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Abstract: Objective  To analyze the clonality of the T cells and specific repertoire skewing of T cell 
receptor α (TCRα) chain in patients with micrometastasis from breast cancer, and to understand the molecular 
characteristics of anti-tumor T cell clones. Methods  RT-PCR amplification of 32 subfamilies of the TCR 
AV CDR3 gene and immune spectratyping analysis were used to investigate the repertoire drift of TCR AV 
CDR3 and clonality of T cells in 10 patients with micrometastasis from breast cancer. The complete DNA 
sequence (CDS) of TCR AV subfamilies of monoclonal expansion were amplified by PCR. We constructed 
recombinant plasmid and sequenced. The sequences of TCRα chain and CDR3 were analyzed. Results  TCR 
AV presented specific repertoire skewing in micrometastasis from 10 cases, and only 1-4 TCR AV subfamilies 
T cells were identified, respectively. Clonal expanded T cells included monoclonal, oligoclonal, oligoclonal 
trend and multiclonal patterns. The monoclonal expanded T cells had different CDR3 amino acid sequences, 
but there were some common amino acid motifs of TCR CDR3: AM and DDKII in case 4 and case 8. 
Conclusion  There are diverse expression of TCR AV gene in patients with micrometastasis from breast 
cancer. The TCRAV gene usage may be closely related to the diversity of breast tumor antigens and the 
differential immune responses in individual patients. However common amino acid motifs of CDR3 found in 
some patients may be helpful for T cell-directed therapy for breast cancer.
Key words: Breast neoplasm; T cell receptor; Complementarity determining region(CDR); GeneScan
摘  要：目的  分析乳腺癌微转移淋巴结T细胞克隆性增生及TCR α链谱型偏移情况，了解抗肿瘤T细

胞克隆的分子特征。方法  利用RT-PCR扩增10例乳腺癌微转移淋巴结T细胞32个TCR可变区（AV）亚

家族的基因，基因扫描检测T细胞克隆性及TCR AV亚家族取用情况，对单克隆家族行PCR扩增TCR α
链全长序列，构建重组质粒后测序，分析互补决定区（CDR3）序列。结果  乳腺癌淋巴结微转移患者

T细胞呈单、寡克隆、寡克隆趋势和多克隆增生，不同患者表达1～4个TCR AV亚家族。克隆性T细胞的

CDR3氨基酸序列不同，但是病例4和病例8含有相同的CDR3氨基酸基序：AM和DDKII。结论  乳腺癌

TCR AV基因表达具有多样性特点，TCR AV家族的取用可能与乳腺癌肿瘤抗原的多样性和不同个体的免

疫应答反应有关。相同CDR3氨基酸基序的发现可能对乳腺癌的T细胞介导免疫治疗提供帮助。

·临床研究·

关键词：乳腺肿瘤；T细胞受体；互

补决定区（CDR）；基因扫描
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0  引言
T 细 胞 通 过 T 细 胞 受 体 （ T c e l l  r e c e p t o r, 

TCR）识别抗原，引起具有特定互补决定区3
（complementarity determining region 3，CDR3）T
细胞的克隆性增生，在机体抗肿瘤、抗感染和自
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身免疫性疾病中起着重要作用[1]。研究表明多种实

体性肿瘤患者体内存在针对肿瘤相关抗原的T细胞

克隆，分析这些克隆性T细胞及其分子特点，对于

研究T细胞在肿瘤发生和发展中的变化，了解机体

抗肿瘤T细胞免疫功能状态，发现疾病相关的T细

胞克隆，开展个体化免疫治疗等具有重要意义[2]。

本研究旨在利用改进的免疫扫描谱型技术分析乳

腺癌微转移淋巴结中T细胞的克隆性增生，对单

克隆增生T细胞扩增其全长编码序列，了解TCRα
链可变区基因（TCR α chain variable region, TCR 
AV）、连接区基因（joining region, TCR AJ）所属

