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免疫组库测序分析新生儿脓毒症患者外周血
T细胞受体β链CDR3的多样性
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［摘要］目的 采用免疫组库测序的方法分析新生儿脓毒症患者外周血T细胞受体（T cell receptor，TCR）β
链互补决定区3（complementarity determining region 3，CDR3）的多样性，探讨新生儿脓毒症的可能发病机制。

方法 12例新生儿脓毒症确诊患儿为病例组，9例胎龄、出生体重及日龄相匹配的健康足月儿为对照组。采用

Omega公司核酸纯化试剂盒（SQ Blood DNA Kit II）从外周血样品中提取DNA，对TCR β链CDR3进行多重PCR

扩增，然后对产物进行高通量测序，分析其TCR β链CDR3多样性及表达的差异。结果 病例组和对照组的TCR

β链CDR3长度和类型相似，且均呈高斯分布。采用D50和香农-威纳指数作为多样性的评价指标，显示病例组

TCR β链CDR3多样性低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。针对TCR β链V片段48个基因的使用频率进

行比较，其中TRBV10-3、TRBV2和TRBV20-1的使用频率病例组高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；对

TCR β链J片段13个基因的使用频率进行比较，其中TRBJ2-3、TRBJ2-5和TRBJ2-7的使用频率病例组高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 新生儿脓毒症患者外周血TCR β链CDR3多样性发生了明显改变，提

示这可能与新生儿脓毒症的免疫发病机制有关。 ［中国当代儿科杂志，2021，23（11）：1154-1160］
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Abstract: Objective To investigate the diversity of peripheral blood T cell receptor (TCR) β chain

complementarity-determining region 3 (CDR3) based on immune repertoire sequencing in neonates with sepsis and the

possible pathogenesis of neonatal sepsis. Methods A total of 12 neonates with sepsis were enrolled as the case group,

and 9 healthy full-term infants, matched for gestational age, birth weight, and age, were enrolled as the control group.

Omega nucleic acid purification kit (SQ blood DNA Kit II) was used to extract DNA from peripheral blood samples,

TCR β chain CDR3 was amplified by multiplex PCR, and then high-throughput sequencing was performed for the

products to analyze the diversity of TCR β chain CDR3 and the difference in expression. Results The length and type

of TCR β chain CDR3 were similar between the case and control groups, and Gaussian distribution was observed in both

groups. With D50 and Shannon-Wiener index as the evaluation indices for diversity, the case group had a significantly

lower diversity of TCR β chain CDR3 than the control group (P<0.05). The frequency of 48 genes in TCR β chain V

segment was compared, and the results showed that compared with the control group, the case group had significantly

higher frequencies of TRBV10-3, TRBV2, and TRBV20-1 (P<0.05). The frequency of 13 genes in TCR β chain J segment
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were compared, and the results showed that compared with the control group, the case group had significantly higher

frequencies of TRBJ2-3, TRBJ2-5, and TRBJ2-7 (P<0.05). Conclusions There is a significant change in the diversity of

TCR β chain CDR3 in the peripheral blood of neonates with sepsis, suggesting that it might be associated with the

immune pathogenesis of neonatal sepsis. [Chinese Journal of Contemporary Pediatrics, 2021, 23(11): 1154-1160]
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新生儿脓毒症在新生儿中的发病率为4.5‰~

