
书书书

第二军医大学学报　２００９年３月第３０卷第３期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｒ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．３

·２９１　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．００２９１ ·研究快报·

寻常型天疱疮患者外周血Ｔ细胞受体β链可变区ＣＤＲ３基因克隆谱型分析
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［摘要］　目的：探讨寻常型天疱疮（ＰＶ）患者外周血Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）互补决定区（ＣＤＲ３）基因谱型变化，了解克隆扩增的Ｔ

细胞与自身免疫性疾病的相互关系。方法：采用免疫扫描谱型分析技术，分析６例正常人外周血单个核细胞ＴＣＲβ链可变区

（ＢＶ）ＣＤＲ３谱型分布特征以及６例ＰＶ患者ＣＤＲ３谱型变化情况。结果：６例正常人ＴＣＲＢＶＣＤＲ３谱型均符合正态分布，６

例ＰＶ患者 ＴＣＲＢＶＣＤＲ３谱型均出现多态性降低，ＢＶ亚家族单／寡克隆增生。结论：ＰＶ患者外周血 ＴＣＲ可变区β链

ＣＤＲ３谱型异常可能与ＰＶ发病有关。
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　　天疱疮是一组累及皮肤和黏膜的自身免疫性表
皮内大疱病，而寻常型天疱疮（ＰＶ）是其中最常见的一
型，其发生、发展与免疫、遗传等因素有关。一直以来
研究较多的是针对表皮内桥粒芯糖蛋白（Ｄｓｇ）的ＩｇＧ
型自身抗体，但除了Ｂ细胞的功能异常产生致病性抗
体外，Ｔ细胞介导的细胞免疫在天疱疮的致病机制中
也发挥了相当重要的作用［１］。近年来，肿瘤、移植排
斥、自身免疫性疾病等病理状态下Ｔ细胞的应答与耐
受方面的研究取得较大进展［２７］，Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）β

链互补决定区（ＣＤＲ３）是ＴＣＲ与抗原肽结合、开启免
疫应答的重要位点，在正常人中呈现多态性。本研究
对正常人及ＰＶ患者外周血ＴＣＲβ链可变区（ＢＶ）

ＣＤＲ３基因谱型进行分析，以期发现疾病相关的Ｔ细
胞克隆，为ＰＶ的发病机制研究提供基础。

１　材料和方法

１．１　研究对象　抽取６例ＰＶ患者外周血，抗凝管
装存，每管１０ｍｌ。患者均来自本院皮肤科，５男１
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女，均具有典型ＰＶ的临床表现，经临床和组织病理
确诊，并排除其他传染性、肿瘤性疾病。同时选择６
例正常献血员，３男３女，作为对照。

１．２　主要材料及试剂　血液 ＲＮＡ 抽提试剂盒
（ＴａＫａＲａ），ｃＤＮＡ合成和ＰＣＲ试剂（Ｏｍｅｇａ），凝胶回
收试剂盒（ＴａＫａＲａ），去离子甲酰胺（Ｓｉｇｍａ）等。

１．３　引物设计与合成　按照参考文献［８１０］合成ＴＣＲ
ＢＶＣＤＲ３谱型分析上游引物２６条，下游引物 ＴＣＲ
ＢＣ５′端带ＦＡＭ荧光标记１条，ＴＣＲＢＣ对照引物１
对。引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成。

１．４　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成　分离出外周血
单个核细胞（ＰＢＭＣ），按ＲＮＡ提取试剂盒步骤提取
正常人和ＰＶ患者ＰＢＭＣ中的总ＲＮＡ，取１０μｌ总

ＲＮＡ为模板，用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）作引物，反应体系为３０

μｌ，每标本做６个反应，按ｃＤＮＡ合成试剂盒条件合
成ｃＤＮＡ。

１．５　ＰＣＲ扩增 ＴＣＲＢＶ家族ＣＤＲ３区段ｃＤＮＡ　
每例样本做２７个ＰＣＲ反应管，ＰＣＲ反应体积为３０

μｌ，含ｃＤＮＡ模板１μｌ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ３μｌ，１０×
Ｂｕｆｆｅｒ３μｌ，上游引物２μｌ，下游引物２μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚

合酶１μｌ，余加去ＲＮａｓｅ酶的重蒸水补齐。反应条件
为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５７℃１ｍｉｎ，７２℃１
ｍｉｎ；３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ延伸。ＰＣＲ产物８μｌ在

１％琼脂糖凝胶上进行电泳，其余－２０℃保存备用。

１．６　ＴＣＲＢＶ家族ＣＤＲ３谱型多态性分析　将得
到的ＰＣＲ产物在含４０％尿素的６％变性聚丙烯酰
胺凝胶长泳道上进行电泳：ＰＣＲ产物１０μｌ加等量
的含去离子甲酰胺变性胶上样缓冲液，９５℃加热变
性５ｍｉｎ，冰浴中骤冷，每管取２μｌ在３７３ＤＮＡ序列
分析仪（ＡＢＩ）中电泳２ｈ。计算机收集电泳过程中
不同时间所出现的不同颜色和强度的荧光素，以显
示出不同的位置、高度、颜色和形态的峰。

２　结　果

２．１　正常献血员和ＰＶ患者ＰＢＭＣＴＣＲＢＶ家族

ＣＤＲ３的ＰＣＲ结果　正常献血员和ＰＶ患者 ＴＣＲ
ＢＶ家族ＣＤＲ３区段及ＴＣＲβ链恒定区（ＢＣ）对照的

ＰＣＲ产物１％琼脂糖凝胶电泳结果显示，在１００～
６００ｂｐ均出现明显条带。图１为正常献血员１和

ＰＶ１的电泳结果。

图１　正常献血员１（左）和ＰＶ１（右）ＴＣＲＢＶ家族的ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＴＣＲＢＶｆａｍｉｌｙｉｎａｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ１（ｌｅｆｔ）ａｎｄＰＶ１ｐａｔｉｅｎｔ（ｒｉｇｈｔ）

