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Abstract :Objective　 To investigate the dist ribution and clonality of TCR Vαsubfamily T cells in patient s

with chronic myeloid leukemia (CML) . Methods　The CDR3 size of TCR Vα 29 subfamily genes was

amplified in peripheral blood mononuclear cells f rom 10 cases with CML using RT2PCR ,to observe the

usage of TCR Vα repertoire ,the PCR product s were further analyzed by genescan technique for detection

of the CDR3 size ,to evaluate clonality of TCR Vα T cells. Results　1～21 Vα subfamily T cells could be

identified f rom different samples in CML cases ,predominantly in Vα3 , 4 , 8 , 10 , 14 . Oligoclonal (clonal

expansion) T cells were identified in Vα1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 8 , 10 , 12 , 14 , 15 , 16 , 19 , 21 and 23 subfami2
lies. Conclusion　The selected usage and clonal expansion of TCR Vα subfamily T cells f rom peripheral

blood could be found in patient s with CML ,it may be related to CML associated2antigen. Dist ribution of

Vα subfamily clonal expansion displays individual specificity.
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摘　要 :目的　了解慢性粒细胞白血病 (CML)患者外周血 TCR Vα亚家族 T细胞的克隆性分布特点。

方法　采用 RT2PCR扩增 10例 CML 患者外周血的单个核细胞的 TCR Vα29 个亚家族基因 ,分析其

TCR Vα亚家族的利用情况。PCR产物进一步经基因扫描分析 ,了解其 CDR3 长度以判断 T细胞的克

隆性。结果　不同病人外周血中所能检测出的 Vα亚家族数量不等 (1～21个) ,以 Vα3、Vα4、Vα8、Vα10

和 Vα14为常见 ,并在 Vα1、Vα2、Vα3、Vα4、Vα5、Vα8、Vα10、Vα12、Vα14、Vα15、Vα16、Vα19、Vα21 和

Vα23中发现克隆性生长 T细胞。结论　CML 病人外周血 T细胞的 TCR Vα亚家族选用呈现明显的选

择性并出现克隆性 T细胞 ,这可能与机体对白血病相关抗原产生特异性免疫有关 ,且克隆性增殖 Vα亚

家族分布以个体特异性为主。
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0　引言

利用 T细胞受体 ( TCR)基因谱系分析可以了

解机体各种亚家族 T 细胞的分布情况。多数肿瘤

病人都存在不同程度的细胞免疫功能缺陷。我们的

前期研究已经发现 CML 病人 TCR Vβ亚家族 T细

胞存在克隆性增殖情况[ 1 ] ,为更全面了解 CML 病

人的 T细胞免疫状态 ,本研究分析 10 例 CML 患者

外周血 29个 TCR Vα亚家族 T细胞的表达及其克

隆性特点 ,从而了解 CML 病人 T细胞免疫功能情

况。

1　材料与方法

1 . 1　标本

经细胞形态学、细胞化学、细胞和分子遗传学确

诊的初发未治慢性粒细胞白血病 (CML) 10 例。收

集肝素抗凝外周血标本 ,分离单个核细胞 ,按常规方

法进行。同时 ,10例正常人外周血样本作为对照。

1 . 2　RNA 提取及 cDNA合成

应用 TRIzol 试剂盒 ( Gibco BRL )提取 RNA。

应用随机引物和反转录酶试剂盒 ( Gibco BRL)合成

cDNA第 1链 ,均按常规方法进行。

1 . 3　引物

根据 Vα29个亚家族基因设计相应的 29 个 Vα

特异性上游引物 ,并在 Cα区设一无标记的 Cα1 下

游引物和一荧光标记的 Cα22fam引物 ,引物均由德

国柏林 TIB公司合成[ 2 , 3 ]。

1 . 4　R T2PCR

每一标本分别以 Vα1229/ Cα29 对引物进行 29
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次 PCR检测。PCR 操作按总反应体积为 20μl ,其

中含 1μl cDNA ,任一 Vα引物 (29 个 Vα引物之一)

