞体外诱导供

者外周血和脐血的 T 细胞增殖 ,用 RT2PCR 扩增经 MLTC 前后获得细胞的 24 个 TCRVβ亚家族基因的

互补决定区 (CDR3) ,了解病人各 Vβ亚家族的利用情况。并经基因扫描分析确定 M5 细胞诱导的 T 细

胞克隆性特点。结果 　脐血和供者外周血分别表达 13 和 5 个 TCRVβ亚家族 T 细胞 ,经 MLTC 培养初

期 ,则表达全部 24 个 Vβ亚家族 ,随着诱导时间的增加 ,诱导 T 细胞所表达的 Vβ亚家族逐渐减少。基

因扫描显示 AML2M5 细胞诱导后的 T 细胞出现寡克隆和双克隆增殖改变 ,主要为 Vβ21 的克隆性增殖

T 细胞。结论 　AML2M5 细胞可诱导 TCRVβ T 细胞克隆性增殖 ,这可能是对 AML2M5 细胞相关抗原

的特异细胞免疫应答的结果。
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0 　引言

T 细胞受体 ( TCR) 重排过程中 ,形成一个高度

可变区 (VNDNJ 区) ,称为互补决定区 3 ( CDR3) ,不

同重排 (不同克隆)时 ,其 CDR3 长度不同 ,故利用这

一特点 ,通过检测 TCRVβ24 个亚家族的 CDR3 长

度 ,可以了解机体 T 细胞不同亚家族的分布及其克

隆性 ,这是目前检测 T 细胞克隆性的最佳方法[1,2] 。

本研究利用 RT2PCR 和基因扫描方法分析经急性

髓细胞白血病 M5 亚型 (AML2M5) 细胞诱导和培养

不同时间的异体 T 细胞的 TCRVβ24 个亚家族基

因的优势选用和克隆性情况。

1 　材料和方法

1.1 　样本 　经细胞形态学和组织化学按 FAB 诊断

标准确诊的 AML2M5 病人 2 例 (编号 P1 和 P2) 分

别用于诱导 T 细胞增殖 ,健康足月孕妇自然顺产产

妇脐血 1 例 (编号 C1) ,供者外周血 1 例 (C2) ,C1 和
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C2 分别与 AML2M5 细胞等培养后 ,收集培养 7 天