家族选择性取用及CDR3序列特点，为寻找乳腺癌

相关抗原表位等进一步的研究打下基础。

1  材料与方法
1.1  标本

选取郑州大学附属肿瘤医院确诊为乳腺浸润

性导管癌（组织学Ⅱ级）住院患者10例，均为未

接受新辅助化疗的新发女性患者，年龄28~73岁。

经术中快速冰冻检查明确腋窝前哨淋巴结有癌微

转移新鲜淋巴结标本，淋巴结内癌巢最大直径≤2 
mm且>0.2 mm者为微转移[3]。同时取5例反应性增

生淋巴结新鲜标本作为对照。

1.2  主要试剂

TRIzol试剂、SuperScript Ⅲ反转录酶、LD PCR
引物购自美国Invitrogen公司；TaqDNA聚合酶、限制

性核酸内切酶（XbaⅠ、EcoRⅠ、KpnⅠ）、T4 DNA
连接酶、pGEM-7Zf（+）载体购自美国Promega公

司；质粒小量提取试剂盒购自美国Omega公司；

DNA胶纯化回收试剂盒购自德国QIAGEN公司。

1.3  RNA提取及cDNA合成

送检淋巴结沿最大纵切面切开，冰冻切片诊

断为癌微转移后对应HE切片中癌的位置，剪取淋

巴结癌旁淋巴组织新鲜标本和对照新鲜淋巴结标

本在200目筛网上研磨，用PBS进行冲洗，收集细

胞悬液并计数，提取总RNA合成20 μl cDNA，LD 
PCR合成cDNA第二链（dsDNA）。

1.4  PCR扩增32个TCR AV亚家族

根据文献[4]合成TCR AV32个家族上游引物34
条，及共用FAM标记下游引物，引物由上海英俊

生物技术有限公司合成。总反应体系50 μl，其中

dsDNA模板1 μl，dNTP 5 μl，10×buffer 5 μl，25 
mmol/L MgCl2 3 μl，上游引物1.8 μl，共用FAM标

记的下游引物1.8 μl，Taq DNA聚合酶1.25 U，实

验中不足体积用ddH2O水补足。反应条件：95℃变

性3 min；95℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 90 s，35个

循环；72℃延伸10 min。取PCR产物8 μl在1.5%琼

脂糖凝胶中电泳。

1.5  基因扫描（GeneScan）分析

取2 μl荧光引物扩增的PCR产物与3 μl DNA变性

胶上样缓冲液混合，加入0.5 μl标准品，2 μl去离子甲

酰胺，0.5 μl变性胶上样缓冲液，94℃变性4 min后上

样至6%聚丙烯酰胺凝胶，373 DNA序列分析仪中电

泳2 h，用GeneScan672软件进行基因扫描分析。

1.6  TCRα链全长编码序列扩增

根据文献[5]合成扩增TCRα链各家族全长序列

的上、下游引物，上游引物分别引入KpnⅠ和EcoR
Ⅰ限制性内切酶识别序列，下游引物引入XbaⅠ限

制性内切酶识别序列，将终止密码TGA改为TAA
以避免甲基化。以单克隆增生家族的cDNA为模

板，进行PCR扩增。总反应体系50 μl，其中10×
Buffer 5 μl，MgCl2 3 μl，dNTP 1 μl，上、下游引

物各0.5 μl，dsDNA 1 μl，Taq酶（5 u/μl）0.5 μl，
实验中不足体积用ddH2O水补足。各反应体系引物

浓度是10 μmol/L，Mg2+终浓度1.5 mmol/L。反应

条件：预变性95℃ 5 min；95℃ 40 s，60℃ 1 min，

72℃ 1 min 50 s，35个循环；72℃延伸10 min。

1.7  TCRα链重组质粒构建及CDR3序列分析

20 μl酶切反应体系：其中TCRα链PCR扩增产

物10 μl，限制性内切酶XbaⅠ0.5 μl，EcoRⅠ或KpnⅠ

0.5 μl，10×Buffer H 2 μl，乙酰BSA 0.2 μl，实验中

不足体积用ddH2O水补足。反应条件：37℃ 3 h。

酶切后在1%琼脂糖凝胶中电泳并纯化回收，与相

应酶切纯化回收的质粒pGEM-7Zf（+）在T4 DNA
