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CML细胞抗原相关TCR V以3／V阻1和V缸8／V阻1
寡克隆T细胞及其CDR3序列特点

查显丰1， 李扬秋1’2， 陈少华1， 杨力建1， 卢育洪1， 张 涛1
(暨南大学1．医学院血液病研究所；2．再生医学教育部重点实验室，广东广州510632)

【摘要] 目的：分析慢性粒细胞白血病(cML)病人的克隆性增殖T细胞及其CDIl3序列的特点。方法：利用

RT．PCR和基因扫描分析1例CML患者外周血单个核细胞中的T℃RV俚和VB基因的互补决定区(CDR3)，了解各

Vd和VB亚家族的限制性表达情况和T细胞克隆性增殖特点，寡克隆的PcR产物再进行序列分析。结果：该病人

外周血T细胞表达18个TCR V仪和12个TCR VB亚家族，其中Vdl3、V仪18、Vpl和Vp21亚家族呈寡克隆性。

CDR3序列分析获得3个TCR克隆基因序列，分别为Vdl3NJ耐9、V俚18NJa50和Vp2lNDBNJp2．7。结论：获得1例

cML病人外周血克隆性增殖a8+T细胞的3个TCR基因cDR3序列，提示病人可能存在与CML细胞抗原相关的

Vdl3／V皿1或Vdl8／V阳1T细胞克隆。
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[Abs呐ct]Aim：To investigate t11e clonal expansion孤d t}Ie feature 0f CDR3 sequence 0f T cells in
tlle patient试tll chronic myelogenous leukemia(CML)． Metl州s：7Ihe cornplementary detemining re-
舀on 3(CDR3)of TCR V俚and VB sub胁1ilies genes were蚰alyzed using RT—PCR aIld genesc肌tech-
niques in peripheral bl∞d mononuclear ceUs(PBMCs)f如m tlle a c鹊e witll CML，to detect tIle usage

跚d cronality feature 0f TCR Vd舳d Vp subfamiIies．’Ihe oli90clonal PCR products were analyzed by 8e—

quencing to definpdle sequence 0f CDR3．R鹪IIlts：18 Vd and 12 VB subf妇lily．T ceUs could be identi．

fied in the CML ca8e，and the prodcuts f而m V仪13，V仪18，Vpl and Vp2l 8ubfimlilies di8played oligo-

c10nal exp蚰sioIl-ne CDR3 sequences fmm 3 oli90clonal TCR genes were identified in Vdl3NJ“9，

Vdl8NJ击aIld VB2l NDBNJp2．7 respectively．ConcIusion：3 TCR CDR3 sequences硒m c10nal exp锄一
sion aB+T ceU in PBMCs f南m the CML case were identified，suggesting that it might exist 7I℃R V仅13／
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VB2l or Vdl8／Vp21 oligoclonal T ceⅡspecific for CML ceⅡandgens．

