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【摘要】　目的 　了解非小细胞肺癌 (non2small2cell lung cancer , NSCLC)患者外周血淋巴细胞 ( PBL) 、肿瘤

浸润淋巴细胞 ( TIL)及非癌肺组织淋巴细胞中 T 细胞受体 ( TCR) Vβ优势表达情况及优势亚家族的克隆性分

布。方法 　收集 24 例 NSCLC 患者外周血、肺癌组织和非癌肺组织 ,提取 RNA ,经反转录多聚酶链反应 ( RT2
PCR) ,扩增 TCR Vβ24 个亚家族基因的互补决定区 3 (CDR3) ,PCR 产物进一步经基因扫描分析 ,以 10 例正

常人外周血结果作对照 ,比较不同来源 T 细胞 TCR Vβ亚家族的表达情况。结果 　NSCLC 患者仅存在部分

亚家族的 T 细胞 ,其中 TCR Vβ5 的表达率在 TIL 中 (6/ 18 ,33. 3 %)明显高于 PBL (1/ 24 ,4. 2 %)和非癌肺组织

(0/ 12) , P 值均 < 0. 05 ,而且 6 例表达 Vβ5 的 TIL 中 2 例为寡克隆增殖 ,4 例为多克隆增殖。结论 　NSCLC

患者 TCR Vβ24 个亚家族呈倾斜性分布和克隆性增殖 ,提示 NSCLC 的 TIL 中可能存在肿瘤相关抗原 ( TAA)

刺激引起的特异性 T 细胞免疫反应。
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【Abstract】　Objective 　To investigate the distribution of TCR Vβsubfamily T clonal cells in peripheral blood

lymphocytes ( PBL) , tumor infiltrating lymphocytes ( TIL) and lymphocytes in non2cancerous lung tissues of pa2
tients with non2small2cell lung cancer (NSCLC) and to see the inclination of the T cell antigen receptor ( TCR) Vβ

subfamilies’expression. Methods 　Complimentarily determining region 3 (CDR3) of TCR 24 variable region genes

was analyzed in PBL , TIL and lymphocytes in non2cancerous lung tissues from 24 NSCLC cases with reverse tran2
scriptase2polymerase chain reaction (RT2PCR) and gene scan techniques to identify the distribution and clonality of

TCR Vβsubfamily T cells. Results 　Only a portion of Vβ T cells were found in patients with NSCLC , whereas 24

TCR Vβsubfamily T cells were detected in 10 healthy controls. Vβ5 subfamily was expressed mostly in TIL and the

frequency of Vβ5 in TIL (6/ 18 , 33. 3 %) was much higher than that of PBL (1/ 24 , 4. 2 %) and T cells infiltrating

non2cancerous lung tissues (0/ 12) ( P < 0. 05) . Oligoc2lonal T cells were found in 2 cases with Vβ5 subfamily and

polyclonal T cells in 4 cases. Conclusion 　There are dominant and clonal TCR Vβ subfamilies expressed in TIL of

NSCLC patients , which may be the tumor associated antigens ( TAA) specific.

【Key words】　Lung neoplasms 　　T cell antigen receptor ( TCR) β　　T cell clonality 　　Complimentarily

determining region 3 (CDR3)
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　　在实体肿瘤中 ,一定量的淋巴细胞浸润肿瘤部位 ,

称为肿瘤浸润淋巴细胞 ( TIL ) , TIL 往往代表了机体

对肿瘤的特异性免疫反应。肿瘤及其周围明显的淋巴

细胞浸润常提示较好的预后[1 ,2 ] 。电镜观察显示 ,肿
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瘤细胞周围的 TIL 激活并产生对肿瘤细胞的破坏作

