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　　[摘要]　目的:研究使用流式细胞术 T细胞抗原受体β恒定区1(TRBC1)基因单克隆抗体鉴别 T细胞克隆

方法的可靠性。方法:回顾2021年6月—2022年2月的78例样本,分别使用流式细胞术TRBC1标记法、T细胞

抗原受体可变区β链(TCRVβ)法及分子 T细胞抗原受体(TCR)重排法,通过几种方法比较得到 TRBC1判断 T
细胞克隆的可行性。并比较 TRBC1法在不同疾病中的表达及与其他相关CD分子的共表达情况是否存在差异。
结果:使用 TRBC1法的表达率<15%和>85%作为克隆阳性判断标准,与 TCRVβ法及 TCR重排法判断克隆性

比较,差异无统计学意义(P=1.000,0.250);且其kappa值分别为0.871和0.873,为高度吻合性。在不同疾病

T细胞克隆判断中,除 TCRγ/δ淋巴瘤外,在其他疾病 T细胞克隆判断上均差异无统计学意义(P>0.05)。TR-
BC1的表达率与CD2、CD3、CD4、CD5、CD7、CD8、TCRα/β表达均无相关性(|r|<0.3),可作为独立的判断因素。
结论:使用 TRBC1法同其他方法比较具有较高的一致性,方法可靠;且其经济高效,试验方法简单,值得临床作

为 T系克隆的判断方法进行推广。
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Abstract　Objective:ToinvestigatethereliabilityofflowcytometryTRBC1monoclonalantibodyinidentif-
yingTcellclones.Methods:Reviewingseventy-eightsamplesfromJune2021toFebruary2022,TRBC1method,

TCRVβmethodandTCRrearrangementmethodwererespectivelyusedtocomparethefeasibilityofTRBC1toi-
dentifyTcellclones.TheexpressionofTRBC1withdifferentCD moleculesandindifferentdiseaseswascom-
pared.Results:WhenTRBC1expressionratein<15%and>85% wasusedasthecriterionfordeterminingclon-
alpositive,comparedwithTCRVβmethodandTCRrearrangementmethod,thePvalueswere1.000and0.250
respectively,andtherewasnosignificantdifference.Thekappavalueswere0.871and0.873,respectively,indi-
catinghighconsistency.TherewasnosignificantdifferenceintheclonaljudgmentofTcellsindifferentdiseases
exceptTCRγ/δlymphoma(P>0.05).CD2,CD3,CD4,CD5,CD7,CD8,TCRα/βexpressionandTRBC1ex-
pressionhadnocorrelation(|r|<0.3),whichcouldbeusedasanindependentdiagnosticfactor.Conclusion:

Comparedwithothermethods,TRBC1methodmayhanveahighconsistency.Itmaybeeconomical,efficientand
simple.ItisworthyofclinicalapplicationasajudgmentmethodofT-linecloninginclinicalpractice.

Keywords　Tcellclones;flowcytometry;TRBC1;monoclonalantibody

　　淋巴瘤是起源于淋巴结和淋巴组织的恶性肿 瘤,有多种诱发因素、不同的临床表现和免疫组织

化学特征。T系淋巴瘤是一种来源于 T淋巴细胞

克隆性增殖的疾病,随着流式细胞术在淋巴瘤诊断

中发挥的作用越来越大,临床上对流式细胞术在 T
淋巴瘤诊断上提出了新的要求[1]。由于一些免疫

性原因也会导致 T 淋巴细胞的抗原表达变化,判
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断 T淋巴细胞的克隆性变成为了流式细胞术诊断