9.7‰，是威胁新生儿生命的重大疾病，也是全球

公共卫生面临的主要挑战之一［1-2］。新生儿容易发

生严重感染，这与新生儿免疫力低下，不能有效

抵抗和清除入侵的病原体有关［3］。目前，脓毒症

具体发病机制尚不明确，但随着对脓毒症的不断

了解，研究发现T淋巴细胞在脓毒症的发生发展过

程中起着重要的作用［4］。在T细胞发育过程中，通

过T细胞受体（T cell receptor，TCR）基因片段的

随机拼接，产生TCR Vα、Jα、Vβ、Dβ和Jβ片段，

并由V区基因片段编码的高度可变的互补决定区

（complementarity-determining region，CDR）赋予抗

原特异性。CDR3是由V、D、J 3个基因编码，在

淋巴细胞的成熟过程中，通过V、D、J基因的重

排形成了各种重组序列片段，再加上DNA碱基的

单核苷酸多态性、插入缺失突变形成了T细胞的多

样性［5］。2013年一项研究发现，在成人脓毒症患

者中，TCR β链多样性明显降低，并与病死率明显

相关［6］。然而，新生儿与成人的T细胞受体库具有

巨大的差异，TCR多样性在新生儿抗感染免疫中

的作用尚不清楚。本研究以新生儿脓毒症患者为

研究对象，采集外周静脉血，利用免疫组库测序

技术进行TCR多样性分析，初步探讨新生儿脓毒

症的免疫发病机制。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选择2020年3月至2021年3月在深圳市龙岗

中心医院新生儿科住院的脓毒症新生儿作为病例

组。新生儿脓毒症诊断标准［7］：具有临床表现并

符合下列任意一条：（1）血培养或无菌体腔液培

养出致病菌；（2）如果血培养培养出机会致病菌，

则必须于另份血或无菌体腔内培养出同种细菌。

选择同期深圳市龙岗中心医院儿保科与病例组胎

龄、出生体重及日龄相匹配的健康足月儿为对照

组。排除标准 （符合下列任意一条予以排除）：

（1）围生期窒息；（2）先天性畸形；（3）存在染

色体异常或遗传代谢性疾病；（4） 免疫缺陷病；

（5）试验前使用免疫球蛋白或激素。本研究已通

过深圳市龙岗中心医院医学伦理委员会批准（批

准文号：2020ECYJ026），并获得患儿监护人知情

同意。

1.2 T细胞分离和DNA提取

健康足月儿和脓毒症新生儿（在诊断24 h内）

各抽取2 mL外周静脉血，采用超顺磁性聚苯乙烯

珠包被T细胞特异性单克隆抗体进行T细胞分离。

T细胞DNA提取采用Omega公司核酸纯化试剂盒

（SQ Blood DNA Kit II），提取的DNA保存在TE缓冲

液中，置于无污染容器内，管口使用封口膜封好，

并标记。

1.3 TCR β链CDR3区域的多重PCR扩增和高通

量测序

根据国际免疫遗传学联盟对TCR β链CDR3区

域的定义，从V基因片段第39部分编码的第2个保

守半胱氨酸开始，至J基因片段第59部分编码的保

守苯丙氨酸结束。采用TCR β链扩增引物（深圳华

大基因科技有限公司）建立PCR反应体系，通过

多重PCR法实现TCR β链CDR3区的半定量扩增，

45条针对TCR Vβ功能性基因片段的正向引物；13

条针对TCR Jβ基因片段的反向引物。每条引物在

其5'末端都相应包含了与GA2簇固相PCR兼容的

通用引物序列。在扩增和琼脂糖凝胶电泳后，采

用QIA快速PCR纯化试剂盒对产物进行纯化，使

用第2代测序平台Illumina HiSeq 2000对TCR β链

CDR3区测序。

1.4 生物信息分析

将测序的原始数据上传，利用美国IR公司生

物信息学软件IRmap在除去数据总的冗余序列、短

片段序列及测序质量差的序列后，将数据与公共

数据库IMGT（http://www.imgt.org）进行比对查询，

根据IGH-CDR3区V、J、D各区段的特点鉴定出每

个样本的CDR3多肽序列，最后通过3D热力图、

CDR3列表、D50、V取用分布、CDR3长度分布等

参数来描述样本的免疫学特征。D50是通过Arm-

PCR技术扩增免疫组库后测序，把半定量扩增出

的免疫组库和测序结果进行分类整理，按表达量
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were compared, and the results showed that compared with the control group, the case group had significantly higher

frequencies of TRBJ2-3, TRBJ2-5, and TRBJ2-7 (P<0.05). Conclusions There is a significant change in the diversity of