用[3 ] 。TIL 中一些寡克隆扩增的 T 细胞克隆可能为

肿瘤相关抗原刺激下具特异性杀伤作用的效应细

胞[4～6 ] 。利用 T 细胞受体 ( TCR) 基因重排时其互补

决定区 3 (CDR3) 的高度多样性和 Vβ基因 24 个亚家

族的特点 ,应用反转录 - 多聚酶链反应 ( RT2PCR) 和

基因扫描分析方法检测 T 细胞 Vβ亚家族分布及克隆
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性是近年来新开展的研究肿瘤免疫的方法[7 ] 。本研

究利用该方法分析 24 例非小细胞肺癌 (NSCLC) 患者

外周血、TIL 、非癌肺组织 T 细胞 TCR Vβ的表达情

况 ,比较不同部位来源的 T 细胞的亚家族分布及其克

隆性特点。

1 　材料与方法

1 . 1 　标本 　收集自 1999 年 8 月至 2001 年 7 月在中

山医科大学肿瘤医院接受手术治疗并经病理组织学证

实为 NSCLC 的 24 例患者外周血、肿瘤组织、非癌肺

组织标本。患者术前未接受其它抗癌治疗。其中男

18 例 ,女 6 例 ,年龄 32～70 岁 ,平均年龄 59 岁。经病

理切片染色观察有鳞癌 9 例 ,腺癌 15 例。另取 10 例

正常人外周血作为对照。

1 . 2 　RNA 提取和反转录合成 cDNA 　外周血淋巴细

胞分离按常规方法进行。新鲜肺癌组织和非癌肺组织

经匀浆后应用 TRAzol 试剂盒 ( Gibico , BRL ) 进行

RNA 提取。并应用随机引物和反转录酶试剂盒 ( Su2
perscript Ⅱ, Gibico , BRL)合成 cDNA 第一链。

1 . 3 . 反转录 - 多聚酶链反应 ( RT2PCR) 　根据已报

道的 24 个 Vβ亚家族基因分别设计 24 个上游引物

Vβ1～Vβ24 ,在 Cβ区设一共同的下游引物。在 Cβ引

物内侧设一荧光素标记的 Cβ2Fam 引物作基因扫描分

析用。引物的核苷酸序列如表 1 ,由德国 TIB MOLB I2
OL 公司合成。PCR 操作按已报道的方法进行[7 ] ,总

反应体系为 20 μl , 含 cDNA 1. 5 μl , Taq 聚合酶

1. 25 U ,各组分的最终浓度分别为 Vβ上游引物 (24 个

Vβ亚家族之一)和 Cβ下游引物各 0. 5μmol/ L ,dN TP

(dA TP、dCTP、d GTP 和 dTTP) 0. 1 mmol/ L ,1 ×PCR

缓冲液 ( 10 mmol/ L Tris2HCl , p H 9. 0 , 50 mmol/ L

KCl ,1. 5 mmol/ L MgCl2 和 0. 1 %Triton X2100) , PCR

试剂为 Promega 公司产品。反应程序为 :解链温度

94 ℃,1 min (首次为 3 min) ;退火温度 60 ℃,1 min ;延

伸温度 72 ℃,1 min (末次为 7 min) ,共进行 35 个循环。

各反应均设阴性对照。PCR 产物于 2. 0 %琼脂糖 (溴

化乙锭染色)凝胶中电泳分析 PCR 结果。

1 . 4 　T 细胞克隆性分析

1 . 4 . 1 　标记 PCR 产物 (run off reaction) 　RT2PCR 产

物经电泳分析出现阳性带者 ,进一步经荧光素标记的

下游引物 Cβ2Fam 进行不对称 PCR 扩增 ,以得到荧光

素标记的单链 PCR 产物。总反应体系为 20μl ,其中

含首次 PCR 产物 5μl , Taq 聚合酶 1. 25 U ,Cβ2Fam 3

mmol/ L ,共进行 35 个循环 ,退火温度为 66 ℃,其余同

上。

表 1 　引物序列

Tab 1 　Sequences of the primers

Primer Sequence

Vβ1 5′2CCGCACAACAGTTCCCTGACTTGC23′

Vβ2 5′2GGCCACATACGAGCAAGGCGTCGA23′

Vβ3 5′2CGCTTCTCCCGGATTCTGGAGTCC23′

Vβ4 5′2TTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAA23′