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ＢＣ：Ｃｏｎｔｒｏｌ

２．２　正常人对照和ＰＶ 患者 ＴＣＲＢＶＧｅｎｅＳｃａｎ
６７２软件自动分析结果　６例正常献血员ＴＣＲＢＶ
２４个功能性家族基因均呈现８个以上条带的中间
高、两端低的钟型峰图，符合正态分布，相邻两条条
带大小相差３ｂｐ。图２为正常献血员１完整扫描
图，图中Ｘ轴的相位差为各ＰＣＲ产物的大小，Ｙ 轴
不同高度的峰为各ＣＤＲ３的表达频率，反映了Ｔ细
胞的多克隆群体。６例ＰＶ患者在部分ＴＣＲＢＶ家
族ＣＤＲ３多态性表达降低，可见 Ｔ细胞单／寡克隆
性增生，表现为单峰、寡峰及偏峰（表１）。

３　讨　论

　　数以百万计的各种ＴＣＲ分子组成的ＴＣＲ库赋
予免疫系统识别外来抗原的巨大潜力，ＣＤＲ３是外
来抗原肽结合的关键位点，是构成ＴＣＲ分子特异性

图２　正常献血员１ＰＢＭＣ的

ＴＣＲβ链ＣＤＲ３谱型基因扫描图

Ｆｉｇ２　ＴＣＲβｃｈａｉｎＣＤＲ３ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎ

ＰＢＭＣｓｏｆｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ１ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＧｅｎｅＳｃａｎ
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的主要结构，因此ＣＤＲ３域的谱型变化能够反映Ｔ
细胞功能状态，帮助我们了解Ｔ细胞免疫与疾病发
生、发展、变化的关系［１１］。

表１　ＰＶ患者ＴＣＲＢＶ出现单／

寡克隆增生及偏移峰型的家族

Ｔａｂ１　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ／ｏｌｉｇｏｃｌｏｎａｌｅｘｐａｎｓｉｏｎａｎｄ

ｓｋｅｗｉｎｇｓｕｂｆａｍｉｌｙｏｆＴＣＲＢＶｉｎＰＶｐａｔｉｅｎｔｓ

　　本研究通过分析正常人与ＰＶ患者外周血ＴＣＲ
ＢＶＣＤＲ３区段基因谱型来反映自身反应性Ｔ细胞
的特征。６例正常人外周血单个核细胞的２４个

ＴＣＲＢＶ家族的ＣＤＲ３谱型的ＰＣＲ产物在６％的测
序凝胶上呈现出超过８条以上的条带，ＴＣＲＢＣ对
照组为单条条带，与其他研究结果一致［１０］，说明正
常人淋巴细胞中ＴＣＲβ链ＣＤＲ３呈现多态性。６例

ＰＶ患者的部分ＴＣＲＢＶ家族可见Ｔ细胞单克隆增
生，也可见寡克隆增生，表现为基因谱型中某些家族
克隆性增大，且条带少于８个，而另一些家族表达量
很低甚至缺失。综合６个病例基因扫描异常结果，
发现在不同的ＢＶ家族可以看到多个单／寡克隆条
带，其中ＢＶ１、ＢＶ３、ＢＶ７、ＢＶ１３、ＢＶ２３、ＢＶ２４家族
各出现１次单／寡克隆条带；ＢＶ５、ＢＶ９、ＢＶ１４、ＢＶ１７
家族各出现２次单／寡克隆条带，且ＢＶ１４还出现２
次偏峰；ＢＶ１０、ＢＶ２２家族各出现３次单／寡克隆条
带。因此ＴＣＲ在ＢＶ１０、ＢＶ１４、ＢＶ２２克隆性增殖
的表达频率较高，但未发现ＰＶ共同使用的ＢＶ家
族。这些表达量较高的单／寡克隆家族有可能就是
来源于自身反应性Ｔ淋巴细胞［１２１３］。正常人ＴＣＲ
ＢＶ２４亚家族几乎全部表达，而在感染性疾病（ＨＩＶ、
病毒感染等）、肿瘤、自身免疫性疾病（ＳＬＥ等）研究
中报道ＴＣＲβ链ＣＤＲ３可以观察到部分出现寡克
隆峰和单克隆峰，甚至出现部分ＢＶ链的缺失。在
没有抗原诱导下，ＴＣＲＢＶ链ＣＤＲ３的分布是随机

的，但在某特定抗原刺激后，ＴＣＲＢＶ基因可对该抗
原产生特异性识别，并能使带有该基因的Ｔ细胞得
到优势扩增。因此 ＴＣＲＢＶ家族ＣＤＲ３谱型反映
了ＴＣＲ的克隆性。本研究对ＰＶ患者外周血单个
核细胞的ＴＣＲＢＶ家族ＣＤＲ３谱型研究发现，部分
亚家族出现单克隆峰和寡克隆峰，甚至出现部分ＢＶ
链的缺失，提示ＰＶ的抗原可能在Ｔ细胞上得到优
势扩增。

　　下一步我们将加大病例的样本量，筛选ＰＶ共
同的ＢＶ家族并进行测序，对ＣＤＲ３氨基酸序列进
行比较，发现共同使用的氨基酸基序，进而了解

ＴＣＲＢＶ亚家族单／寡克隆改变与天疱疮相关致病
因素之间的关系，为天疱疮的发病机制研究提供新
的方法和手段。

　　（志谢　本实验得到南方医科大学南方医院皮
肤科和南方医科大学公共卫生学院流行病学实验室

全体人员的支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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