连接酶作用下16℃连接过夜，连接产物转化感受

态细胞E. coli JM109，涂布于含氨苄青霉素的LB选

择性平板进行筛选，挑取氨苄青霉素抗性菌落，

置于含氨苄青霉素的LB液体培养液中，37℃振摇

培养过夜，提取质粒并双酶切鉴定。阳性质粒委

托上海英俊生物公司对TCRα链全长序列进行测

序，利用DNAstar软件及IMGT TCR资源分析TCRα
链CDR3序列及TCR AV、AJ所属亚家族。

2  结果
2.1  反应性增生、乳腺癌微转移淋巴结各家族RT-
PCR结果

乳腺癌微转移淋巴结与反应性增生淋巴结进

行PCR扩增，结果显示对照组淋巴结全部32个亚

家族均有扩增，扩增片段大小在150~500 bp之间，

10例患者中7例的各家族均有扩增，病例2、3、7
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除1~3个家族无扩增外，其余家族均有扩增，病例

1的32个AV家族RT-PCR扩增结果见图1。

2 . 2   反 应 性 增 生 、 乳 腺 癌 微 转 移 淋 巴 结 T C R 
CDR3亚家族GeneScan分析结果　

5例反应性增生淋巴结各家族基因扫描均呈现

中间高两边低、多个峰的谱型，提示为多克隆。10
例乳腺癌患者32个家族经基因扫描存在单峰、一主

峰连同少数小峰、偏峰及多峰图像，提示PCR产物

为单克隆、寡克隆、寡克隆趋势、偏移及多克隆。

10个病例中有9个病例出现了单克隆和寡克隆或寡

克隆趋势，其余为多克隆。病例9只出现偏峰及多

克隆，无单克隆及寡克隆的优势表达。10个病例的

基因扫描分析TCRAV亚家族表达分布及T细胞克隆

特点，见表1。病例1的TCR AV32个亚家族CDR3谱

型GeneScan扫描分析图，见图2。

2.3  TCRα链全长序列PCR扩增及酶切鉴定结果

将病例1、2、4、6、8共5例显示单克隆亚家族的

TCRα链全长序列PCR扩增产物上1%琼脂糖凝胶电

泳，扩增片段大小约800 bp，见图3。阳性克隆酶切

电泳可见两条泳动速度不同的条带，分别与TCRα链

PCR扩增产物、空质粒酶切后的大小一致，见图4。

2.4  TCRα链序列测定及CDR3谱型结果

5例单克隆增生AV家族经测序获得了TCRα链

全长核苷酸序列。经分析比对克隆性T细胞取用的

AV、AJ家族不完全相同，而且各克隆的氨基酸序

列不同，长度在9~13个氨基酸之间，但是病例4和

病例8具有相同的氨基酸基序：AM和DDKII，而

且两个克隆的AV和AJ亚家族相同，均为AV12S3和

AJ30。5个单克隆增生AV亚家族TCRα链AV、AJ亚

家族及CDR3序列测定结果，见表2。

3  讨论
人类T细胞细胞膜上的TCR由α和β链或γ和δ链

构成异源二聚体，根据异源二聚体的构成性质不同

可将T细胞分为两群，即α/β和γ/δ T细胞，肿瘤相关

的克隆性增殖T细胞主要为α/β T细胞。TCRα链由

AV-AJ-AC基因片断重排后编码，构成具有不同特异

性的TCR分子，AV-AJ基因片段进行重排和随机插

入核甘酸（N区）形成一高度可变区，称为CDR3，

AV: variable region of TCR α chain

图1  病例1的32个TCR AV亚家族RT-PCR产物
Figure1  RT-PCR products of TCR α chain of 32 AV 
subfamilies of case 1

表1  10例乳腺癌淋巴结微转移患者TCR AV亚家族表达及
T细胞克隆特点
Table1  Expression of TCR AV subfamilies and clonality 
of T cells in 10 patients with micrometastasis from breast 
cancer
AV
subfamilies