Vβ5 5′2AGCTCTGAGCTGAATGTGAACGCC23′

Vβ6 5′2TCTCAGGTGTGATCCAAATTCGGG23′

Vβ7 5′2CCTGAATGCCCCAACAGCTCTCTC23′

Vβ8 5′2CCATGATGCGGGGACTGGAGTTGC23′

Vβ9 5′2TTCCCTGGAGCTTGGTGACTCTGC23′

Vβ10 5′2CCACGGAGTCAGGGGACACAGCAC23′

Vβ11 5′2TGCCAGGCCCTCACATACCTCTCA23′

Vβ12 5′2TGTCACCAGACTGGGAACCACCAC23′

Vβ13 5′2CACTGCGGTGTACCCAGGATATGA23′

Vβ14 5′2GGGCTCGGCTTAAGGCAGACCTAC23′

Vβ15 5′2CAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTG23′

Vβ16 5′2GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG23′

Vβ17 5′2CTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC23′

Vβ18 5′2TGCCCCAGAATCTCTCAGCCTCCA23′

Vβ19 5′2TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA23′

Vβ20 5′2AGCTCTGAGGTGCCCCAGAATCTC23′

Vβ21 5′2TCCAACCTGCAAGGCTTGACTACT23′

Vβ22 5′2AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA23′

Vβ23 5′2GCAGGGTCCAGGTCAGGACCCCCA23′

Vβ24 5′2CCCAGTTTGTAAAGCCAGTGACCC23′

Cβ 5′2CGGGCTGCTCCTTGAGGGGCTGCT23′

Cβ2Fam 5′2Fam2CACAGCGACCTCGGGTGGG23′

β2M5′ 5′2TACACTGAATTCCACCCCCAC23′

β2M3′ 5′2CACTCAATCCAAATGCGGCA23′

1 . 4 . 2 　基因扫描 ( Genescan) 分析及结果判定 　取荧

光素 Fam 标记的 PCR 产物 2. 5μl 于 0. 2 ml 离心管 ,

加入标准品 ( AB I , Perkin Elmer GEN ESCAN25002
TAMARA , 其中含有荧光素 TA2MARA 标记的不同

大小的 DNA 片段) 0. 5 μl 和上样缓冲液 ( GEN ES2
CAN25002TAMARA 试剂盒 ,含葡聚糖兰 50 g/ L , ED2
TA 25 mmol/ L) 0. 5μl , 99. 5 %甲酰胺 1. 5μl。95 ℃变

性 5 min 后于 AB I 377 DNA 自动序列分析仪 (AB I ,

Perkin Elmer 公司) 上 6 %聚丙酰胺凝胶中电泳 ,收集

资料。具体操作步骤按使用指南进行。通过分析仪中

的基因扫描 GENO T YPER 2. 0 分析软件对计算机收

集的结果进行分析。根据电泳过程中不同时间所出现

的不同强度、不同颜色的荧光素 ,相应地显示出不同位

置、高度、颜色和形状的蜂。峰的位置表示产物的大

小 ,峰的高度表示产物的量 ,峰的形态表示产物的均一

性。如果产物中所含的 DNA 片段大小完全相同 ,基

因扫描分析显示为单一峰 ;如果绝大多数 DNA 片段

大小相同 ,则显示为一主峰及个别极低的小峰 ;如果产

物中 DNA 片段参差不齐 ,则呈多峰图像 ;三者分别提
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示 PCR 产物来自单克隆 ( monoclonal) 、寡克隆 (oligo2
clonal)和多克隆 (polyclonal)的 T 细胞[8 ] 。