TCR β chain CDR3 in the peripheral blood of neonates with sepsis, suggesting that it might be associated with the

immune pathogenesis of neonatal sepsis. [Chinese Journal of Contemporary Pediatrics, 2021, 23(11): 1154-1160]
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最高到表达量最低排列，然后从高到低相加，加

到50%（reads）的时候观察共包括多少个不同的

CDR3系列，即细胞克隆数，克隆数占总数的百分

比就是D50值。采用该软件可在初步建立TCR受

体库的基础上进一步进行序列分析：（1）计算每

个核苷酸的数目和每个部位的比例；（2）根据V基

因的最后位点、D基因的起始点和结束位点、J基

因的起始位点，检索在V-D-J重组期间的插入缺

失；（3）核苷酸被翻译成氨基酸。计算每个独特

的DNA系列、氨基酸序列表达情况。采用香农-威

纳指数（Shannon-Wiener index）和D50评估样本的

多样性［8］。

1.5 统计学分析

采用SPSS 22.0统计软件进行统计学分析。符

合正态分布的计量资料以均数±标准差 （x̄ ± s）

表示，组间比较采用两样本t检验；偏态分布的计

量资料以中位数 （范围） 表示，组间比较采用

Mann-Whitney U秩和检验；计数资料以例数和百分

率（%）表示，组间比较采用 χ 2检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

12例脓毒症新生儿纳入研究，其中男7例，女

5 例；胎龄 37+3~39+5 周，出生体重 2 560~3 800 g，

日龄7~27 d。对照组9例中，男5例，女4例，胎

龄 38+1~39+3 周，出生体重 2 585~3 835 g，日龄 9~

26 d。两组患儿性别、胎龄、出生体重、日龄的比

较差异均无统计学意义（P>0.05）。见表1。

12例脓毒症新生儿血培养致病菌情况：大肠

埃希菌3例，无乳链球菌2例，溶血葡萄球菌2例，

肺炎克雷伯菌2例，产气肠杆菌1例，黏质沙雷菌

1例，铜绿假单胞菌1例。

2.2 基本测序信息

采集病例组（12份）和对照组（9份）外周血

样本，运用Illumina平台进行高通量测序，从每一

个样本获取的测序数据平均值为2 500万次。测序

结果显示，与对照组比较，病例组CDR3总序列

数、CDR3独有nt序列数、CDR3独有aa序列数均

较少，两组比较差异均有统计学意义（P<0.05）；

病例组香农-威纳指数亦低于对照组 （P<0.05）。

见表2。

2.3 CDR3序列长度分析

本研究对病例组和对照组的外周血TCR β链

CDR3序列长度进行了分析。共获得1 213 665个独

特的CDR3 nt序列，为高斯分布，其长度分布在病

例组和对照组之间相似，CDR3长度从30~57 nt变

化，峰值在42 nt，即14个氨基酸长的片段。

用WebLogo网站分析所有长度为42 nt序列的

核苷酸组成，结果显示：病例组和对照组新生儿

的CDR3序列V区基因中均是鸟嘌呤（G）利用率

相对较高（图1）；J区基因中均是胞嘧啶（C）利

用率相对较高（图2）。

表1 病例组与对照组新生儿的基本情况比较

组别

对照组

病例组

χ2/t/Z值

P值

例数

9

12

性别
(男/女, 例)

5/4

7/5

-0.016

0.899

胎龄
(x̄ ± s, 周)

38.4±1.4

38.7±1.2

-0.383

0.706

出生体重
(x̄ ± s, g)

3 542±492

3 270±544

1.180

0.253

日龄
[中位数(范围), d]

15(9~26)

13(7~27)