和 Cα引物 (0 . 5 mmol/ L) ,0 . 1 mmol/ L dN TP ,1 . 25

U Taq聚合酶和 1 ×PCR缓冲液 (试剂为 Promega

公司产品 ) 中进行 , 40 个循环 , 94 ℃1min (首次

3min) ,60 ℃1min ,72 ℃1min (末次 10min) ,结束后

保存于 4 ℃中。PCR产物于2 . 5 %琼脂糖凝胶 (溴化

乙锭染色)中电泳分析结果[ 124 ]。

1 . 5　T细胞克隆性分析

1 . 5 . 1 　标记 PCR产物

该反应主要是将首次 TCRVαPCR产物标上荧

光素 ,10μl的反应体系含2 . 5μl 的未标记的 PCR产

物、0 . 1μmol/ L Cα2fam 引物、2 . 5 mmol/ l MgCl2 ,

0 . 2mmol/ L dN TP ,0 . 25 U Taq 聚合酶和 PCR 缓

冲液 ( Promega 公司) , PCR共进行 35 个循环 ,退火

温度为 66℃,余同上[ 124 ]。

1 . 5 . 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。取 2μl 荧光素

Fam标记的 PCR产物加入高质量的去离子甲酰胺

( Hi2Di Formamide)与标准品 ( ABI , Perkin Elmer

GEN ESCAN TM 25002L IZTM ,其中含有荧光素

L IZ标记的不同大小的 DNA 片段)按 20∶1比例配

好的 10μl混合液 ,94 ℃变性 4min ,然后将样品加入

96 孔板 ,直接装载到已灌好 POP24 ( Performance

Optimized Polymer24)胶的 3100 DNA 序列分析仪

上进行电泳 ,电泳所采集结果经基因扫描分析软件

分析产物的长度和荧光强度。

2　结果

2 . 1　TCRVα亚家族 T细胞的表达情况

10 例 CML 患者外周血 T 细胞所表达的

TCRVα亚家族数量差别很大 ,少则仅表达 1 个 Vα

亚家族 (C3) ,多则表达 21 个亚家族 ( C10 ) ,在表达

频率上 ,以 Vα3 ( 100 %) 为最高 , Vα4、Vα10、Vα14

(80 %)次之 ,而全部病人均未能检测到 Vα6、Vα7、

Vα9、Vα24、Vα28、Vα29 ,见表 1。正常人则表达绝

大部分 Vα亚家族。

2 . 2　T细胞克隆性分析结果

10例 CML 患者中除 2 例外 ,其他患者均存在

寡克隆、双克隆或克隆性增生趋势的 T 细胞 ,在

Vα1、Vα2、Vα3、Vα4、Vα5、Vα8、Vα10、Vα12、Vα14、

Vα15、Vα16、Vα19、Vα21 和 Vα23 中发现克隆性生

长 T细胞。多数患者出现 1～2 个 Vα亚家族的克

隆性 T细胞 ,而个别患者 (C10)出现 8个 Vα亚家族

的克隆性 T细胞 ,见表 1、图 1。患者其余的 Vα亚

家族 PCR产物呈多峰图像 (多克隆) 。

表 1　CML患者外周血 T细胞中

TCR Vα亚家族表达和克隆性

Vα亚家族 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Vα1 O

Vα2 P P O P P P

Vα3 P P O T O T P P P P P P

Vα4 P P O P P P P P

Vα5 O P

Vα8 O P P P P P P

Vα10 P P P O O P P P

Vα11 P

Vα12 P P P P P O

Vα13 P P P P

Vα14 P P P P P P P B

Vα15 O T B

Vα16 O

Vα17 P

Vα18 P P

Vα19 P P P P O T O

Vα20 P

Vα21 P O T O

Vα22 P P P P P P

Vα23 P O T

Vα25 P P P

Vα26 P P P P

Vα27 P P P

　　P :多克隆 ;O :寡克隆 ;O T :寡克隆增殖趋势 ;B :双克隆