(C12A) 、15 天 ( C12B) 、20 天 ( C12C) 、24 天 ( C12D) 、

14 天 (C22A) 、27 天 (C22B) 和 41 天 (C22C) 等 7 份标

本。T 细胞株 Molt24 作为单克隆对照 ,10 例正常人

作为多克隆对照 ,B 细胞株 Raji 作为阴性对照。

1.2 　外周血单个核细胞和白血病分离 　按常规方

法分离患者、成人外周血或脐血的单个核细胞

(MNC) 。应用 MACS 磁珠分选仪和 CD3 磁珠单抗

(Milten yi2Biotec 公司) 分选 AML2M5 患者外周血

CD32细胞 (主要为 M5 细胞) ,操作方法按说明书进

行。

1.3 　T 细胞诱导和培养 　以成人或脐血 MNC 细

胞为效应细胞 ,经丝裂霉素 C(mitomycinC,MMC,

Sigma 公司)处理的 M5 细胞作为刺激细胞而进行混

合淋巴细胞培养 (MLTC ) 。通过磁珠分选的 M5 细

胞配成 1 ×107/mL 的细胞悬液 ,加入 MMC 溶液使

其终浓度为 50μg/mL, 置于 37 ℃,5%CO 2 饱和湿

度培养箱孵育 1h 。然后用含 15%AB 血清的 RPMI

1640 洗涤 4 遍 ,调至 1 ×106/ml 作为刺激细胞。成

人或脐血 MNC 细胞 (终浓度 1 ×106/mL ) 按效靶比

10∶1 的比例加入刺激细胞 ,置于诱导体系培养 ,诱

导体系包括 :10% 灭活人 AB 血清、10% 人血白蛋

白、抗 CD3 单抗 (1μg/mL ) 、IL22 (500U/mL ) 、22ME

(50μmol/L ) 、L2谷氨酰胺 ( 2mmol/L ) 及 G、S 各

100U/mL 。3～5 天后以扩增体系 [15% 人 AB 血

清、2% 人血白蛋白、IL22 (500U/mL ) 、2mmol/LL 2
谷氨酰胺及 G、S 各 100U/mL] 并补加刺激细胞 ,如

此循环。根据 T 细胞扩增情况而定期收集一部分

培养的 T 细胞进行相关的检测。

1.4 　RNA 提取和 cDNA 合成 　RNA 提取应用

RNAzol 试剂盒 ( Gibco,BRL ) 并应用随机引物和反

转录酶试剂盒 (SuperscriptII,Gibco,BRL ) 反转录合

成 cDNA 第一链。均按常规方法进行。

1.5 　引物 　用于非标记 PCR 的 24 个 Vβ引物和一

Cβ引物 ,用于 runoffreaction 的 5’端荧光素标记的

Cβ2fam 引物由德国柏林 TIBMOLBIOL 公司合

成[224] 。

1.6 　RT2PCR 　PCR 按已报道的方法进行[224] 。总

反应体积为 25μL, 其中含 1μLcDNA, 任一 Vβ引物

(24 个 Vβ引物之一) 和 Cβ引物 (0.5μmol/L ) ,0.1

mMdNTP, 1.25 UTa q 聚合酶 ( PerkinElmer ) 和 1

×PCR 缓冲液。反应在 PCR 扩增仪 ( PerkinElmer )