T系淋巴瘤的难题。但是相较于判断B淋巴细胞

的克隆性[2]而言,在判断 T细胞克隆性时,由于缺

乏敏感性和特异性,使得在诊断过程中存在一定的

困难。传统流式细胞术采用 T细胞抗原受体可变

区β链(TCRVβ法),检测T细胞受体β链(TCRβ)
的70%克隆来判断 T细胞的克隆,但其检测费用

较高,耗费人工,临床报告解释较困难,限制了其在

临床上的应用。分子生物学方面,应用 T 淋巴细

胞抗原受体(TCR)的基因重排技术,分析恶性T淋

巴细胞基因的单克隆性成为了区别T系淋巴瘤和正

常或反应性淋巴组织增生性病变的重要手段[2]。
近来,在对抗 TCR 单克隆抗体的筛选显示,

JOVI-1对 TCRβ的恒定区1域(TRBC1)具有很高

的特异性[3]。TRBC1与TRBC2在TCR重排后表

达α/β链时是随机表达,和kappa与lambda在 B
淋巴细胞中表达是多克隆的相似,TRBC1的阳性

群与 TRBC2的阳性群在 T 淋巴细胞中也均有表

达[4-5]。而 TRBC1与 TRBC2的表达受限也成为

判断 T细胞克隆性的一种简易方法[6]。由于缺乏

TRBC2的商业化试剂,本文以 TRBC1为研究对

象,研究证实正常人的 TRBC1(+)与 TRBC1(-)
的比例范围为1︰1~1︰2,但大多数实验室以

TRBC1的表达率<15%或>85%作为判断克隆性

的标准[7]。和 TCRVβ法一样,检测 TRBC1方法判

断T细胞克隆的一个已知局限性是部分 T细胞表

面不表达 TRBC1或 TRBC2,这些 T 细胞包括γ/δ
T细胞和表面CD3阴性肿瘤(成熟和不成熟)[8]。
1　材料与方法

1.1　材料

回顾性分析2021年6月—2022年2月初发时

怀疑 T 系淋巴瘤的患者78例,基本信息见表1。
其中,基于临床及病理结果、细胞学、免疫学、分子

生物学和遗传学等辅助检查综合诊断后,可明确诊

断66例为 T系淋巴瘤的患者。

表1　样本的基本信息 例

性别 >50岁 ≤50岁 合计

男 23 15 38
女 25 15 40
合计 48 30 78

1.2　流式细胞术

1.2.1　标本要求　使用肝素或 EDTA 抗凝的骨

髓或外周血标本,在样本离体48h内进行检测。
1.2.2　使用抗体　TCRVβ(试剂公司:Beckman,
货号:IM3497),即 TCRVβ法;TRBC1抗体panel:
TRBC1-FITC(试 剂 公 司:凯 普 瑞,货 号:STRB-
CFI04,克 隆 号:JOVI-1)/TCRα/β-APC(试 剂 公

司:Biolegend,货 号:306719,克 隆 号:IP26)/
TCRγ/δ-PE(试剂公司:BD,货号:347907,克隆号:
11F2)/CD45-PerCp (试 剂 公 司:Dako,货 号:
PR70101,克隆号:2D1),即 TRBC1法。
1.2.3　处理流程　将106 个细胞与 TCRVβ试剂

和 TRBC1 抗 体 panel分 别 混 合 后,避 光 孵 育

20min,加入1mL的1X红细胞裂解液,避光孵育

10min;使用1500r/min离心5min,弃上清;加入

1mLPBS,使用1000r/min离心5min,弃上清;
加入300μL固定液重悬上机。
1.2.4　仪器　FACSCantoⅡ获取5万个细胞。
1.2.5　分析　使用 DIVA 软件对 TCRVβ与 TR-
BC1抗体panel进行分析,得出TCRVβ的是否存在

