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摘 要：【目的】探讨再生障碍性贫血（再障）儿童 TCR Vβ24 个亚家族 T细胞克隆性及其与 HLA-

DRB1*15的关系。【方法】再障儿童 17例（SAA 14例，MAA 3例），采用 RT- PCR和基因扫描分析外周血或骨

髓 TCR Vβ24个亚家族基因的表达和克隆性，SSP- PCR检测 HLA- DR。【结果】再障儿童外周血 T细胞仅表达

4～22个Vβ亚家族，而正常儿童外周血 T细胞几乎表达所有Vβ亚家族。12例（包括初诊 SAA 4例，CR 4例，复

发 1例和 MAA 3例）再障儿童存在不同程度 T细胞克隆性增殖,但个体间差异较大，正常外周血和骨髓均为

多克隆性 T细胞。5例 HLA- DRB1*15（+）患儿中 4例（80%）有寡克隆 T细胞，而 12例 HLA- DRB1*15（-）患儿

中仅 3例（25%）见寡克隆 T细胞，两组比较差异具有显著意义（P< 0.05）。伴寡克隆 T细胞的 6例 SAA儿童经

免疫抑制治疗后达 CR；不伴寡克隆 T细胞的 5例 SAA儿童接受免疫抑制治疗，其中 CR 1例，PR 2例、无效 1

例，死亡 1 例。【结论】大多数再障儿童存在 T细胞克隆性增殖，寡克隆 T细胞多见于 SAA，尤其是 HLA-

DRB1*15（+）的 SAA儿童。TCR VβT细胞克隆的检测对进一步了解再障免疫功能状态、预测免疫抑制治疗效

果具有一定的参考价值。
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Clonal Expansion of TCR VβReper toire and Its Relationship to HLA- DRB1*15 in

Children with Aplastic Anemia
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Abstract:【Objective】 To investigate the expression pattern and clonality of TCR Vβ repertoire and its

relationship to HLA- DRB1*15 genotype in children with aplastic anemia (AA).【Methods】The expressions of all the

Vβsubfamily genes were evaluated by using RT- PCR and Vβ- CDR3 size distribution was analyzed by Genescan to

determine the presence of Vβsubfamily clonal expansion in 17 pediatric AA patients. HLA- DRB1*15 was tested by

SSP- PCR. 【Results】 Only 4- 22 TCR Vβsubfamily genes were expressed in peripheral blood cells in AA patients

while almost all of the Vβsubfamily genes were expressed in controls. Clonal expansion of T- cells was identified from

12 patients including 4 untreated severe AA, 4 complete remission, 1 relapse, and 3 moderate AA patients, but the

Vβsubfamily of T- cell clones was different in each case. Oligoclonal T- cell was showed in four out of five patients

bearing HLA- DRB1*15, while it was showed in 3 out of 12 patients with HLA- DRB1*15(- ) (P< 0.05). Complete

remission was resulted from immunosuppressive therapy in 6 patients with oligoclonal T- cell. Among the five patients

without oligoclonal expansion of T cells, who accepted immunosuppressive therapy, one got complete remission, two

partial remission, one unresponsive and the other died.【Conclusions】The majority of children with AA showed clonal

expansion of T cells. Oligoclonal T- cells can be detected in severe AA patients, especially in those bearing HLA-

DRB1*15. The analysis of clonality of TCR Vβrepertoire will be helpful to understand the immune pathological

mechanism and predict the responsiveness to immunosuppressive treatment in AA.
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再生障碍性贫血（再障）的病因和发病机制仍