[Key、阳rds] chronicⅡlyelogenous leukemia； T ceu receptor； genscan； cDR3； cloI出哆

T细胞受体(T ceⅡreceptor，TCR)是T细胞表

面特异性识别抗原的分子，可分为TCR∥B和

TCR∥8两种类型，外周血T细胞主要为TCR∥p
的T细胞。TCR重排过程中，形成一高度可变区一

VN(D)NJ区，称为互补决定区3(CDR3)，不同重排

其CDR3长度不同。利用这一特点，通过检测29个

TCR Vd和24个VB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⋯。

本研究采用目前检测CDR3长度最灵敏的RT-PCR

及基因扫描技术来分析l例CML患者外周血单个

核细胞中29个TCR V仪亚家族和24个VB亚家族

分布及其克隆性增殖等情况，以期获得CML抗原相

关的TCR克隆和基因序列旧J。

1材料和方法

1．1标本

经细胞形态学、组织化学和细胞遗传学确诊的

1例慢性粒细胞白血病患者(女，19岁)外周血单个

核细胞，l例正常人作为对照。

1．2主要试剂

RNAzol试剂盒购自Gibc0／BRL公司；随机引物

和反转录酶试剂盒(PowerscriptlM Reverse)购自美国

BD公司；死q聚合酶和pGEM@一T Easy载体试剂盒

均购自Promega公司；高质量的去离子甲酰胺(Hi—

DiF0m锄ide)、GeneScaIl-500(uz)Size sTD Kit、

BigDye@ Te瑚inator v3．1 Cycle Sequencing Kit和

PoP．4(Pe而皿锄ce Optimized P01)，lner_4)胶均购自

美国PerkillElIIler公司。

1．3主要仪器 、

PCR扩增仪购自德国Biome吼公司；3100一

Av蛐t全自动遗传分析仪购自美国ABI公司。

1．4 RNA提取和cDNA合成

按常规方法用RNAzol试剂盒提取所收集的外

周血单个核细胞的RNA，并应用随机引物和反转录

酶试剂盒(PowerScriptTM Revellse)反转录合成cD—

NA第一链，然后以RT—PcR检测B2微球蛋白基因

确定合成cDNA的质量。

1．5 RT-PCR扩增

根据29个Vd和24个VB亚家族的cDNA序

列，分别设计29个V仅亚家族的上游引物和一个

C仪下游引物，24个VB亚家族的上游引物和一个

cp的下游引物，并分别在C旺和Cp引物的上游各

设计一个荧光素标记引物(Cd—F锄和CB—F咖)，用

于基因扫描分析。引物由德国柏林TIB生物公司合

成，引物序列按文献怛。3J。PCR扩增按常规方法进

行。总反应体系20灿，其中含l弘L cDNA产物，任

一V理或CB引物(29个Vd或Cp引物之一)和C仪

或Cp弓I物(O．5肛moL／L)，O．1 mmoL／L dNTP，1．25

u砌聚合酶，l×PCR缓冲液，同时设置阳性和阴
性对照。反应在PCR扩增仪中进行，共进行40个

循环，94℃l min(首次为3 min)；退火60℃l

min；延伸72℃1 IIlin(末次为10 min)，反应结束后

于4℃保存。PCR产物于25 g／L琼脂糖凝胶(溴化

乙锭染色)中电泳分析结果¨．4 J。

1．6 T细胞克隆性分析

(1)标记PcR产物RT—PCR产物经电泳分析

出现阳性带者进一步以Cq—F哪或CB—F啪下游引

物进行不对称扩增，得到荧光标记的单链PCR产

物。总反应体系为10斗L含2．5斗L首次PcR产

物，0．1斗moL／L Cd·F蛐或CB—F锄引物，2．5
删n0L／L MgCl2，O．2珊n0L／L dMP，PCR缓冲液和
0．25 u咖聚合酶，共进行35个循环，退火温度为
66℃，余同上u'4J。

(2)基因扫描分析(CDR3长度分析) 取2止
荧光素F锄标记的PCR产物加入高质量的去离子
甲酰胺与GeneScall．500(uz)Size St肌dard按20：l

比例配好的lO斗L混合液，经94℃变性4 min，然后

将样品加入96孔板，直接装载到已灌好POP_4胶的

3100一Avant全自动遗传分析仪上进行电泳和基因扫

描，然后经基因基因扫描分析软件分析结果。

1．7 PCR产物序列分析

(1)PCR产物纯化和克隆将首次PCR产物电

泳切胶，并利用E．z．N．A凝胶回收试剂盒纯化PCR

产物，按试剂盒操作指南进行。10止反应体系包
含1．2斗g pGEM@一T Easy载体(50 ng／灿L)，1斗L
T4 DNA连接酶(600 u／斗L)，1止T4 DNA连接酶的

lo×连接缓冲液，4℃过夜。次日取5止连接产物

加入100止DH50【高效率感受态细胞中进行转化。
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转化后的感受态细胞加于含有氨苄青霉素的固体LB

