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T C R 基因突变分析技术及其在辐射生物学中的应用

中国医学科学院放射医学研究所 ( 天津
,

3 0 0 1 9 2 ) 陈振 军 王知权 王继先综述

摘 要
:

综述 了 T C R 体 细胞墓 因 突变检 .iff] 技术的原理
、

特点及其在生物 荆量 学中的应 用
。

研

究表明
,

对于急性 受照
,

T C R 基囚 突变频率与受照剂堂有 明显的剂重效应关系
;
但 T C R 却不适 于

作为一终生 生物荆重计 以枯葬早先受照个体的受照剂童
,

对于长期慢性 小 剂量的受照情况
,

目前

尚无明确 的结论
。

关键词
:

T C R 生物剂量计

随着核能 的广泛应用
,

来自电离辐射 的

可能危害已受到人们的普遍关注
,

因此
,

正确

估算个人受照剂量成为辐射生物学中急待解

决的主要课题之一
。

采用物理方法准确估算

剂量有时非常困难
,

存在着很大的局限性
.

因

此
,

建立和发展能广泛应用的生物剂 量计就

变得 日益迫切
。

业已证明
,

体外培养淋巴细胞
,

检查其染

色体畸变频率
,

在受照剂量估算中是一个非

常好的生物学指标〔`〕 ,

但识别
、

检测畸变的染

色体费时费力
,

且需要很高的专业技术
,

不适

于对受照群体进行快速
、

大规模的检测
。

近年

来出现的体细胞基因突变分析技术〔2
一

幻
,

克服

了染色体畸变分析的不足
,

成 了辐射生物剂

量学研究的新方向
。

新近建立的 T C R ( T
一

C ell

a n t ig e n R e e e p t o r )基因突变分析技术
,

便是其

中一个很有发展前途的生物剂量计 〔̀
一

幻
。

T C R 突变检测系统

1
.

1 T C R 的一般生物学特点

T C R 是外周 C D 4 、
C D S T 淋巴细胞 表面

的一种蛋 白受体
,

在对抗原的识别和 由 T 细

胞介导的免疫应答过程中起重要作用
。

T C R

本身为异质性二聚体
,

由 Q ,

俘或 了
,

己双链组

成
,

其两对等位荃 因 (
Q ,

的和 ( p
,

)Y 分别 位于

14 和 7号染色体上
。

在 正常的 T 细胞成熟过
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u m io id d e ,

PI )染色
,

以去除其中死细胞的 荧

光信号 干扰
,

IP 可对死 细胞 的胞核进行染

色
,

从而使其红色荧光信号大大增强
,

使它们

在分析 图中远离其它细胞的信号 峰
。

如图显

示了 T C R 的流式细胞分析情况
。

流式细胞仪所配备 的计算机可 同时记录

三类 荧光信号
,

图中 窗 口 1收 集 突 变细 胞

C D 3
一 4+

的荧光信号
。

窗 口 2记录 C D 3+ 4 +
细

胞的荧光信号
,

窗 口 3收集所有细胞的荧光信

号
。

T c R M F 可通过 1
,

2窗 口 记录的数值计

算出来
。

飞
一

曰山·仍口口

程中
,

类似于免疫球 蛋白 ( 19 ) 圣因
, ’