1 . 5 　统计学处理 　计数资料率的比较采用χ2 检验 ,

小样本资料采用四格表精确概率检验。

2 　结果

2 . 1 　T 细胞中 TCR Vβ亚家族的表达情况 　10 例正

常人外周血 T 细胞表达所有 24 个 Vβ亚家族。24 例

NSCLC患者外周血 T 细胞均仅表达部分 TCR Vβ亚

家族 ,分别表达 1～7 个 Vβ亚家族 ,平均表达 2. 7 个

Vβ亚家族 , 其中 Vβ16 的表达频率最高 , 为 8/ 24

(33. 3 %) ;由于部分肿瘤组织和非癌肺组织内浸润 T

细胞较少或者没有 ,低于检测水平 ,因此仅检出 18 例

肿瘤组织和 12 例非癌肺组织 T 细胞的亚家族表达情

况。TIL 分别表达 1～7 个 Vβ亚家族 ,平均表达 2. 5

个 Vβ亚家族 ,其中 Vβ5 的表达频率最高 ,为 6/ 18 (33.

3 %) 。非癌肺组织分别表达 1～4 个 Vβ亚家族 ,其中

Vβ17 的表达频率最高 ,为 3/ 12 (25. 0 %) 。比较 T 细

胞 TCR Vβ5、Vβ16、Vβ17 三个亚家族在不同组织表达

频率的差异 ,结果如表 2 ;Vβ5 在 TIL 的表达频率 (6/

18 ,33. 3 %)显著性高于 PBL (1/ 24 ,4. 2 %) 、非癌肺组

织 (0/ 12) , P 值均 < 0. 05 ; Vβ16 和 Vβ17 在三个部位

来源 T 细胞的表达频率均无显著性差异。

表 2 　三个部位来源的 T 细胞 TCR Vβ5、Vβ16、Vβ17 表达频率的差异

Tab 2 　Comparison of TCR Vβ5 ,Vβ16 and Vβ17 expressions in T cells from the different tissues

Subfamilies Source of T cells n No. of positive Comparison between χ2 value P value