培养基平板上，37℃培养箱中过夜，待菌落生长后，x

每个培养皿随机挑选数个单菌落，分别置于100此
LB培养液中，混匀后进行菌落PCR检测。随机挑出

4—6个克隆的阳性产物进一步进行序列分析。

(2)序列分析核苷酸序列分析应用BigD)reo

Tennimtor v3．1 Cycle SequenciIlg试剂盒，将菌落

PCR产物电泳切胶纯化，干燥后重悬于7灿的去离
子水中，进一步电泳确定产物完好后，进行BigDye

标记，总反应体系5止，包括l此BigDye Temina·

tor、1．6 pL0．4斗M上游或下游引物，1斗L纯化后产

物。反应条件：96℃10 s(首次1 min)、50℃5 s、

60℃4 IIlin，PCR共进行25个循环。尔后进一步

采用酒精／EDTA／NaAc法纯化测序产物，干燥后加

入10恤L HI-Di甲酰胺，于95℃变性4 rnin后立即

冰上冷却至少4 rnin，然后直接装载到3100—Av饥t全

自动遗传分析仪上进行毛细管电泳，最后经Sequen．

cillg腿alysis SORwa他3．7分析软件进行序列分析。

2 结果

2．1 TCR Va和VD亚家族T细胞的表达情况

所检测的CML病人外周血T细胞中仅表达

Va2一Vo【6、Va8、Vdl0、Vql2一Val4、Vdl6、V仪18、

V0【2l、V以2和V趟一№28亚家族基因，而正常
人表达绝大多数V&亚家族基因。CML病人仅表达

Vpl、VB3、V鲈、Vp8一VBll、VBl3、VBl5、VBl6、

VBl9和Vp21亚家族基因，而正常人表达除Vp20

外的其他亚家族基因。

2．2 T细胞克隆性分析结果

由于Va(Vp)和Ca(Cp)引物是固定的，故

V∥Ca或VⅣCp所扩增的PCR产物的大小决定于
CDR3区的长度，不同T细胞克隆的PCR产物长度

和浓度会不同，通过了解PCR产物片段大小均一性

情况，便可了解体内T细胞克隆存在的情况。荧光

素标记的产物经自动序列分析仪中的基因扫描分析

软件分析，在电泳过程中所收集的不同位置和高度

的峰表示产物的大小和含量；峰的形态提示产物的

均一性即克隆性，当PCR产物中所含的DNA扩增

片段大小一致，其电泳时的迁移率完全相同，在同一

时间通过扫描探头，所显示的结果为一单峰图像，提

示PCR产物自TCR V俚或VB的CDR3序列完全相

同的T细胞，即克隆性细胞，而一主峰和少数小峰

图像提示产物主来自同一克隆即为寡克隆性，双峰

图像提示双克隆性，多峰图像提示多克隆性，图像介

于多克隆性与寡克隆性图象之间呈一主峰明显高于

其他峰的图象有向寡克隆发展趋势提示寡克隆增殖

趋势‘¨。

本例CML患者的V仪13、Vdl8、Vpl和Vp2l产

物呈一主峰及个别矮峰图象(寡克隆)，V俚14 PCR

产物呈多克隆下降趋势，其余Va和Vp亚家族

PCR产物呈多峰多克隆图像(图1)。

Va2 Vd3 VO【4 Va5 V0【6 V0【8

磁么．
ValO Val2

挑挑

M九^“几^上
V俚13、V0d8、VBl和Vp21星寡克隆．Vdl4呈寡克隆下降趋势，其余为多克隆。

图1 1例CML病人TcR V也和Vp亚家族基因扫描分析结果
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2．3 CDR3序列分析结果