不十分明确，临床和实验研究表明细胞免疫紊乱

在再障的发生和发展中起重要作用。从再障患者

骨髓中分离培养的 T细胞克隆与自身 CD34+细胞

共培养可抑制造血祖细胞集落形成[1]。近来，利用

T细胞受体（T cell receptor, TCR）Vβ24个亚家族

基因谱（repertoire）互补决定区 3（complementarity

determining region 3, CDR3）长度的高度多样性特

点，采用反转录-多聚酶链反应（RT- PCR）和基因

扫描（genescan）分析 CDR3 长度检测 T细胞克隆

性已广泛应用于免疫性疾病的研究[2]。本文通过对

17 例再障儿童外周血或骨髓 TCR Vβ24 个亚家

族基因的表达及克隆性分析，探讨 T细胞克隆性

增 殖 与 疾 病 严 重 程 度 、 免 疫 抑 制 治 疗

(immunosuppressive therapy, IST)效果及人类白细

胞抗原（human leukocyte antigen, HLA）- DRB1*15

基因位点的关系，评价 T细胞克隆检测的临床意

义。

1 对象和方法

1.1 对 象

根据第四届全国再障学术会议提出的再障诊

断标准[3]及 Camitta 等[4]病情分型标准，于 2004 年

3月至 2005年 3月我院儿科确诊特发性获得性再

障儿童共 17 例，其中轻型再障（moderate aplastic

anemia, MAA）3 例，重型再障（severe AA, SAA）14

例（初诊 7例，IST后完全缓解 4例、部分缓解 2

例、复发 1例）。男 10例，女 7例，年龄 2~13岁，平

均 9岁。以 3例正常儿童外周血和 1例正常儿童

骨髓为对照。SAA完全缓解（complete remission,

CR）判断标准为外周血中性粒细胞计数（absolute

granulocyte count，ANC）>1.5×109/L，血红蛋白

（hemoglobin，Hb）>110 g/L，血小板>100×109/L，部

分缓解（partial remission, PR）为 ANC>0.5×109/L，

Hb>80 g/L，血小板>20×109/L，复发指血象恢复正

常后再次回到 SAA水平。强化 IST指抗胸腺细胞

免疫球蛋白(ATG)+环孢素+甲泼尼龙的联合治疗。

1.2 方 法

1.2.1 RNA 提取和 cDNA 合成 取外周静脉血

3.5 mL或左髂骨后棘骨髓 2.5 mL，肝素钠抗凝，按

常规分离单个核细胞（mononuclear cells, MNCs），

采用 TRIzol（Gibico）提取总 RNA，SuperScrip II RT

试剂盒（Gibico）合成 cDNA，操作按说明书进行。

1.2.2 RT- PCR 用于非标记 PCR 的 24 个Vβ引

物和 1个 Cβ引物，以及用于标记 PCR产物的 5′

端荧光素标记 Cβ- Fam 引物均由德国柏林 Tib

Molbiol公司合成（暨南大学血液研究室赠送）[2]。每

个样本分别进行Vβ1/Cβ- Vβ24/Cβ共 24 次 PCR，

每次 PCR总反应体积为 20 μL，以正常人外周血

cDNA作阳性对照，以不含 cDNA的反应体系为阴

性对照，反应在 Biometra UNO II PCR扩增仪中进

行，共 40 个循环。变性温度：94 ℃ 1 min(首次 3

min)，退火温度：60 ℃1 min，延伸温度 72 ℃ 1 min

(末次 10 min)。PCR产物于 4 ℃保存。取 5 μL PCR

产物于 25 g/L琼脂糖凝胶（溴化乙啶染色）中电

泳，以 100 bp DNA ladder为对照，参照各个Vβ产

物的分子大小（bp）在紫外分光光度计下观察，阳

性者进一步行荧光标记 PCR。

1.2.3 标记 PCR 采用 Cβ- Fam 进行不对称

PCR，总反应体积 10 μL，其中含 2.5 μL首次 PCR

产物，1.5 μL 1 mmol/L Cβ- Fam, 共 35个循环，退

火温度为 66 ℃ 1 min，余条件同上。反应产物于

4 ℃保存。

1.2.4 基因扫描 取荧光标记 PCR产物 2 μL，加

甲酰胺与 GeneScan 500 LIZ分子标准品混合物

（20∶1）10 μL混匀，95 ℃ 5 min变性，冰上冷却，采

用 ABI Prism 3100 遗传分析仪于 60 g/L聚丙烯酰

胺凝胶电泳，基因扫描软件自动分析产物的分子

长度和荧光强度，结果以峰形图表示。峰的位置、

高度和形态分别代表产物的大小、含量和均一性

（克隆性）。正常人外周血VβCDR3呈“铃状”多峰

图形（>5 个峰），提示为多克隆性 T细胞；单峰图

形提示为单克隆性 T细胞；一主峰和少数（≤3

个）小峰图形提示产物主要来自同一克隆即寡克

隆 T细胞；主峰大于次峰 1倍以上且明显失去“铃

状”的多峰图形称为图形异常，提示存在一定数量