0.231

0.751

表2 病例组和对照组CDR3序列相关系数比较 （x̄ ± s）

组别

对照组

病例组

t值

P值

例数

9

12

CDR3总序列数

1 214 900±417 799

812 703±58 526

2.867

0.020

CDR3独有nt序列数

96 679±35 947

28 629±12 836

5.426

<0.001

CDR3独有aa序列数

85 148±340 055

23 720±1 082

5.224

0.001

香农-威纳指数

0.64±0.12

0.50±0.09

3.064

0.006

2.4 免疫组库多样性分析

比对分析鉴定出系列的VDJ基因后，通过统

计重组基因的表达，获得每一种reads的表达数，

该表达数从统计学上可以代表一种细胞的相对数

量。同时，根据V-J配对的情况，统计每一类V-J

配对使用频率的表达情况，并通过3D图（图3），

直观地看到表达多样性的变化情况：对照组外周

血TCR β链CDR3受体库多样性较为丰富，而病例

组的CDR3受体多样性较少，呈现寡克隆分布。采

用D50作为TCR β链CDR3多样性的评价指标［9］，

显示病例组TCR β链CDR3序列多样性低于对照组

（D50：10.5±0.8 vs 17.3±1.5），差异有统计学意义

（t=13.433，P=0.011）。

2.5 各样本Ｖ和Ｊ区基因片段使用频率分析

对病例组和对照组新生儿外周血 TCR β链

CDR3免疫组库3D图（图3）进行分析显示：48个

V区和13个J区基因片段在病例组和对照组之间显

示出不同的使用频率，使用Mann-Whitney U检验

得出两组间有意义的基因。全部J区基因片段中，

病例组TRBJ2-3、TRBJ2-5和 TRBJ2-7的基因使用

A

B

位点

位点

图1 对照组和病例组V区基因碱基系列结构图 每一个位点都由ATCG 4个字母组成，每个字母由一种颜色代

表，字母的高低代表该碱基的比例大小。横坐标代表基因5'到3'的每一个位点，纵坐标代表某位点几种碱基的比例。对照组

（图A）和病例组（图B）均是鸟嘌呤（G）的比例较大。

A

B

位点

位点

图2 对照组和病例组J区基因碱基系列结构图 每一个位点都由ATCG 4个字母组成，每个字母由一种颜色代

表，字母的高低代表该碱基的比例大小。横坐标代表基因5'到3'的每一个位点，纵坐标代表某位点几种碱基的比例。对照组

（图A）和病例组（图B）均是胞嘧啶（C）的比例较大。
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频率均高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05），

而其他基因在对照组更常见，见表3。全部V区基

因片段中，病例组TRBV10-3、TRBV2和TRBV20-

1的基因使用频率均高于对照组，差异均有统计学

意义 （P<0.05），而其他基因在对照组更常见，

见表4。

表4 病例组和对照组V区基因使用频率的比较

［中位数（范围）］

TRBV10-1

TRBV10-2

TRBV10-3

TRBV11-1

TRBV11-2

TRBV11-3

TRBV12-3

TRBV12-4

TRBV12-5

TRBV13

TRBV14

TRBV15

TRBV16

TRBV18

TRBV13

0.010(0.008~0.013)

0.016(0.012~0.021)

0.037(0.035~0.045)

0.012(0.009~0.014)

0.015(0.010~0.019)

0.013(0.010~0.018)

0.019(0.013~0.023)

0.022(0.015~0.029)

0.014(0.010~0.020)

0.012(0.009~0.014)

0.011(0.008~0.014)

0.011(0.007~0.014)

0.010(0.007~0.013)

0.011(0.006~0.014)

0.012(0.007~0.015)

0.009(0.007~0.012)

0.015(0.011~0.020)

0.047(0.040~0.051)

0.011(0.008~0.014)

0.014(0.010~0.018)

0.012(0.009~0.016)

0.016(0.012~0.021)

0.018(0.014~0.025)

0.013(0.011~0.021)

0.010(0.008~0.013)

0.010(0.007~0.013)

0.010(0.007~0.014)

0.009(0.006~0.013)

0.010(0.006~0.013)

0.010(0.007~0.013)

1.012

1.789

-2.561

1.016

1.778

1.998

2.015

2.453

1.896

1.055

1.014

1.042

1.055

1.015

1.075

0.048

0.041

0.031

0.047

0.042

0.040

0.038

0.032

0.039

0.046

0.047

0.045

0.046

0.047

0.043

基因
对照组
(n=9)