对寡克隆性的V旺13、Vdl8和VB2l PcR产物

进行测序分析，结果显示：Vdl3寡克隆在重排过程

中选用J“9区，在V区与J甜9区之间有12个碱基

(GGGAl’GAGGCGG)插入；V旺18寡克隆在重排过程

中选用J击0区，在V区与J击0区之间插入

GGAGGG 6个碱基；VB2l寡克隆在重排过程中利用

DBI和JB2．7区，在V区和D区之间插入C和T两

个碱基，在D区和J区之间插入一个T，CDR3序列

所编码的氨基酸分别为GDEAD、GG和LRV(表

1)。VBl基因PCR产物经多次序列分析未能获得

克隆性序列。所获得3个JI℃R基因序列已经递交到

Genebank(http：www．ncbi．nhn．nih．90v)已被接受，登

陆号码分别是：Eu589347、EU770971和EU379940。

表1 l例CML患者外周血克隆性增殖T细胞CDR3区序列及其编码蛋白序列

3讨论

T细胞受体在受到抗原刺激后，TCR基因发生

重排，而形成针对抗原的特异性TCR，通过基因扫

描分析发现其呈寡克隆性分布，可能是机体针对抗

原的直接反应。本研究中CML患者外周血T细胞

仅表达部分TCR V仪和VB亚家族，与既往的检测

结果相似哺】，不表达的亚家族可能是受到免疫抑

制，而所表达的V仪和Vp亚家族中，大部分呈多克

隆性表达，少部分寡克隆性表达，与正常人外周血T

细胞中绝大多数的亚家族呈多克隆表达的情况不

同，提示在恶性肿瘤病人外周血中TCR V0【和VB

亚家族T细胞呈倾斜性分布或称为优势利用。

本研究中所发现的CML病人的VB21寡克隆T

细胞与本研究组以前的研究结果相一致H“1；进一

步对VB2l亚家族的CDR3进行序列分析，其利用

的J片段是Jp2．7，与以前报道的3例cML病人的

VB2l寡克隆的T细胞的CDR3所利用的J片段

(Jp2．3、Jp2．1和Jpl．3)不同∞1，结果显示Vp21克

隆性增殖的T细胞可能是机体对肿瘤相关抗原的

一种直接反应，在同种肿瘤的不同病人中发现VB21

寡克隆T细胞利用J区不同可能跟个体免疫反应和

MHC限制性抗原等多种因素有关。在cML中，由

于其细胞遗传学改变特点t(9，22)(q34；q11)而形

成bcr．abl融合基因，病人能产生针对bcr／abI肽的

C，IL¨71，VB21寡克隆增殖性T细胞可能是针对bc卜

abl融合蛋白而产生特异性克隆。

在既往的研究中，本研究组已建立了RT—PCR

和基因扫描分析了TCRVQ 29个亚家族的CDR3长

度，了解CML患者Va亚家族的优势利用和克隆性

特点的方法哺】。研究发现CML病人外周血T细胞

的TCR Vd亚家族选用呈现明显的选择性并出现克

隆性T细胞，这同样也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V仪亚家族分布

以个体特异性为主【Bj。本研究发现CML患者V仅13

和Vdl8 PCR产物呈寡克隆性增殖，V仪14 PCR产物

呈多克隆下降趋势，未发现与以往实验结果相同的

寡克隆，体现了克隆性增殖、h亚家族分布以个体

特异性为主，可能跟肿瘤的异质性、个体免疫反应差

异、机体内外环境因素、存在多种肿瘤抗原和单一肿

瘤抗原存在多种表位等因素有关。TCRd基因由于

不含有D区，故仅有V区和J区发生重排⋯。人类

有61个J0【基因片段其中有3个假基因(J击l、59

和60)归J，对V仪13和V仪18亚家族的CDR3进行序

列分析显示它们分别利用J甜9和血50区重排，这

种重排编码的TCR仪链CDR3区蛋白可能特异结合

CML肿瘤抗原。很多研究表明，TCR仪链比TCRp

链多样性更多，识别抗原肽主要依靠TCR仅

链¨0。¨J，因此分析TCR d链cDR3区的特点对了解

CML的细胞免疫的特性和特异性免疫治疗的研究
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有着重要的意义。一个有功能的TCR必须是TCR仪