中进行 ,共进行 40 循环 ,每一循环包括 :94 ℃、1min

(首次 3min ) ,60 ℃、1min 和 72 ℃、1min ( 末次

10min ) ,最后 PCR 产物保存于 4 ℃中。

1.7 　T 细胞克隆性分析

1.7.1 　Runoffreactions (标记 PCR 产物) 　10μL 的

反应体系含 2μL 的未标记的 PCR 产物、0.1μmol/L

Cβ2fam 引物、3mmol/LM gCl2 , 0.2 mmol/LdNTP,

0.25 UTa q 聚合酶和 PCR 缓冲液 ( PerkinElmer ) 。

PCR 共进行 35 循环 ,退火温度为 66 ℃,余同上[3,4] 。

1.7.2 　基因扫描分析 (CDR3 长度分析) 　有关操

作步骤按使用指南进行。荧光素标记的 PCR 产物

(2μL) 加入2.5μL 甲酰胺 , 0.5μLGenescan-500

Tamra 分子量标准品 (ABI,PerkinElmer ) 和0.5μl

加样缓冲液 (Dextran50m g/mL,EDTA25mmol/L,

Genescan-500TamraKit ) ,经 94 ℃、4min 变性后 ,

于 6% 聚丙酰胺凝胶中电泳 ,经 373ADNA 序列仪

(ABI,PerkinElmer )的基因扫描 672 分析软件分析

产物的长度和荧光素强度 ,不同位置和高度的峰表

示产物的大小和含量 ;峰的形态提示产物的均一性

(克隆性) ,当 PCR 产物中所含的 DNA 扩增片段大

小一致时 ,其电泳迁移率完全相同 ,同一时间点通过

扫描探头 ,显示一单峰图象 ,提示 PCR 产物来自于

CDR3 长度完全相同的 T 细胞 ,即单克隆的细胞 ;而

一主峰和少数小峰图象提示产物主要来自同一克隆

即为寡克隆性 ;而多峰图象提示多克隆性[124] 。

2 　结果

2.1 　MLTC 结果 　经 MLTC 后 ,两份标本 T 细胞

均得到良好增殖 ,以脐血 T 细胞增殖较快。根据 T

细胞增殖情况分别收集不同培养时间 T 细胞 ,进行

TCRVβ谱系分析和 T 细胞克隆性鉴定。

2.2 　TCRVβ亚家族 T 细胞的表达情况 　RT2PCR

扩增结果 :2 例 AML2M5 患者外周血中仅可检测到

2 个和 5 个 Vβ亚家族 T 细胞 ,脐血和供者外周血仅

分别表达 13 和 5 个 Vβ亚家族 T 细胞 ,T 细胞培养

早期 TCRVβ明显增加至表达全部 24 个 Vβ亚家族

(C12A 和 C22A) ,而培养后期 T 细胞表达的 Vβ亚

家族逐渐减少 , 见表 1。正常人表达全部 TCRVβ

亚家族 ,而 Molt24、则表达单一 TCRVβ2 的 T 细

胞 ,B 细胞株 Raji 则为阴性。

2.3 　T 细胞克隆性分析结果 　基因扫描分析结果

显示 :Molt24 的 Vβ2 的 PCR 产物均呈单峰图象 (单

克隆) ;部分诱导后 T 细胞的 Vβ亚家族出现寡克隆

或双克隆情况 ,两例 T 细胞均出现 Vβ21 的克隆性

T 细胞 ,在 Vβ5、Vβ8 和 Vβ15 等亚家族也出现克隆

增殖趋势或寡克隆增殖 (有多峰图形逐渐转向一主

峰的趋势) , 见图 1、2。2 例 AML2M5 患者均存在寡

克隆性增殖 T 细胞 ,而大多数诱导前后 T 细胞的

PCR 产物与正常人一样均呈多峰图象 (多克隆) ,见

表 1。
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　　表 1 AML2M5 细胞诱导 TCRVβ亚家族 T 细胞优势表达及其克隆性特点

subfamily N P1 C1 C12A C12B C12C C12D P2 C2 C22A C22B C22C

Vβ1 poly 3 1 oligo3 2 poly poly ot poly poly

Vβ2 poly ot 3 3 poly poly poly poly poly poly poly poly

Vβ3 poly poly poly poly poly poly poly poly poly poly

Vβ4 poly poly poly

Vβ5 poly poly poly poly oligo oligo poly ot poly poly

Vβ6 poly poly oligo poly

Vβ7 poly poly poly poly ot poly poly poly poly

Vβ8 poly oligo poly poly ot oligo poly poly poly ot

Vβ9 poly oligo poly poly ot poly

Vβ10 poly oligo oligo poly poly oligo poly ot

Vβ11 poly poly poly poly

Vβ12 poly poly poly

Vβ13 poly poly poly poly bi 3 4 ot oligo bi poly poly poly

Vβ14 poly poly poly poly poly poly

Vβ15 poly poly poly ot oligo

Vβ16 poly poly oligo

Vβ17 poly poly oligo

Vβ18 poly poly poly

Vβ19 poly poly poly poly

Vβ20 poly poly poly

Vβ21 poly poly poly poly oligo oligo poly poly oligo bi

Vβ22 poly poly poly

Vβ23 poly poly poly

Vβ24 poly poly poly

　　注 : 3 1 :多克隆 ; 3 2 : 寡克隆 ; 3 3 :克隆趋势 ; 3 4 :双克隆 ;N: 正常人 ,P1 和 P2:2 例 AML2M5 患者外周血 PBMC,C1: 脐血
PBMC,C12A～C12D: 分别为 C1 经诱导 7、15、20 和 24 天细胞 ,C2: 动员后供者 PBMC,C22A～C22C 分别为 C2 经诱导后 14、27

和 41 天细胞

图 1 　脐血和供者外周血 T 细胞经 AML2M5 细胞诱导后克隆性增殖情况

A:C1 2D 标本 ,B:C22C 标本 ,可见 A 图中的 Vβ5 和 Vβ21 呈一主峰图形 (寡克隆) ,Vβ21 (B 图) 呈双峰图形 (双克隆) ,Vβ13 (A 图) 、

Vβ8 (B 图)和 Vβ10 (B 图)呈寡克隆趋势 ,余为多克隆图形
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图 2 　MLTC 前后脐血 TCRVβ5 T 细胞克隆性增殖情况

从 A(C1) 、B(C12A) 、C ( C12B) 呈多峰图象 (多克隆) 逐渐转化

为 D(C12C)和 E(C12D)的一主峰的图象 (寡克隆性增殖)