病例组
(n=12)

Z值 P值表3 病例组和对照组J区基因使用频率的比较

［中位数（范围）］

基因

TRBJ1-1

TRBJ1-2

TRBJ1-3

TRBJ1-4

TRBJ1-5

TRBJ1-6

TRBJ2-1

TRBJ2-2

TRBJ2-3

TRBJ2-4

TRBJ2-5

TRBJ2-6

TRBJ2-7

对照组
(n=9)

0.011(0.007~0.014)

0.016(0.011~0.021)

0.008(0.005~0.010)

0.009(0.006~0.012)

0.012(0.009~0.018)

0.014(0.010~0.018)

0.021(0.013~0.027)

0.020(0.012~0.029)

0.028(0.021~0.032)

0.008(0.004~0.013)

0.030(0.028~0.037)

0.007(0.003~0.014)

0.038(0.031~0.087)

病例组
(n=12)

0.009(0.006~0.012)

0.015(0.010~0.020)

0.007(0.004~0.009)

0.008(0.005~0.013)

0.011(0.010~0.018)

0.012(0.008~0.016)

0.019(0.012~0.024)

0.018(0.011~0.025)

0.031(0.021~0.035)

0.007(0.004~0.012)

0.035(0.031~0.041)

0.005(0.003~0.011)

0.045(0.040~0.048)

Z值

1.212

1.196

1.011

1.016

1.197

1.198

1.225

1.223

-1.301

1.015

-1.359

1.012

-1.658

P值

0.048

0.047

0.052

0.051

0.047

0.047

0.048

0.048

0.046

0.051

0.043

0.052

0.041

TRBV家族

A

频
次

B

频
次

TRBJ家族

TRBJ家族

TRBV家族

图3 对照组和病例组TCR β链CDR3免疫组库3D图 X轴表示V基因亚型，Y轴表示J基因亚型，X-Y平面每

一个点代表一个V-J配对的克隆。Z轴则代表每一个克隆的表达丰度。图A为对照组V-J匹配频率热点示例图，其样品的TCR β
链CDR3受体库多样性较为丰富；图B为病例组V-J匹配频率热点示例图，其样品的TCR β链CDR3受体库多样性较少。

TRBV2

TRBV20-1

TRBV24-1

TRBV25-1

TRBV27

TRBV28

TRBV29

TRBV30

TRBV3-1

TRBV4-1

TRBV4-2

TRBV4-3

TRBV5-1

TRBV5-4

TRBV5-5

TRBV5-6

TRBV5-8

TRBV6-1

TRBV6-2

TRBV6-3

TRBV6-4

TRBV6-5

TRBV6-6

TRBV6-8

TRBV6-9

TRBV7-2

TRBV7-3

TRBV7-4

TRBV7-6

TRBV7-7

TRBV7-8

TRBV7-9

TRBV9

0.041(0.032~0.048)

0.059(0.054~0.079)

0.027(0.020~0.035)

0.017(0.012~0.025)

0.013(0.010~0.019)

0.020(0.014~0.027)

0.025(0.016~0.031)

0.011(0.007~0.014)

0.010(0.007~0.013)

0.014(0.011~0.019)

0.019(0.013~0.027)

0.019(0.014~0.029)

0.032(0.025~0.037)

0.029(0.020~0.035)

0.012(0.008~0.015)

0.013(0.010~0.020)

0.010(0.006~0.013)

0.014(0.009~0.020)

0.011(0.007~0.014)

0.010(0.008~0.015)

0.012(0.008~0.015)

0.029(0.020~0.035)

0.014(0.010~0.019)

0.009(0.007~0.012)

0.012(0.008~0.015)

0.032(0.025~0.038)

0.028(0.020~0.033)

0.009(0.007~0.012)

0.014(0.010~0.020)

0.010(0.008~0.015)

0.013(0.010~0.021)

0.029(0.021~0.034)