Case
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1.1 M P P P S P P P P P
1.2 P P P P P P S P P P
2 P S P P P P S P P
3 P OT P S P S P P P S
4.1 P P P P P P P P P P
4.2 P P P P P P P P P P
5 P P OT P P OT P P OT
6 P P P P P P OT P P P
7 S P P P P P S P P P
8 P P P P P P P P S P
9 P P P OT P M P P P P
10 P S P P P P P P P S
11 P P P P P P P P P
12 P P P M P P OT M P P
13 P P S P P S P P S P
14 OT P P P P P P P P P
15 P OT P P P P P P P P
16 P P P S S P P P P P
17 P P P OT P P P S S P
18 P P OT P P S P P P P
19 P S P P P P P P P P
20 P P P OT OT P S P P P
21 P M P P P P P P S
22 P P P P P P OT P S P
23 S P P P P P P P P P
24 P P P OT P P P P P
25 P P S P S P P P P OT
26 P P P P P OT P P P P
27 P P S P P P P P P P
28 P P P P S P P P S S
29 OT P P P P P P P P P
30 P P P P P P S P P P
31 S S S P S P P P OT
32 P P P P P P P P P P
Notes: P: multiclonal; M: monoclonal; OT: oligoclonal trend; S: skew-

ing
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由此决定T细胞识别抗原的多样性和特异性[1]。不同

T细胞克隆CDR3长度和核苷酸序列不同，因此分析

TCR CDR3长度和序列可作为判断T细胞克隆性的

指标[6]。免疫扫描谱型技术[7]是一种基于上述理论，

利用RT-PCR及GeneScan技术来确定T细胞克隆性，

然后对出现单、寡克隆家族重新进行PCR扩增后测

序，已广泛用于感染、肿瘤和自身免疫性疾病等T
细胞克隆性及TCR分子特点的研究。

目前有关不同疾病T细胞克隆变化及TCR CDR3

序列的分析主要针对TCRβ链，在感染性疾病、自身

免疫性疾病中均发现T细胞的克隆性增生以及TCR 
BV亚家族的谱型偏移，但是在不同疾病T细胞克隆

的研究中没有发现相同的CDR3氨基酸序列[8-9]。随着

TCRβ链CDR3谱系检测方法的成熟，研究者开始关

注其和肿瘤的关系，在T细胞肿瘤及多种实体性肿

瘤中也发现了T细胞的克隆性增生以及TCR BV亚家

族的谱型偏移，不同克隆T细胞的出现可能与肿瘤细

胞的异质性、肿瘤抗原或肿瘤相关抗原具有复杂性

和多样性有关[10]。由于TCRα/β受MHC限制性作用下

识别抗原时，需要α和β链的CDR3共同参与识别并

与肿瘤相关抗原肽接触，因此对α/β TCR的研究应

包括α和β链。在前期的研究中，我们分析了乳腺癌

TCR BV亚家族的谱型偏移，不同患者仅表达3~5个

Vβ亚家族，并且单/寡克隆增生的T细胞的CDR3序

列不同[11]。根据研究需要，我们对传统免疫指纹技

术进行了适当改进，合成TCRα链全长序列扩增引

物，由原来扩增TCRV区部分序列改为扩增TCR全

长编码序列，便于体外表达的需要，结合以往的研

究为构建乳腺癌TCRα/β四聚体，用于建立乳腺癌新

型分子检测试剂提供基础资料。 

表2  单克隆增生AV亚家族TCRα链CDR3序列测定结果
Table2  Sequences of TCR α chain CDR3 region of monoclonal hyperplasia of AV subfamilies

Case TCR AV 　 CDR3 　 TCR 
AJAV N AJ

Case1 AV1S2 TAC  TTC  TGT GCT  GTG  TAC  GAT  AGC  AAC  TAT  CAG  TTA  ATC TGG  GGC AJ33
  Y        L       C    A       V       Y        D       S       N       Y       Q        L       I   W       G

Case2 AV21S2 TAC  CTC  TGT GCC  GCG  GTG  TCT  GGG  GGT  TAC  CAG  AAA  GTT  ACC TTT  GGA AJ13
  Y        L       C    A        A       V        S       G        G       Y       Q        K       V       T    F       G

Case4 AV12S3 TAC  CTC  TGT GCA  ATG  AGC  GCG  CTC  TGG  GAT  GAC  AAG  ATC  ATC TTT  GGA AJ30
  Y        L       C    A       M       S        A        L      W        D       D       K        I        I    F       G

Case6 AV9S1 TAC  CTC  TGT GTG  GTG  ACC  AAA  AAT  ACC  GGC  ACT  GCC AGT AAA CTC ACC TTT  GGG AJ44
  Y        L       C    V       V        T       K        N       T       G        T        A      S       K      L      T    F       G