克隆,并通过 TRBC1分析 TRBC1的阳性表达情况

及阳性群与阴性群的比例,判断是否存在克隆。
1.3　TCR重排

采用 多 重 PCR 的 方 法,检 测 TCR 基 因

(TCRβ、TCRγ、TCRδ)重排来反映 T 淋巴细胞的

克隆情况,即 TCR重排法。
1.4　统计学处理

采用SPSS26.0和 GraphPadPrism8完成统

计分析与制图,TRBC1法2种判断是否存在克隆

的一致性检验、TRBC1法与 TCRVβ法判断是否

存在克隆的一致性检验及 TRBC1法与 TCR重排

法判断是否存在克隆的一致性检验使用 Mcnear检

验,并通过kappa值确定其吻合程度;TRBC1的阳

性率判断克隆的一致性采用t 检验;TRBC1法、
TCRVβ法及 TCR重排法的3种方法反映 T细胞

克隆一致性比较采用χ2 检验;TRBC1的表达与各

CD分子的表达相关性采用 Pearson系数。P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

TRBC1 的 阳 性 细 胞 群 与 阴 性 细 胞 群 比

例>1︰1和<1︰2作为判断标准(比例判断法)
与以使用TRBC1的表达率<15%和>85%作为判

断标准(表达率判断法)的一致性比较,差异有统计

学意义(P<0.05),见表2。

表2　TRBC1的2种判断标准比较 例

方法
表达率判断法

阳性 阴性 合计

比例判断法 阳性 40 18 58
阴性 2 18 20

合计 42 36 78

比例判断法与表达率判断法分别与 TCRVβ
法的一致性比较,使用比例判断法时差异有统计学

意义(P<0.05);而使用表达率判断法时P>0.05,
kappa为0.871>0.750有高度吻合性,见表3。
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表3　TCRVβ法与TRBC12种判断方法的比较　例

方法
比例判断法

阳性 阴性 合计

表达率判断法

阳性 阴性 合计

TCRVβ法 阳性 37 4 41 39 2 41
阴性 21 16 37 3 34 37

合计 58 20 78 42 36 78

比例判断法与表达率判断法分别与 TCR重排

法的一致性比较,2 种方法均差 异 无 统 计 学 意

义(P>0.05),但使用表达率判断法作为判断标准

与 TCR重排法吻合性较高(kappa=0.873),见表

4。另有5例 TCR重排阳性患者为γ/δT淋巴瘤,
而在使用TRBC1作为判断 T细胞克隆的标准时与

TCRVβ一样,仅针对 TCRα/β阳性[10-11],故统计分

析时已去除(以下涉及TCR重排统计时,皆同)。

表4　TCR重排法与TRBC12种判断方法比较 例

方法
比例判断法

阳性 阴性 合计

表达率判断法

阳性 阴性 合计

TCR重排法 阳性 24 5 29 26 3 29
阴性 11 8 19 0 19 19

合计 35 13 48 26 22 48

分别以 TCRVβ和 TCR重排2种方法阳性和

阴性的2组患者中进行 TRBC1的表达一致性检

验,见图1~4,TRBC1的阳性表达率差异无统计学

意义(P>0.05)。

图1　TCRVβ和TCR重排阳性中TRBC1表达;　图2　TCRVβ和TCR重排阴性中TRBC1表达;　图3　TCRVβ法与

TRBC1的阳性表达;　图4　TCR重排法与TRBC1的阳性表达

　　使用TRBC1抗体阳性率<15%和>85%作为

克隆性判断标准(图5,6)、TCRVβ检测、TCR重排

的一致性比较,3种方法在判断克隆性差异无统计

学意义(P>0.05),见表5。

图5　TRBC1判断为阳性;　图6　TRBC1判断为阴性

表5　使用TRBC1法、TCRVβ法及TCR重排法比较

例

方法 阳性 阴性 合计

TRBC1法 26 22 48
TCRVβ法 26 22 48
TCR重排法 29 19 48

在66例已知诊断的情况下使用 TRBC1的阳

性表达率<15%和>85%作为克隆性判断标准、
TCRVβ检测、TCR重排的一致性比较,见表6、7。
除 TCRγ/δ(+)T 淋巴瘤以外的其他疾病判断差

异无统计学意义(P>0.05)。
比较 TRBC1与各 CD 分子之间的表达,见表

8、图7、图8,其Pearson系数的绝对值均<0.3,为
无相关性。

表6　不同疾病使用3种方法一致性比较

疾病名称 例数 TCRVβ检测 TCR重排 TRBC1阳性 结论

γ/δT淋巴瘤 5 阴性 阳性 阴性 不一致

T淋巴细胞增殖1) 22 阴性 阴性(8例无 TCR重排) 阴性 　一致

T细胞幼淋细胞白血病 2 阳性 无 阳性 　一致

T细胞幼淋细胞白血病 1 阴性 阳性 阳性 不一致

成人 T细胞白血病/淋巴瘤 6 阳性 阳性(2例无 TCR重排) 阳性 　一致

外周 T细胞淋巴瘤 8 阳性 阳性(3例无 TCR重排) 阳性 　一致

血管母 T细胞淋巴瘤 7 阳性 阳性(3例无 TCR重排) 阳性 　一致

　　1)T淋巴细胞占淋巴细胞比例增高。
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　　表7　T大颗粒细胞淋巴瘤使用TRBC1法、TCRVβ法