0.014(0.010~0.021)

0.049(0.041~0.053)

0.089(0.079~0.132)

0.020(0.015~0.025)

0.015(0.011~0.027)

0.012(0.010~0.018)

0.017(0.012~0.025)

0.020(0.015~0.027)

0.010(0.006~0.014)

0.009(0.006~0.013)

0.012(0.010~0.019)

0.016(0.013~0.024)

0.017(0.013~0.025)

0.029(0.020~0.034)

0.027(0.020~0.033)

0.010(0.006~0.013)

0.012(0.010~0.018)

0.009(0.007~0.012)

0.013(0.011~0.019)

0.010(0.006~0.014)

0.009(0.007~0.012)

0.011(0.007~0.014)

0.025(0.018~0.033)

0.012(0.010~0.019)

0.008(0.006~0.012)

0.011(0.007~0.013)

0.028(0.020~0.032)

0.025(0.018~0.031)

0.008(0.006~0.012)

0.012(0.009~0.019)

0.009(0.007~0.012)

0.012(0.010~0.018)

0.025(0.018~0.030)

0.012(0.010~0.019)

-1.871

-3.017

2.545

1.998

1.017

2.012

2.356

1.041

1.038

1.058

2.012

1.998

2.457

2.014

1.075

1.073

1.015

1.996

1.043

1.013

1.038

2.256

1.057

1.010

1.039

2.467

2.253

1.009

1.056

1.038

1.997

2.271

1.068

0.039

0.023

0.031

0.035

0.041

0.028

0.022

0.045

0.046

0.044

0.039

0.035

0.030

0.037

0.044

0.043

0.048

0.039

0.045

0.048

0.047

0.032

0.044

0.049

0.047

0.029

0.033

0.050

0.045

0.047

0.039

0.032

0.043

表4（续）

基因
对照组
(n=9)

病例组
(n=12)