3 　讨论

在 TCR 的 CDR3 特点发现之后 ,利用其作为分

析 T 细胞克隆性的方法始于 1989 年 ,经过不断的

改进 ,于 1994 年首次报道的 RT-PCR- 基因扫描

- 序列分析方法成为目前最为灵敏的分析方法 ,特

异性强、快捷、方便和客观 ,为国外众多研究人员所

采用[1,2,5] 。鉴于外周血以携带 TCRα/β的 T 细胞

为多数 ,故多利用 TCRVα或 Vβ基因亚家族结合

CDR3 特点分析 TCR 的优势利用及其克隆性。在

以往工作的基础上 ,本研究利用该方法分析 AML2
M5 细胞诱导 T 细胞扩增后 ,各 TCRVβ24 个亚家

族的优势利用情况及其 CDR3 特点。

正常人外周血 T 细胞的 TCRβ重排应是随机

的 ,即呈多家族和多克隆 ,而 T 细胞株为来自同一

克隆的细胞 ,则应该只表达单家族和单克隆 ,本文检

测的 T 细胞株的结果完全与之相符 ,也显示基因扫

描方法的正确性和可靠性[325] 。在特异性抗原刺激

下 ,机体产生特异地针对性的克隆性 T 细胞 ,有报

道黑色素瘤等肿瘤组织的浸润性 T 细胞 ( TIL) 和外

周血中出现 TCRV β的优势利用和克隆性增

殖[2,6] 。本研究分析 2 例 AML2M5 患者外周血 T

细胞的情况 ,提示仅存在 2 个和 5 个 Vβ亚家族 T

细胞 ,出现严重缺失和克隆性增殖情况 ,这与我们前

期研究结果相似 ,可能与机体对特异性白血病相关

抗原的反应有关[4] 。

异基因造血干细胞移植作为细胞免疫治疗对

AML 的治疗取得了较好的成果 , 但 GVHD 的问题

仍然严重影响治疗效果 , 研究表明 GVHD 和 GVL

是由不同的 T 细胞亚群所介导 , 且与某些 TCRVβ

亚家族有关 , 但有关研究报道较少[728] 。如果能通

过 TCRVβ亚家族克隆性分析而区分介导 GVHD

和 GVL 的 T 细胞克隆 , 可能对提高异基因造血干

细胞移植的效果十分有意义。本研究利用 AML2
M5 细胞作为白血病细胞相关抗原诱导脐血和供者

T 细胞扩增 , 并进行了 TCRVβ优势选用和克隆性

分析 , 结果发现 , 在诱导早期原来未表达的 TCR

Vβ亚家族均得到表达 , 提示 IL22 和 CD3 单抗的刺

激可以非特异地提高各亚家族表达 , 早期 T 细胞以

非特异性增殖为主 , 而随着培养时间的增加 , 培养

T 细胞中表达的 TCRVβ亚家族明显减少 , 并出现

克隆性增殖 T 细胞 , 提示在 M5 细胞相关抗原的诱

导下 , 部分 T 细胞进行选择性和特异性扩增 , 呈克

隆性大量增殖 , 从而影响其他 Vβ亚家族的增殖 ,

而表现为选择性或优势利用的特点。结果显示 2 例

出现克隆性增殖的 T 细胞主要集中在 Vβ21, 提示

此克隆可能与 M5 细胞相关抗原有关 , 有可能是对

M5 细胞具有特异性杀伤作用的 T 细胞 , 但有待进

一步的细胞杀伤性研究加以证明。而在各组 T 细

胞中所出现的克隆性增殖或克隆趋势 T 细胞 , 由于

缺乏明显的共性 , 有待进一步证明其性质 , 是否与

白血病抗原有关的效应克隆还是与 GVHD 有关的

克隆。

理论上和从我们检测 10 例正常人外周血 T 细

胞的情况看 ,正常人几乎表达全部 24 个 TCRVβ亚

家族 T 细胞 ,但本研究中供者外周血 T 细胞仅表达

5 个 TCRVβ亚家族 ,并出现克隆性增殖 T 细胞 ,可

能与供者 T 细胞在干细胞动员后产生某些改变有