r C R 墓

因也进行一系列的分子重组
。

不同的 T C R 重

组决定 了 T 淋 巴细胞对 不同抗 原的特异活

性
。

一般认为
,

在个 体发育过 程中
,

如 下
,

占基

因表达
, c ,

日基 因处于关闭状态
;如

a ,

p基因

开始表达
,

y
,

a 基因则关闭闭
。

有人 l[ ” 〕认为这

是一种等位性排除 ( a ll e l i。 e x e lu s io n )现象
,

即

每对等位基因中只有一个能够表达
。

因此
,

尽

管 T CR 基因位于常染色体上
,

但却类似于女
J

性中 X 染色体 上的基因
,

在功能活性上呈单

倍性
。

发生在有 活性的 T C R 基因的单个 突

变
,

即可 导 致表 现 型 T C R 突变 体 的 产生
。

T C R Q ,

日链只有在与另一蛋白质分子 C D 3结

合
,

形成完整的分子复合体 T C R 邓 / C D 3后
,

才能被 正常转运 到细胞膜上
。

如 T C R a ,

p基

因中任何一个发生突变
,

所造成的有缺陷的

T C R 邓 / C D 3复合体就会因不能被正常转运

到细胞表面而 只能累积于细胞质中
,

这一点

已在体外培养的 T C R 突变 T 细胞系的研究

中得 以证实 l[ ’ 〕。

由于 T C R 邓 / C D 3复合体的

完整性决定着 T C R a ,

p基因在细胞表面的表

达情况
,

可 以通过检测 C D 3分子在细胞表面

的存在与否间接研究 T C R a ,

p基因在 T 细胞

表面 的表达情况
,

即 T C R 基因 的突变频率

( M u t a t io n F r e q u e n e y
,

M F )
。

不 直 接 检 测

T C R a ,

日的主要原因是
,

虽然也有 T C R邓 复

合体 的荧光标记抗体
,

但它 们在流式细胞仪

的测定过程中不能很好地 区分正常细胞与突

变细胞的荧光信号
。

1
·

2 T C R 流式细胞分析技术的检测原理

分离的外周血白细胞的体外染色由两种

荧 光抗 体 完 成
,

一 是 由 F I T e ( F l u o r e s e e in

is o t h ioc y n a t e
,

绿 色 荧 光 ) 标记的 CD 4抗 体

—
L e u 3 ;二是 由 P E ( P h y e o e r y t h r i n

,

红色荧

光 )标记的抗 C D 3抗体—
L eu 4

.

经染色后
,

正常的 T 淋巴细胞 (C D 3十 4+) 的荧光表现整

体上 为桔红 色 (红十 绿 ) ; 而 T C R a ,

俘基因突

变体 T 细胞 ( C D 3一 4 “
) 的荧光 表现则 为绿

色
。

监测前用 D N A 交联剂碘化丙吮 (P or iP id
-

C D 3冲 4中

C D 3一 4宁

t
00

, o , 一0 2 一o J 10 `

T C R流式细胞分析原理图

2 T CR 分析系统的特点及应用

2
.

1 特点

作为一种新的辐射生物剂量计
,

T C R 分

析技术与其他几种体细胞基因突变分析系统

相比
,

有其独到的特点
。

( 1 ) 由于 T C R 分析技术测 得 的 T C R

M F 较高 (正 常人平均 2
.

5 X 1 0
一
`
)

,

要得到统

计学上允许的最低 M F 所需要的样本血量较

少 (约为 l m l )
,

而 H P R T (次黄喋吟磷酸核糖

转移酶 )及 H L A (人类 白细胞抗原 )分析技术

用血量很大 (约 10 ~ 20 m l )
,

虽然 G P A ( lG y
-

co p h or in A
,

血红糖蛋白 )分析技术用血量也

很少 (约 l m l )
,

但它所检测的红细胞在血 中

含量最为丰富
,

实测中所需的细胞数则很大
。

( 2 ) T C R 分析技术检测的淋 巴细胞无需

固定
,

因此分析时间大为缩短
,

仅约需 5小时
。
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GP A技术则需对红细胞进行繁琐的固定
,

耗

时较长 (至少 2天 ) ; H P R T 及 H L A 分析技术

所需时间就更长
,

因其依靠的克隆或集落形

成需要至少 2周的培养时间
。

( 3) T C R 技术对实验对象 没有特 殊限

制
,

实验者可对检出的突变 T 细胞进行体外

克隆扩增培养
,

再对 T C R 基因本身作进一步

的研究
。

而 G P A 技术则仅限于 M N 血型杂

合子个体
,

分析范围仅占人群的一半
。

另外
,

由于红细胞无核
,

故不可能对其突变细胞进

行体外克隆扩增培养而做进一步的分析
。

( 4 ) T C R 技术测出的突变细胞
,

经分选

后在荧光显微镜下鉴定
,

证明记录的荧光信

号绝大多数来 自具有绿色荧光的 CD 3一 4 咔细

胞
,

且非常稳定
,

因而省去了 G P A 技术中的

细胞分选过程
,

大大简化了实验程序
。

2
.

