
中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１３年２月第７卷第１期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ７，Ｎｏ．１ ·４１　　　 ·

·临床论著·

不同 Ｔ细胞亚群 Ｔ细胞受体删除环含量的评价
孟庆才　朱霮娈　郝禹　周海卫　董晓君　李彤　赵红心　孔雅娴　蔺洁　曾辉

　　【摘要】　目的　评价脓毒症等疾病对胸腺输出功能的影响，建立 Ｔ细胞受体删除环（ＴＲＥＣ）的
检测方法。方法　构建ＴＲＥＣ质粒标准品，应用实时定量ＰＣＲ法绘制标准曲线。选择不同年龄健康
人的血液样本，提取其外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ），通过流式细胞术分选出不同亚群的Ｔ细胞，检测
ＴＲＥＣ含量（拷贝／Ｔｃｅｌｌ）。结果　１０例健康人血液 ＰＢＭＣｓ分选的不同 Ｔ细胞亚群均检出 ＴＲＥＣ。
ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋及ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ＋初始Ｔ细胞亚群中ＴＲＥＣ平均含量均高于相应ＣＤ４５ＲＯ＋记忆Ｔ细
胞亚群的含量，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且均随着年龄增长呈逐步下降趋势。结论　建立实
时定量ＰＣＲ检测ＴＲＥＣ的方法，用于评价胸腺Ｔ细胞的输出。
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　　胸腺是机体重要的免疫器官，在 Ｔ细胞发育成
熟过程中发挥了重要的作用。研究发现，脓毒症［１］、

ＨＩＶ感染［２］、肿瘤［３］和移植物抗宿主病［４］等多种疾

病均可导致胸腺萎缩及功能下降。早期研究通过观

察胸腺的大小来衡量其功能，但由于胸腺生
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理结构的特殊性，直接评价胸腺大小存在较大困难。

　　胸腺细胞的 Ｔ细胞受体删除环（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｅｘｃｉｓｉｏｎｃｉｒｃｌｅｓ，ＴＲＥＣ）是淋巴细胞在胸腺成熟过程
中ＴＣＲ基因重排的产物［５］。自胸腺输出的约７０％
的Ｔ细胞含有１或２个 ＴＲＥＣ［６］。ＴＲＥＣ可作为胸
腺Ｔ细胞输出的分子标记用来衡量胸腺的功能［４］，

其含量是评价胸腺输出功能的一个重要指标。为评

价脓毒症等疾病对胸腺输出功能的影响，本研究建

立了检测 ＴＲＥＣ的方法，并对不同 Ｔ细胞亚群的
ＴＲＥＣ含量进行初步评价。

资料和方法

一、标本来源

本研究选取无先天性或继发性免疫缺陷疾病的

健康人血液标本共１０例，其中男性６例，女性４例；
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年龄１０～２０岁。
二、方法

１．ＴＲＥＣ质粒标准品的构建：采用聚合酶链反
应（ＰＣＲ）方法在人基因组 ＤＮＡ中扩增 ＴＲＥＣ特异
性的基因片段，引物序列如下，上游引物：５’ＣＴＡＧＣ
ＡＡＧＣＴＴＣＡＣＡＴＣＣＣＴＴＴＣＡＡＣＣＡＴＧＣＴ３’ （含 有

ＨｉｎｄⅢ酶切位点），下游引物：５’ＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＧ
ＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧＧＧＴＴＴＡＧＧ３’（含有ＢａｍＨⅠ酶切位
点）。利用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（威格拉斯，中国）
回收ＰＣＲ产物。经ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ（ＴａＫａＲａ，日
本）双酶切 ＰＣＲ产物及 ｐｃＤＮＡ３．１载体（Ｌｉｆｅ，美
国），置于３７℃水浴３ｈ后再次回收酶切产物。紫外
分光光度计测量（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）所得 ＤＮＡ片段
的浓度，经Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｔａｋａｒａ，日本）与ｐｃＤＮＡ
３．１载体连接，将连接产物转化至 Ｔｒａｎｓ５α感受态
（Ｔｒａｎｓｇｅｎ，中国）大肠埃希菌中。应用质粒提取试
剂盒（威格拉斯，中国）提取菌液中的质粒，经过

ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定后，选取阳性克隆进
行测序鉴定。采用ＴＲＥＣ序列正确的重组质粒作为
标准品，将其浓度分别调整为１０１拷贝／５μｌ、１０２拷
贝／５μｌ、１０３拷贝／５μｌ、１０４拷贝／５μｌ、１０５拷贝
／５μｌ、１０６拷贝／５μｌ和１０７拷贝／５μｌ。
２．流式细胞术分选不同亚群的 Ｔ细胞：取新鲜