和TCRB形成异源二聚体，才能发挥抗原识别作用，

以往研究只能了解其中一条链的优势利用趋势。本

研究同时分析CML病人T细胞V0【和Vp克隆性，

了解到在同一CML患者T细胞上的表达情况，找到

特异性针对肿瘤相关抗原的V∥B寡克隆性T细

胞；CML病人可能存在Val3／p21和V仪18／p2l克

隆性T细胞现象，其CDR3序列也被基因库接受登

记，推测其可能是针对肿瘤抗原的特异性T细胞，

为研究特异性免疫治疗提供基础研究。

[1]

[2]

[3]

[4]

[参考文献]

李扬秋．血液肿瘤免疫治疗学[M]．北京：人民卫生

出版社，20Q5：379—382．

GENEVEE C，DIU A，NIEItAT J，et 81．An experimen-

tally讪d砒ed p蚰el of subflⅡIlily-8pecific“gonucle撕de
prime璐(Va一’泛9／VBl-w24)for tlIe 8tudy of hum明T

ceU receptor variable V gene 8egmem璐age by polymer-

a舱chain尬cti∞[J]．Eur J Imm岫ol，1992，22(5)：

1261一1269．

H hnH，NEUKⅡtcH C，F】R】mGK，et a1．L∞gitIldinal
觚alysi8 of T．cell re∞ptor(TCR)-Vd蛐d-VB她pertoi砖

in CDS+T cell8蠡∞m i础“dual8 immuIli舱dwitll弛com．

binanthep“ti8[J]．Clin Exp I㈣，2002，129(2)：
309—317．

U Y，YANG L，CHEN S，et a1．The TCR VBmpe咖i陀

璐age ofT ceu8 fmm coId blood induced by ch姗lic my-

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

eloge∞璐leuke-mia-聃sociated蚰dgen[J]．HemBt‘'蛔，
2005，10(5)：387—392．

李扬秋，sIEGERT w。SCHMIDT C A．基因扫描分析

CML病人外周血的T细胞克隆性[J]．肿瘤防治研究，

1998，25：23—26．

李扬秋，陈少华，杨力建，等．CML病人TcR V821

寡克隆T细胞及其cDR3序列特点[J]．免疫学杂志

2000，16(3)：189—192．

BOCCHIA M，KORONTSVn’T，XU Q，et 81．Sp∞击c

hu咖cellIllar i咖uIlity to bcr．abl oncogene-derived
pe叫des[J]．B100d，1996，87(9)：3587—3592．

陈思，李扬秋，陈少华，等．CML相关TcRVa亚家

族T细胞的克隆性分布特点[J]．肿瘤防治研究，

200r7，34(3)：168—170．

GUSTAVO GLUSMAN，LEE ROWEN，INYOUL LEE，

et a1．Comp哪tive gen伽：li∞of tlle h啪蚰“mou∞T
ceu r∞eptor LDci[J]．I衄叫ty，200l，15(3)：337—
349．

HENNECKE J，CARFL A，W1LEY D C．Stmct山屯of a

covalendy 8tab出zed complcx 0f a h啪锄dB T．ceu他·

ceptor，irdluenza HA pepdde蚰d MHC cl嘲Ⅱmole—

cIlle，HLA-DRl[J]．EMB0 J，2000，19(21)：561l一

5624．

REIsER J B，DA王tNAULT C，GUIMEzANES A，et a1．

Crystal 8tmcture of a T cell r∞eptor的und to觚au0妒

neic MHc molecule[J]．N砒I锄uIlol，2000，1(10)：
291—2917．

[责任编辑：朱颖螈]

 