2 T C R 分析技术的应用及存在的问题

自从 T C R 分析技术建立以来
,

人们已采

用本法进行了许多研究
,

取得了可喜的成绩
,

同时也发现了 T C R 法本身固有的一些问题
。

对急性受照者的近期研究表明
,

其 T C R 基因

M F 显著增高
,

且有明显 的剂 量效应关 系
。

K y o i z u m i 等 [ ,〕研究 T 1 8名经
` 3` I 治疗的 甲状

腺癌患者
,

他们在近 5年内均接受过不同放射

性活度的
` 31 1 药物治疗

。

结果表 明
:

实验组

T C R 基因 M F 与
` 3 ` I 给药的放射性活度呈显

著的线性剂量效应关系
,

M F一 1
.

86 x 10
一`
十

0
.

3 0 X 10
一`
D

,

P < 0
.

0 0 1
,

其中 D 为给药的
” ’

I

放射性活度
。

因研究中有些病人在受检时已

距最后一次放疗 5年之久
,

说明 T C R M F 在

受照后一定时间内仍能保持相对稳定
.

S ey a -

m a
等 l[ ’ 〕采用 T c R 技术研究了 9名切尔诺 贝

利核电站事故受照者
,

结果表 明其 T c R M F

与用染色体畸变估算的受照剂量非常一致
。

另外有人用非稳定性染色体畸变 ( c u)
、

T C R

和 H P R T 等三项指标研究了 44 例子宫癌或

宫颈癌 患者
,

这些 患者都接受过 X 射线 (线

性加速器 )5 一 6周的放射治疗
,

照射频度每周

5天
,

剂量 ZG y /天
,

照射总量 5 0一 6 o G y
,

从 采

血到最后一次放疗的时间不等 l( ~ 93 个月 )
。

结果表明
:

患者的 T C R M F 较正常值显著增

高
,

且与 C u
有很 明显的相关关系 (r = 0

.

83
,

P < 0
.

0 0 1 )
,

而 H P R T 与 C u
却无 明显相关

。

作者还发现
,

T C R M F 与 C u
随时 间递减的

速率非常相似
。

这些结果与 U m ek i 等 l[ ’ 〕的研

究结果很一致
,

后者也曾研究了 T C R 与 C u

的关系
,

实验对象有切尔诺 贝利核 电站事故

受照者
、

受过放疗的宫颈癌患者及社造影患

者
。

结果表 明
:

后两组 T C R M F 与 C u 呈正相

关
,

而 在 切 尔诺 贝利核 电站 受 照 者
,

采 用

T C R 与 C u
估算的受照剂量非常一致

。

U m e -

ik 等〔’ `〕还研究了体外培养的外周淋巴细胞
,

作者发现经不同剂量的 X 射线照射后
,

T C R

M F 有着明显的剂量效 应关系
,

M F 一 7
.

3 x

1 0
一`

D + 6
.