及TCR重排法比较 例

方法 阳性 阴性 合计

TRBC1法 13 2 15
TCRVβ法 13 2 15
TCR重排法 15 0 15
合计 41 4 45

3　讨论

TRBC1单抗作为JOVI-1对 TCRβ的恒定区

1域的高度特异性的抗体[9-10],考虑可用于鉴别 T

细胞的克隆性。通过比较使用TRBC1的阳性与阴

性比例1︰1和<1︰2作为判断标准与以使用

TRBC1的阳性表达率<15%和>85%作为判断标

准[7],考虑两者作为判断 T 细胞克隆性的标准差

异有统计学意义(P<0.05)。两者与 TCRVβ进行

比较,前者P<0.05,而后者P>0.05,且kappa值

为0.871;同时,两者与 TCR 重排法进行比较,差
异均无统计学意义。但前者的kappa值为0.262,
为低吻合性;后者的kappa值为0.873,呈现出高

度吻合性。故推荐使用TRBC1抗体阳性率<15%
和>85%作为判断克隆阳性的标准。

表8　TRBC1的表达率与各CD分子的表达率相关性

类型 CD2 CD3 CD4 CD5 CD7 CD8 TCRα/β
Pearson系数(r) -0.093 -0.164 -0.081 -0.012 -0.145 -0.127 0.055
|r| 0.093 0.164 0.081 0.012 0.145 0.127 0.055

图7　TRBC1阳性各CD分子表达

图8　TRBC1阴性各CD分子表达

以TRBC1抗体阳性率<15%和>85%作为判断克

隆阳性的标准,分别分析 TCRVβ法和 TCR 重排

法的阳性组和阴性组标本中TRBC1的表达率并进

行比较。2种方法阳性和阴性的2组标本中 TR-
BC1的表达率均差异无统计学意义。

进一步统计采用TRBC1的阳性表达率<15%
和>85%作为克隆阳性判断标准,与经典的使用流

式细胞术检测 TCRVβ法和分子 TCR重排法3者

进行比较,3种方法在克隆性判断上差异无统计学

意义。与同为流式细胞术检测的 TCRVβ法比较,
TRBC1检测具有操作简便、分析简单、价格较低等

优点。
有4例标本用3种方法检测结果不完全一致。

按照疾病细分,有1例 ALCL 的标本 TRBC1和

TCR重排为阳性,TCRVβ为阴性;2例 T-LGL患

者,TCRVβ法和 TRBC1法时均为阴性,TCR重排

为阳性。还有1例诊断未明患者 TCRVβ和 TCR
重排为阳性,TRBC1为阴性。其他患者3种方法

检测结果均一致。在 T-LGL患者比较分析,发现

2例标本结果不一致,不排除因为 TCRVβ法和

TRBC1法均判断蛋白水平,而 TCR 重排法检测

DNA水平,二者存在差异。是否该疾病中蛋白水

平可能会有较多阴性情况出现,尚待更多的数据进

行研究探讨。在 T细胞增殖性疾病和其他成熟 T
系肿瘤亚类中,除 ALCL外,其他疾病几种方法比

较均差异无统计学意义,但由于分析病例数较少,
还需累积更多病例进一步验证。

另有5例γ/δT淋巴瘤患者出现 TCR重排阳

性,而使用 TRBC1法及 TCRVβ法均判断为阴性,
结果与前期研究一致[11-12],使用 TRBC1作为判断

T细胞克隆的标准时,与 TCRVβ一样,针对α/βT
细胞,而对γ/δT细胞,使用该方法存在局限性。
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通过对 T系抗原进行分析,TRBC1的表达率

与其他泛 T 分子的表达率均无相关性 (|r|<
0.3),表明 TRBC1 的表达与传统的 CD2、CD3、
CD4、CD5、CD7、CD8、TCRα/β等标志均不相关,可
作为独立的判断因子对 T细胞克隆性进行判断。

本研究通过将 TRBC1法与其他常用鉴别 T
系克隆的方法进行比较,TRBC1法作为一种简单

的流式鉴别 T 细胞克隆的方法,同其他方法比较

有较高的一致性,其经济高效、实验方法简单,值得

临床作为 T系克隆的判断方法进行推广。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突
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