血液按照文献叙述方法提取外周血单个核细胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）［７］。采用
抗ＣＤ３ＰｅｒＣＰ、抗ＣＤ４ＰＥ、抗ＣＤ８ＦＩＴＣ 和 抗
ＣＤ４５ＲＡＡＰＣ（ＢＤ，美国）进行流式抗体染色，ＢＤＡｒｉａ
Ⅱ（ＢＤ，美国）进行流式分选。将分选所得的 ＣＤ４＋

ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ、ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ、ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ和
ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ细胞冻存于－８０℃冰箱中。
３．不同亚群 Ｔ细胞 ＤＮＡ的提取：将分选出的

不同亚群Ｔ细胞按照１００００ｃｅｌｌｓ／μｌ的比例加入细
胞裂解液（含１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、１００μｇ／ｍｌ蛋白酶
Ｋ），置于５６℃金属浴中，１２００ｒ／ｍｉｎ摇动孵育１ｈ，
随后９５℃孵育 １０ｍｉｎ；经 １２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心
１ｍｉｎ，上清为细胞总ＤＮＡ，置于－２０℃冰箱中。

４．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应条件：采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测 ＴＲＥＣ含量。反应条件为
５０℃，２ｍｉｎ；９５℃，１０ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ，６０℃，１ｍｉｎ重
复４５个循环。单次实验同时扩增 ３个副孔，记录
ＴＲＥＣ质粒标准品与实验样本的Ｃｔ值。

三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分析。不同亚群
Ｔ细胞ＴＲＥＣ含量采用配对样本ｔ检验，以α＝０．０５为
水准，以Ｐ＜０．０５判定为差异具有统计学意义。

结　　果

一、ＴＲＥＣ标准品质粒的构建
通过 ＰＣＲ方法得到的 ＴＲＥＣ特异性序列（约

２５０ｂｐ），将其酶切产物克隆至 ｐＣＤＮＡ３．１载体中，
经ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定呈阳性结果后，进
行测序鉴定证实ＴＲＥＣ１和ＴＲＥＣ２均为阳性克隆。

图１　ＴＲＥＣ质粒酶切结果

二、标准曲线的建立

不同浓度的ＴＲＥＣ质粒经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应扩
增曲线（图３）。当模板浓度为 １０７～１０１拷贝／５μｌ
时，标准曲线线性相关系数Ｒ２＝０．９９８（图４），标准
曲线斜率为 －３．３７１。本方法检验 ＴＲＥＣ的下限为
１０１拷贝／５μｌ。

三、健康人血液 ＰＢＭＣｓ不同亚群 Ｔ细胞的
ＴＲＥＣ水平

ＰＢＭＣｓ经过流式抗体染色后可由 ＢＤＡｒｉａⅡ流式
细胞仪分选出ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ、ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ、
ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ和ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ细胞４种Ｔ细
胞亚群（图５）。本研究检测了１０例健康人外周血
ＰＢＭＣｓ不同亚群Ｔ细胞的ＴＲＥＣ水平（图６），以验证
本实验方法可行性，结果显示其阳性检出率为１００％。
其中ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋初始 Ｔ细胞所含 ＴＲＥＣ拷贝数
显著高于 ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＯ＋记忆 Ｔ细胞（Ｐ＜０．０５）；
ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ细胞所含ＴＲＥＣ拷贝数也显著高于
ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ细胞（Ｐ＜０．０５）。随着年龄增长，Ｔ
细胞中ＴＲＥＣ含量呈逐渐下降趋势（图７）。
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图２　ＴＲＥＣ质粒酶切结果

图３　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增标准品的扩增曲线图谱

图４　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测人的 ＴＲＥＣ标准曲
线图

图５　ＢＤＡｉｒａ分选出的不同Ｔ细胞亚群

图６　不同Ｔ细胞亚群中所含ＴＲＥＣ的比例

图７　不同年龄个体Ｔ细胞亚群所含ＴＲＥＣ的比例
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讨　　论