Case8 AV12S3 TAC  CTC  TGT GCA  ATG  AAC  AGA  GAT  GAC  AAG  ATC  ATC TTT  GGA AJ30
  Y        L       C    A       M       N       R        D      D        K       I         I    F       G

Notes: AV: variable region of TCR α chain; N: random insertion of nucleotides; AJ: joining region

图2  病例1 TCR AV32个亚家族CDR3谱型GeneScan扫描
分析图
Figure2  Spectratyping of CDR3 sizes for 32 TCR AV 
subfamilies in case 1

M: marker; 1-5: PCR results of case1, 2, 4, 6 and 8

图3  病例1、2、4、6、8单克隆AV亚家族TCRα链全长序
列PCR产物
Figure3  PCR products of TCR α chain complete 
DNA sequence (CDS) of monoclonal hyperplasia of AV 
subfamilies of case 1, 2, 4, 6 and 8

1: digestion with restriction endonucleases of recombinant plasmid of 

TCR α chain; 2: PCR result ; M: marker

图4  TCRα链重组质粒PCR及酶切鉴定
Figure4  Identification of recombinant plasmid of TCR α 
chain by PCR and digestion with restriction endonucleases
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利用改进的免疫指纹技术，本研究对10例乳

腺浸润性导管癌（组织学Ⅱ级）患者微转移淋巴

结内T细胞的克隆性进行分析，结果与反应性增生

淋巴结T淋巴细胞表达全部32个TCR AV亚家族不

同，9例乳腺癌患者TCR AV亚家族表达存在明显

的谱型偏移，出现一个或多个TCR AV亚家族的选

择性取用，表明乳腺癌微转移淋巴结内存在针对

乳腺癌细胞释放的肿瘤相关抗原诱导活化的T细胞

克隆，并且优势增生的T细胞会影响其他家族T细

胞的表达。病例9仅有峰型偏移，不存在T细胞的

优势表达，这些峰型偏移也在另外9例患者中不同

程度的出现。分析其原因可能是因为病变淋巴结

中T细胞对肿瘤相关抗原的免疫反应处于一个动

态的过程有关，也可能是因为机体免疫功能不健

全，不能诱导出特异的T细胞免疫反应[12]。

对多克隆表达的TCRα链全长序列进行分析，

5个序列具有部分共同的AV基因和相同的AC基

因，其穿膜区基因也是相同的保守序列，各序列

的CDR3区核苷酸和氨基酸序列却不相同，证实为

不同的T细胞克隆，说明了乳腺癌相关抗原的多样

性和复杂性。但是TCR识别抗原时除HLA型别差

异影响外，和TCR CDR3的空间构型也存在密切关

系，即不同谱型的CDR3如果空间结构相似很可能

会识别相同的抗原表位[13]，因此有必要结合TCRβ
链研究克隆性T细胞TCRα/β空间结构特点。

本 研 究 中 病 例 4 和 病 例 8 均 优 势 表 达 T C R 
AV12S3和AJ30，而且病例8仅出现TCR AV12亚家

族的单克隆增生，两个病例CDR3区含有相同的氨

基酸基序：AM和DDKII克隆性T细胞TCRα链在基

因重排时AV12S3和AJ30基因片段进行连接后插入

了不同的碱基对，代表了不同的T细胞群。由于目前

国内外对乳腺癌患者T细胞克隆性及TCR CDR3分

子特征的研究报道较少[1]，是否TCR AV12家族T细

胞克隆是乳腺浸润性导管癌相关抗原的特异性效应

T细胞，以及相同的氨基酸基序是否与乳腺癌特异

性抗原具有一定相关性，还有待进一步研究，但是

同一病例或不同病例之间发现相同或相似的CDR3
氨基酸序列对于本研究具有重要意义，提示进一步

扩大样本量或许对寻找乳腺癌相关抗原表位有所帮

助，这也是目前许多研究者共同关心的问题。

总之，本研究通过分析乳腺癌淋巴结微转移

患者标本中T细胞的克隆性增生及TCRα链谱型偏

移，有助于了解机体抗肿瘤免疫功能状态，分析

CDR3氨基酸序列，为研究乳腺癌肿瘤相关抗原表

位，进行个体化免疫治疗等提供基础资料。
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