克隆性增殖 T细胞。

1.2.5 HLA- DRB1*15 检测 取 200 μL EDTA 抗

凝血，采用 QIAamp DNA试剂盒提取 DNA，One

Lambda公司 HLA- DR位点 SSP- PCR试剂盒检测

DR位点基因型，操作按说明书进行。

1.3 统计学处理

两个样本率的比较采用 u检验。

2 结 果

2.1 TCR Vβ亚家族基因谱表达
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11例再障儿童外周血 TCR Vβ亚家族基因

RT- PCR产物电泳结果显示，再障患儿外周血 T

细胞仅表达 4~22 个Vβ亚家族，其中Vβ1、Vβ5、

Vβ9、Vβ13 均呈阳性表达，而Vβ11、Vβ12、Vβ16、

Vβ20、Vβ22、Vβ23 和Vβ24的表达频率较低。正常

对照儿童外周血 T细胞几乎表达所有Vβ产物。6

例 SAA儿童骨髓 T细胞表达 5~15 个Vβ产物，正

常骨髓可检测 9个Vβ产物。再障儿童外周血和骨

髓 TCR Vβ基因谱的表达与病情严重程度及疾病

缓解状态无关。

2.2 TCR Vβ亚家族 T 细胞克隆性

基因扫描提示，正常儿童外周血和骨髓 TCR

VβCDR3均呈“铃状”多峰图形。17例再障儿童中，

12 例（70.6%）表现为不同程度的 TCR Vβ亚家族

T细胞的克隆性增殖，但个体间差异较大，其中 7

例 SAA出现 1- 3个Vβ亚家族寡克隆 T细胞（初诊

SAA 2例，CR 4例，复发 1例，以 P1- P7表示），

(图 1），伴或不伴其他VβCDR3 图形异常（图 2）；5

例（初诊 SAA 2例、MAA 3例，以 P8- P12表示，图

2）为单纯图形异常。对其中 1例具有寡克隆 T细

胞的 SAA- CR患儿（P2，HLA- DRB1*15）同时复查

骨髓和外周血样本，结果显示骨髓和外周血 TCR

VβT细胞的表达及克隆性基本一致，与前次（间

隔 6 个月）的外周血结果相似，均存在Vβ19 寡克

隆 T细胞。

2.3 T细胞克隆性增殖与免疫抑制治疗效果的关系

7例伴寡克隆 T细胞的 SAA患儿，除 1例复

发者失访外，其余 6例经 IST（强化 IST 5例，单用

环孢素 1例）均达 CR；5例未发现寡克隆 T细胞

的 SAA患儿经 IST（强化 IST 4 例，单用环孢素 1

例），结果死亡（单用环孢素）、无效和 CR各 1例，

PR 2例。3例 MAA患儿均伴有 CDR3图形异常，

其中 1 例经强化 IST后病情明显改善，外周血

ANC>1.5×109/L，Hb>100 g/L，血小板>50×109/L；2

例单用环孢素治疗者均无效。

2.4 T 细胞克隆性增殖与 HLA- DRB1*15的关系

17例再障儿童中，5例 HLA- DRB1*15（+），其

中 4 例（80%）存在寡克隆 T细胞；另 12 例 HLA-

DRB1*15（-）患儿中 3例（25%）有寡克隆 T细胞，

两组比较，差异具有统计学意义（u=2.115, P<

0.05）。

3 讨 论

在 T细胞发育过程中，TCR基因重排时，由于

V、D和 J 区之间连接时有不同数量的碱基对（N

区）随机插入，且 D区重排时可长可短，故形成一

个高度可变区域，这一可变区域（VN DN J）即为

图 2 TCR VβCDR3———图形异常

Fig.2 TCR VβCDR3 size distr ibution patterns –skewed

patterns

P1- P9: SAA patients; P10- P12: MAA patients；Y- axis, relative

fluorescence unit

图 1 TCR VβCDR3-寡克隆 T 细胞

Fig.1 TCR VβCDR3 size distr ibution patterns -

Oligoclonal T- cells

N: normal control; P1, P5:untreated SAA patients; P2，P3，P4

and P7: complete remission patients; P6: relapsed patient

PBMNCs: peripheral blood mononuclear cells; BMMNCs: bone

marrow MNCs; Y- axis: relative fluorescence units

SAA patients

N- V!19 N- V!5 N- V!16 N- V!14 N- V!8 N- V!1 N- V!9
PBMNCS BMMNCs

P1- V!19 P2- V!19 P2- V!5 P2- V!16 P3- V!14 P4- V!8 P5- V!1 P6- V!9 P7- V!9
PBMNCS BMMNCs
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