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 ,并经过不

断的创新 ,于 1994年首次报道的 R T2PCR - 基因扫

描 - 序列分析方法成为目前最为灵敏的分析方法。

鉴于外周血以携带 TCR Vα/β的 T细胞为多数 ,故

多利用 TCR Vα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。在既往的研究

中 ,我们已建立了 R T2PCR 和基因扫描分析了

TCRVβ24个亚家族的 CDR3长度 ,了解 CML 患者

Vβ亚家族的优势利用和克隆性特点的方法。通过

研究发现 CML 患者均出现不同程度的 TCR Vβ亚

家族倾斜性分布情况 ,多为表达 10 个 Vβ亚家族 ,

明显抑制的患者仅存在 1～2个 Vβ亚家族 T细胞 ,

轻者则可以接近正常的 24 个 Vβ亚家族。可能与

肿瘤相关抑制物的抑制某些 TCR Vβ亚家族的表

达有关 ,也可能与肿瘤相关抗原的存在限制某些亚

家族的利用有关[ 1 ]。

由于 TCRα和 TCRβ是以异源二聚体表达于 T

细胞表面的 ,故在其 TCR Vβ存在克隆性 T细胞 ,

而这些 T细胞又可能与 CML 相关抗原刺激有关。
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图 1　1例 CML病人( C10)外周血各 Vα亚家族 PCR产物基因扫描分析结果

所以 ,其 TCR Vα亚家族也应该出现相应的克隆性

增殖 ,从而组成一种克隆性增殖的αβ+ T细胞 ,由于

该方面并未在相关研究资料报道 ,故本研究首先通

过 R T2PCR和基因扫描分析 TCRVα 29 个亚家族

的 CDR3长度 ,了解 CML 患者 Vα亚家族的克隆性

特点。正常情况下 , T细胞的 TCR Vα的重排是随

机的即呈多家族多克隆性。但在肿瘤患者中 ,机体

T细胞在肿瘤细胞抗原的持续刺激下 ,某个或某些

具肿瘤抗原高亲和力的 T细胞克隆得到选择性生

长 ,并形成某一亚家族的优势表达 ,提示肿瘤细胞相

关抗原或免疫性疾病的一些有关抗原对机体的刺激

作用而引起机体相应的细胞免疫反应 ,可以通过 T

细胞克隆性的分析手段加以了解和判断。本研究主

要集中了解 CML 患者 T细胞的反应情况 ,结果发

现 10例 CML 病人中部分 Vα亚家族 T细胞的增殖

受到抑制 ,不同病人中受抑制的 Vα家族有所相同 ,

Vα6、Vα7、Vα9、Vα24、Vα28 和 Vα29 亚家族在

CML 病人中完全受抑制 ,其他则在不同病人中表现

不一 ,这可能与不同病人的反应性不同有关 ,它提示

了患者 T细胞免疫功能部分抑制状态的情况。基

因扫描分析结果进一步显示部分患者存在克隆性增

殖 T细胞 ,这可能是机体对肿瘤相关抗原刺激产生

的一种特异性细胞免疫反应的结果 ,克隆性 T细胞

多分布在不同亚家族 ,未见明显的倾向性 ,这可能是

个体的细胞免疫反应存在差异的情况。这种克隆性

增殖的 TCR Vα亚家族 T细胞的个体性是肿瘤患

者的一个普遍现象 ,可能与个体特异性免疫和肿瘤

的异质性有关 ,该结果也提示了对肿瘤患者细胞免

疫治疗的个体化的必要性。本研究中 ,有 4 例患者

出现了 2个或以上的 Vα亚家族克隆性增殖 T 细

胞 ,尤其是在 C10 患者可检测到 8 个 Vα亚家族克

隆性增殖 T细胞 ,这种情况在检测 TCR Vβ亚家族

T细胞也存在类似现象[ 1 ,4 ] ,提示对 CML 细胞相关

抗原的反应不仅局限于单个亚家族 ,可能与肿瘤抗

原存在多个表位有关。本研究中 ,有 2 例患者未能

检测到克隆性增殖 T细胞 ,这可能与患者免疫功能

低下而未能引起反应有关 ,也可能存在其他 TCR

的克隆性增殖情况。

总之 ,本研究首先分析了 CML 患者外周血

TCR Vα亚家族 T细胞的克隆性分布特点 ,提示大

部分患者存在细胞相关的克隆性 T细胞 ,对进一步

研究特异性细胞免疫治疗工作十分有意义。
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