2 x 1 0
一
`
D , ,

其 中 D 为 照 射剂 量

( G y )
。

对某些长期受慢性小剂量照射人员的研

究表明
,

其 T C R M F 显著增高 [ , `〕 。

如曾在 3 0

~ 50 年代进行过牡造影的个体
,

由于 当时所

用的造影剂中放射性元素 T h 长 期存留体

内
,

而 不 断 使 其 受 到 照射
。

对 他们进 行 的

T C R 研究表 明
,

其 M F 显著增高
,

但 因缺乏

当时的用药记录而无法得知其可能的剂量效

应关 系
。

与 T C R 相 反
,

作者 对 同批患 者 的

G P A 位点突变分析却表明
,

杂合型突变细胞

( M 甲十 N 甲) 和纯 合型突变细胞 (M M ) V F 与

对照组相 比
,

均无明显升高
。

这可能是由于放

射性元素 T h 在受检者体内的不同分布造成

的
。

有报道表 明
,

在 人和 大 鼠的脾脏及骨髓

中
2 32 T h 及其子体的放射性活度明显不同

,

前

者是后者的 6一 1。倍
,

而这两个器官正好分别

是 T 细胞及红细胞前体细胞 的聚集组织
,

即

脾脏 中 丁 淋巴 细胞所受的照射剂量要 比骨

髓 中红细胞前体细胞高得多 〔’ 5
· ’ `〕。

这一结果

并不能说明 T C R 技术优于 G P A 技术
,

但在

一定程度上显示了 T C R 分析技术对 G P A 分

析技术的补充性
。

对早先急性受照情况的研究表 明
,

实验
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组 r C R M F 并未显著增加
,

R E R F ( iII 本放影

研 )对广岛
、

长崎两市 3 4 2名原爆幸存者的研

究结果表 明
:

原爆 .13 一 4 5年后
,

其 T C R M F

与所估算的剂量 ( D S 8 6 )无 明显剂量 效应 关

系
,

且与远距离受照的低剂址对照组相比
,

也

无明显 的增高
。

这说 明 T C R M F 不很稳定
,

受 照者体 内 T C R 突变细胞经过四十多年的

不断衰减
,

到现在检查时
,

已恢复到正常的本

底水平
。

有研究表 明 T C R M F 的半衰期约为

2年
。

体外培养的突变细胞的克隆扩增实验表

明
,

C D 3
一

4十 突变 细 胞在 体 外的 生长情 况很

差
,

其克隆形 成能力 仅相当于正常 C D 3+ 4个

细 胞 的 1/ 5 一 1 8/ 困
。

故 而 推 测
,

缺 乏 完 整

T C R / C D 3复合体的突变细胞在体内环境的

自然选择过程中处于不利地位
,

随着时间的

推移而被逐 渐淘汰
。

从这一点来看
,

T C R 就

不 能做为 一 个 终 生 的 生物 剂量 计
。

另外
,

T C R M F 随受检个体年龄的增长而 明显增

高
。

正常人 中
,

年龄每增长 10 岁
,

T c R M F 平

均增加 0
.

3 x 1 0
一

vl[ 〕 ,

这 可能是 由于随年龄的

增长
,

个体接触环境中有害因素的机会增多
,

而其 自身的突变损伤修复能力却明显降低
。

T C R M F 还有明显的性别差异
,

男性的 T C R

M F 显著高于女性
。

有关这 一现象
,

目前尚无

令人信服的解释〔` 6〕。

T C R 分析技术还可用于临床
,

对免疫功

能进行检测
。

因 为 T C R / CD 3复合体在抗原

识别及 T 细胞活化过程 中起重要作用
。

K y
-

io uz im 等困 对共 济 失 调 性 毛 细 血 管 扩 张

( A T ) 及范可 尼 氏贫血 (F A ) 患者的研究表

明
,

这两类疾病都伴有 D N A 修复功能缺陷

及 T 细胞免疫 力 低 下
,

患者的 T C R M F 很

高
,

对其进行 的体外突变细胞克隆扩增的进

一步研究显示
,

这些突变确实来自 T C R 基因

本身的变异
。

总之
,

对 于急性照射的近 期研究
,

T C R

是一非常好的生物剂量计
;
但 由于其本身的

限制
,

T C R 并不适合作为一个终生生物剂量

计来估算早年受照个体 的受照剂量
; 对于 长

期慢性小剂量受照情 况
,

目前 尚无 明确的结

论
。

如能得知 T C R 突变细胞在体 内的衰减规

律
,

也可用它估算剂量作为参考
。
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