CDR3。外周血 T细胞主要为携带 TCRα/β的 T细

胞，正常人外周血 T细胞表达所有的Vβ亚家族。本

文资料显示，正常儿童外周血 T细胞几乎表达所

有的 Vβ亚家族，而再障儿童外周血 T细胞仅表

达 4~22个 Vβ亚家族，主要分布在Vβ1、Vβ5、Vβ

9、Vβ13、Vβ19。再障儿童的这种 TCR Vβ亚家族倾

向性分布的原因尚不清楚，在白血病和骨髓移植

后亦可见类似情况[5]，可能是由于抗原特异性的克

隆性 T细胞的优势增殖而影响其他Vβ亚家族的基

因重排所致。已经证明，不同亚家族 T细胞各自具

有相应的功能，正常的免疫功能表现为具有稳定

的和多样性的基因谱型[6]，再障患儿 TCR Vβ亚家

族的倾向性分布可能是细胞免疫功能紊乱所致。

Melenhorst 等 [7]利用 RT- PCR 和 SSCP 分析 7

例再障患者骨髓 TCR Vβ克隆性，3例在 5~8个亚

家族出现克隆性细胞。Risitano等[8]采用流式细胞

仪检测 TCR VβT细胞亦发现多数再障患者存在 T

细胞克隆性增殖。Zeng等[9]对 18例成人再障患者

的骨髓 TCR Vβ研究结果显示，5例环孢素治疗依

赖者（均呈 HLA- DRB1*1501）40%以上的Vβ亚家

族呈克隆性增殖，而环孢素治疗不能达到持续缓

解或对环孢素治疗无效但对 ATG治疗有效的再

障患者，其 TCR Vβ各亚家族的分布和克隆性均正

常。进一步分析显示 CD4+ T细胞克隆可溶解自身

的 CD34+细胞和抑制造血祖细胞集落形成，说明

再障患者体内存在针对某一特定抗原刺激所产生

的克隆性 T细胞，这种克隆性 T细胞具有造血抑

制作用[10]。本组患儿的外周血和骨髓亦发现Vβ5、

Vβ13亚家族克隆性增殖 T细胞，推测再障患儿体

内的克隆性增殖 T细胞与再障的发病有关。HLA-

DRB1*15 基因型与多种自身免疫性疾病易感有

关，再障人群中 HLA- DRB1*15发生频率较对照

人群显著增高，HLA- DRB1*15（+）再障患者对环

孢素治疗具有良好的治疗反应 [11]，我们的资料显

示，HLA- DRB1*15（+）再障患儿更多见寡克隆 T

细胞，说明再障的发病与遗传易感性有关，当机体

暴露于有害的环境（如病毒感染、化学、药物等）时

HLA- DRB1*15（+）者更容易触发针对造血系统的

自身免疫反应。

T细胞的克隆性增殖不仅见于 SAA起病阶

段，亦见于疾病完全缓解期和复发阶段，克隆性增

殖 T细胞的持续存在是否与疾病高复发率有关，

仍有待于进一步观察。本文 1例复发患儿（HLA-

DRB1*15）表现为Vβ9寡克隆性 T细胞，而 Vβ9克

隆性增殖亦见于另 2例 SAA- CR儿童（P2，P7）；另

1 例 SAA- CR 患儿（P3）停环孢素 2 年，外周血仍

可见Vβ14寡克隆 T细胞，骨髓细胞形态学检查再

次出现以非造血细胞为主的骨髓小粒，巨核细胞

数量减少，多次检查外周血白细胞 4.0×109/L，为预

防复发予环孢素治疗 4个月，复查骨髓像见巨核

细胞明显增多（175个），非造血细胞为主的骨髓小

粒明显减少。

一般认为再障是一种异质性疾病，免疫介导

的骨髓抑制在 SAA的发生和发展中地位已经受

到重视，但有关 MAA免疫功能状态的研究较少

见。Howard等[12]对 22例仅接受支持治疗的 MAA

儿童随访 66 个月结果显示，67%的患儿进展为

SAA。本文 3 例 MAA儿童均存在 CDR3 图形异

常，说明细胞免疫紊乱在 MAA的发生和发展中亦

具有重要意义。

本研究从 mRNA水平揭示了 T细胞克隆性增

殖在儿童再障发生、发展中的作用，TCR Vβ亚家

族 T细胞克隆的检测对进一步了解疾病的免疫功

能状态、预测 IST效果和指导治疗具有一定的参

考价值。

(衷心感谢暨南大学血液研究室李扬秋教授和陈少华

老师在 RT- PCR方面、广州市妇婴医院脐血库李焱在基因

扫描方面的大力支持和帮助)
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组织中存在过表达，且可能是通过激活 BCL- 2发

挥抗凋亡作用，从而促进皮肤肿瘤的形成和发展，

为通过转基因或基因沉默等方法深入研究 COX- 2

与皮肤肿瘤发生的关系及开展以 COX- 2 为靶点

治疗皮肤肿瘤的新思路提供了有力的证据。
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