关 ,我们在其他病例研究中也曾发现类似问题 (结果

未显示) ,尚未见有关研究资料 ,未能有满意的解释。

而脐血 T 细胞仅表达 13 个 TCRVβ亚家族 ,可能与

脐血中所含 T 细胞部分缺失的特点有关 ,我们曾对

15 例脐血 T 细胞的分析发现类似情况[9] 。

总之 ,本研究所报道的 M5 细胞诱导异体 T 细

胞克隆增殖的情况 ,对进一步研究 AML 病人的特

异性过继性细胞免疫治疗有一定的意义。
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　　患者 ,女 ,37 岁 , 因“左肾上腺肿瘤

5 次术后 ,血压增高伴多饮、多食、肥胖、

月经不规律 2 个月”于 2002 年 11 月 6

日入院。

既往病史 :患者 1990 年因无明显诱

因出现肥胖、多食多饮、多尿、月经不规

律以“左肾上腺瘤、库欣综合征”行“左肾

上腺瘤切除术”,病理为肾上腺皮质腺

瘤。1992 年以局部复发作了再次切除

术 ,病理同第一次。1994 年又出现上述

症状经检查诊断为“左肾上腺瘤复发”行

第三次切除术 ,病理结果 :左肾上腺皮质

癌。术后症状明显缓解。1998 年和

2000 年因同样症状起病分别进行了第 4

次、5次手术。本次入院拟行第六次手

术。

　　入院查体 :一般情况良好 ,精神佳 ,

BP20/ 14.7 kPa。向心性肥胖 ,满月脸 ,

水牛背。实验室检查 :F28am 44.2 ug/dl,

4pm41u g/dl ( 2.5 ～ 12.5 ug/dl ) ,A1:

0.29 ng/ml/h ( 1.95 ～ 3.99 ng/ml/h ) ,

A2: 684.4 (55.3 ～115.3 pg/ml ) ,ALD:

112.8 pg/ml (65.2 ～295.7 pg/ml ) ,ACTH

<10 ( <46 pg/ml ) 。B 超 :左侧腹腔内多

发性实性占位 ,左肾多发结石。CT: 腹

部及盆腔平扫示下腹及盆腔多发软组织

块 ,考虑为多处转移 , 鞍区占位 ,考虑垂

体微腺瘤 (0.8cm ×0.9cm ) 。

手术 :盆腹腔内可见多个转移结节 ,

大小从 6cm ×5cm ×5cm 到 2cm ×2cm ×

1cm 不等 ,主要位于阑尾系膜、横结肠、

乙状结肠系膜、子宫阔韧带后叶及子宫

直肠窝处 ,边界清 ,表面光滑 ,活动度好

并有蒂 ,逐一切除。病理 (诊断) :所送标

本 11 个 ,均为转移的肾上腺皮质腺癌。

讨论 :肾上腺皮质肿瘤可来自一种

或多种肾上腺皮质细胞 ,因而产生一种

或多种过量的皮质类固醇 ,如本例为肾

上腺束状带肿瘤 ,因产生过量皮质醇而

出现特异的临床症状。肾上腺皮脂腺瘤

切除疗效佳 ,但皮质腺癌术后 5 年生存

率仅为 9% ～13% 。该例由肾上腺皮脂

腺瘤 →恶变 →远处转移 ,在 11 年间患者

共进行了 6 次手术。现病人术后 2 + 个

月 ,一般情况良好。其在发病、复发次数

及病程变化等方面具有以下特点 : (1)

每次就诊前症状基本相同 ,故患者能够

及早就医并能及时切除病灶 ; (2) 平均

每间隔两年复发一次 ; (3) 首发为肾上

腺皮脂腺瘤 ,之后恶变为肾上腺皮质腺

癌 ; (4) 每次复发病灶都能完整切除 ,术

后恢复良好 ,症状缓解明显 ; (5) 肾上腺

皮质腺癌二次为原位复发 ,第三次属于

远处转移。

(李奇明校对)
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