胸腺是Ｔ细胞发育成熟的场所，在胸腺发生的
Ｔ细胞阴性选择和阳性选择是免疫学重要的生物学
事件。脓毒症等疾病对胸腺的功能有一定抑制作

用，其可引起胸腺形态明显缩小，同时胸腺Ｔ细胞输
出能力明显下降。如何评价脓毒症等疾病所导致的

胸腺功能的改变，一直倍受广泛关注。

早期有研究通过检测 Ｔ细胞表面的 ＣＤ３１分子
来评 价 胸 腺 的 输 出 情 况［８］。胸 腺 新 输 出 的

ＣＤ３１＋ｔｈｙｍｉｃｎａｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞自我分裂有两种活化
方式，一种是受ＴＣＲ分子刺激后，会诱导自身 ＣＤ３１
表达的下调，从而转化为 ＣＤ３１－ｃｅｎｔｒａｌｎａｖｅＣＤ４＋Ｔ。但
受到 ＴＣＲ刺激所下调的 ＣＤ３１，一段时间后仍有可
能会重新表达 ＣＤ３１。第二种方式是 Ｔ细胞受细胞
因子的刺激而发生增殖，但这种增殖会保留其自身

的表型，即ＣＤ３１＋ｎａｖｅＣＤ４＋Ｔ，因此，其所代表的
胸腺输出会出现部分假阳性的情况，均会对胸腺输

出的评价造成影响。

１９８７年，美国某研究小组发现在胸腺细胞中存
在一种环状的 ＤＮＡ结构，即 ＴＲＥＣ［９］。ＴＲＥＣ产生
于Ｔ细胞发育的过程中，ＴＣＲα基因重排时将其中
间位置的 ＴＣＲδ位点的片段删除，随后 ＴＣＲδ位点
两侧的δＲｅｃ和ψＪα相互连接形成一个环状的结构。
由于ＴＲＥＣ并不随细胞有丝分裂而复制，ＴＲＥＣ的含
量会随着细胞的分裂而被稀释［９］。对 Ｔ细胞中
ＴＲＥＣ水平的检测能够很好地反映胸腺的起源［１０］，

其含量代表着初始Ｔ细胞从胸腺输出时的数量［１１］。

１９９９年Ｚｈａｎｇ等［１２］首次报道了 ＴＲＥＣ在 ＰＢＭＣｓ中
的含量随着年龄的增加而逐渐减少，提示胸腺功能

可能会随着年龄的增长而逐渐减弱。本研究结果也

对此作了很好的佐证。

除ＰＢＭＣｓ直接用于ＴＲＥＣ水平检测之外［１２］，还

有干血斑样本检测法［１３］、外周血样本检测法［１４］、磁

珠分选的ＣＤ４＋Ｔ细胞检测法［１５］以及本研究主要应

用的流式细胞仪分选的不同亚群Ｔ细胞可用于检测
ＴＲＥＣ含量的方法。虽然，多种标本都能通过对
ＴＲＥＣ的检测以评价胸腺的功能，但 ２００３年
Ｈａｚａｅｎｂｅｒｇ等［１０］研究提出Ｔ细胞的寿命及其分裂均
可能影响 ＴＲＥＣ对胸腺输出的评价。首先，一个健
康的成年人约１０７个 Ｔ细胞，并且 Ｔ细胞的寿命约
为１０００～１００００ｄ，导致 Ｔ细胞中 ＴＲＥＣ检测时得
到的结果并不能很好的反映近期胸腺的输出情况；

其次，ＴＲＥＣ的水平会随着细胞分裂而降低，导致
ＴＲＥＣ在初始 Ｔ细胞中的水平远高于记忆 Ｔ细胞。
随着年龄增长，外周血初始Ｔ细胞比例逐渐下降，记

忆Ｔ细胞比例上升，上述变化同样会影响 ＴＲＥＣ的
结果评价。

鉴于上述影响因素，本研究采用流式细胞术分

选不同亚群的 Ｔ细胞（ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋ Ｔ、ＣＤ４＋

ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ、ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ和ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＯ＋Ｔ
细胞），应用绝对定量 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分别检测以上
细胞亚群的ＴＲＥＣ含量。此方法不仅能够很好的避
免以上多种实验方法的缺陷，且能针对不同的 Ｔ细
胞亚群所含有的胸腺原始细胞输出的比例进行较好

的检测和验证。本研究发现，初始 Ｔ细胞 ＴＲＥＣ含
量高于记忆Ｔ细胞 ＴＲＥＣ表达，且二者均随年龄增
长逐渐下降。因此，该方法避免了初始 Ｔ细胞的数
目变化对检测带来的影响。但急性感染所导致的淋

巴细胞增殖对该检测的影响尚需进一步评价。本课

题组的后续研究可能为临床医生在治疗感染性疾

病、肿瘤以及造血干细胞移植等与免疫相关疾病提

供可靠的实验室诊断指标，为患者疾病预后的评价

及临床用药提供理论性的指导。
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