Vβ5 Lung cancer tissues1 18 6 1 and 2 4. 375 < 0. 05

Peripheral blood2 24 1 1 and 3 - 0. 024

Non2cancerous lung tissues3 12 0

Vβ16 Lung cancer tissues1 18 3 1 and 2 0. 926 > 0. 05

Peripheral blood2 24 8 2 and 3 - 0. 45

Non2cancerous lung tissues3 12 2

Vβ17 Lung cancer tissues1 18 2 1 and 3 - 0. 13

Peripheral blood2 24 2 2 and 3 - 0. 46

Non2cancerous lung tissues3 12 3

2 . 2 　T 细胞克隆性表达情况 　对所有 Vβ5 的阳性的

产物进一步行基因扫描分析 ,结果如图 1 ,6 例表达

Vβ5 的 TIL 中 ,4 例呈多峰图像 (多克隆) ,2 例呈个别

小峰基础上的单一主峰图像 (寡克隆) ;1 例表达 Vβ5

的外周血 T 细胞呈多克隆表达 ;10 例正常人 PBL 全

部呈多克隆表达。

图 1 　TIL 中 Vβ5 的克隆性表达情况

其中 1、4 为寡克隆表达 ,2、3、5、6 为多克隆表达

Fig 1 　The clonal expression of Vβ5 in TIL

1 and 4 : oligoclonal ; 2 , 3 , 5 and 6 : polyclonal

3 　讨论

肿瘤免疫主要是细胞免疫 , T 细胞在肿瘤免疫中

起着重要作用 , T 细胞识别抗原是通过其表面的 T 细

胞受体对抗原呈递细胞表面抗原肽 - 主要组织相容性

复合物 (MHC)的认知来实现的。由体细胞胚系基因

片段的重排形成功能性的 TCR 使得 T 细胞有识别各

种抗原的能力。在 TCR V 区、D 区、J 区发生重排形

成有功能 TCR 的过程中 ,V 区和 D 区之间 ,D 区和 J

区之间可存在不同数量的碱基对 ,称之为 N 区 ,另外

D 区重排时可长可短 ,形成一个高变区域互补决定区

3 (CDR3) 。不同克隆 T 细胞重排时 CDR3 长度及碱

基序列的不同 ,构成了 TCR 特异性识别抗原最主要的

区域 ,决定了 TCR 的特异性[9 ] 。每一个 T 细胞携带

一个特异性的 TCR 克隆型 ,每一个克隆型负责对某一

抗原的特异性应答[10 ] ,故对 CDR3 长度及序列的检测

是一种独特的检测 T 细胞克隆的方法。CDR3 基础上

的基因扫描方法是近年来开展起来的较先进的 TCR

分析方法[7 ] 。

本组采用 CDR3 特异性的亚家族引物分析了 24

例 NSCLC 患者外周血、肿瘤组织、非癌肺组织中 T 细

胞 TCR Vβ的表达情况 ,发现与正常人外周血 TCR

Vβ表达 24 个亚家族相比 ,NSCLC 患者外周血呈现局
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限性的 TCR Vβ亚家族表达。人们在多种实体肿瘤中

均发现了 TCR 的限制性表达[11 ] ,认为是在特异性抗

原刺激下 T 细胞呈选择性的优势生长和克隆性增殖

所造成的。在这些限制性表达的 TIL 中发现一些克

隆性生长的 T 细胞具有自身肿瘤细胞特异性的杀伤

作用[5 ] ,提示肿瘤患者 TCR 的限制性表达可能是因为

TIL 选择性地使用一个或几个 TCR V 基因片段来应

答肿瘤部位长期的抗原刺激[12 ] 。由于实体肿瘤患者

全身和局部免疫环境的复杂性和多样性 ,只有部分限

制性表达 TCR 的 T 细胞克隆是肿瘤抗原相关性

的[13 ] 。本组分别比较了 NSCLC 患者外周血、肿瘤组

织、非癌肺组织 T 细胞 TCR Vβ亚家族的表达频率 ,

发现 TIL 中以 Vβ5 的表达频率最高 ,且 TIL 中 Vβ5

的表达频率显著高于 PBL 和非癌肺组织 T 细胞。提

示可能存在 NSCLC 相关的 Vβ选择性表达。

为了验证这种 NSCLC 患者优势 Vβ5 亚家族的出

现是肿瘤抗原选择性刺激机体 T 细胞作用的结果 ,本

组采用基因扫描技术分析了这些 T 细胞的 CDR3 长

度 ,从而推断优势 Vβ亚家族 T 细胞的克隆性情况。

结果显示在 6 个表达 TCR Vβ5 亚家族的 NSCLC 患者

TIL 中 ,有 2 个呈现寡克隆的表达。这种 Vβ5 的优势

表达和克隆性表达可能是肺癌相关抗原长期刺激下 ,

携带着抗原特异性识别的 TCR 的 T 细胞活化和增

殖 ,最终导致克隆性的 T 细胞反应 ,并在肿瘤组织中

聚集[14 ] 。Gelber 等对接种于 C57BL/ 6J 小鼠的 Lewis

肺癌克隆进行研究 ,发现 TCR Vβ5 单克隆抗体能除去

相对应的抗原而促进肿瘤生长[15 ] ,提示 TCR Vβ5 克

隆性 T 细胞具自身肿瘤杀伤作用 ,能抑制肺癌细胞的

生长。通过对 NSCLC 患者体内这些克隆性 T 细胞对

自身肿瘤的特异性杀伤作用的研究 ,将有助于明确这

些 T 细胞亚群的功能 ,并有可能以 TCR 为治疗靶点 ,

从而改进 NSCLC 的免疫治疗策略。
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