Z值 P值

3 讨论

新生儿脓毒症是新生儿期感染致死的主要原

因，若识别和救治不及时可迅速导致多器官功能

障碍［1］。最新证据表明免疫反应在脓毒症的发病

过程中起到重要作用［10］。新生儿对病原体的易感

性，不仅因免疫系统不成熟所致，近年来越来越

多的研究表明，适应性免疫在新生儿抗感染免疫

中具有关键作用［11］。T细胞和B细胞是适应性免疫

的两种主要细胞组分，其中Ｔ细胞是机体细胞免

疫功能的执行者。TCR既是T细胞特异性识别和结

合特异性抗原表位触发免疫应答的关键分子，其

中TCR高变区的CDR3变异最大，是最能代表T细

胞的应答特征，其在外周形成了具有多样性的T细

胞CDR3受体库［12］。TCR多样性是保证个体在多变

环境中对不同外来抗原发生有效免疫应答的关键，

但对于其在抗感染免疫中的作用及其机制尚不清

楚。因此，本研究利用免疫组库测序技术分析新

生儿脓毒症患者外周血TCR多样性对其发病的免

疫应答机制显得非常重要。

本研究通过采集病例组和对照组新生儿外周

血样本，运用Illumina HiSeq 2000平台进行高通量

测序，从每一个样本获取的测序数据平均值为

2 500万次，远大于既往报道的100万次［13］，因此，

可认为本研究测序的结果是稳定和可信的。测序

结果显示：与对照组比较，病例组患儿CDR3总序

列数、CDR3独有nt序列数、CDR3独有aa序列数

都相对较少，两组比较差异均有统计学意义，提

示在抗原的刺激下可以引起具有特定的CDR3区T

细胞扩增。

本 研 究 运 用 免 疫 组 库 测 序 技 术 共 获 得

1 213 665个独特的CDR3 nt序列，病例组CDR3长

度与对照组比较差别不大，都呈高斯分布；用

WebLogo网站分析所有长度为42 nt序列的核苷酸

组成，病例组和对照组的CDR3序列V区基因中均

是鸟嘌呤（G）利用率相对较高，J区基因中均是

胞嘧啶（C）利用率相对较高，研究结果显示病例

组和对照组新生儿CDR3的长度和类型相似，与文

献报道一致，提示免疫组库建库成功［13］。本研究

采用D50和香农-威纳指数作为TCR β链CDR3多

样性的评价指标，显示病例组TCR β链CDR3序列

多样性低于对照组。江意春等［14］采用高通量测序

分析成人脓毒症患者早期T细胞TCR β链CDR3的

多样性，显示明显降低。本研究在初步建立TCR

受体库的基础上采用多种方法评估脓毒症新生儿

外周血TCR β链CDR3多样性，研究结果均显示脓

毒症新生儿外周血TCR β链CDR3多样性下降，提

示脓毒症新生儿T细胞亚群减少或消失，对抗原的

应答能力下降。其机制可能是在严重感染状态下，

特殊的抗原刺激可引起某一或某些亚家族的TCR

特异性重排，出现某些TCR特异性的T细胞克隆性

增殖的现象，破坏TCR多样性。
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TRBV2

TRBV20-1

TRBV24-1

TRBV25-1

TRBV27

TRBV28

TRBV29

TRBV30

TRBV3-1

TRBV4-1

TRBV4-2

TRBV4-3

TRBV5-1

TRBV5-4

TRBV5-5

TRBV5-6

TRBV5-8

TRBV6-1

TRBV6-2

TRBV6-3

TRBV6-4

TRBV6-5

TRBV6-6

TRBV6-8

TRBV6-9

TRBV7-2

TRBV7-3

TRBV7-4

TRBV7-6

TRBV7-7

TRBV7-8

TRBV7-9

TRBV9

0.041(0.032~0.048)

0.059(0.054~0.079)

0.027(0.020~0.035)

0.017(0.012~0.025)

0.013(0.010~0.019)

0.020(0.014~0.027)

0.025(0.016~0.031)

0.011(0.007~0.014)

0.010(0.007~0.013)

0.014(0.011~0.019)

0.019(0.013~0.027)

0.019(0.014~0.029)

0.032(0.025~0.037)

0.029(0.020~0.035)

0.012(0.008~0.015)

0.013(0.010~0.020)

0.010(0.006~0.013)

0.014(0.009~0.020)

0.011(0.007~0.014)

0.010(0.008~0.015)

0.012(0.008~0.015)

0.029(0.020~0.035)

0.014(0.010~0.019)

0.009(0.007~0.012)

0.012(0.008~0.015)

0.032(0.025~0.038)

0.028(0.020~0.033)

0.009(0.007~0.012)

0.014(0.010~0.020)

0.010(0.008~0.015)

0.013(0.010~0.021)

0.029(0.021~0.034)

0.014(0.010~0.021)

0.049(0.041~0.053)

0.089(0.079~0.132)

0.020(0.015~0.025)

0.015(0.011~0.027)

0.012(0.010~0.018)

0.017(0.012~0.025)

0.020(0.015~0.027)

0.010(0.006~0.014)

0.009(0.006~0.013)

0.012(0.010~0.019)

0.016(0.013~0.024)

0.017(0.013~0.025)

0.029(0.020~0.034)

0.027(0.020~0.033)

0.010(0.006~0.013)

0.012(0.010~0.018)

0.009(0.007~0.012)

0.013(0.011~0.019)

0.010(0.006~0.014)

0.009(0.007~0.012)

0.011(0.007~0.014)

0.025(0.018~0.033)

0.012(0.010~0.019)

0.008(0.006~0.012)

0.011(0.007~0.013)

0.028(0.020~0.032)

0.025(0.018~0.031)

0.008(0.006~0.012)

0.012(0.009~0.019)

0.009(0.007~0.012)

0.012(0.010~0.018)

0.025(0.018~0.030)

0.012(0.010~0.019)

-1.871

-3.017

2.545

1.998

1.017

2.012

2.356

1.041

1.038

1.058

2.012

1.998

2.457

2.014

1.075

1.073

1.015

1.996

1.043

1.013

1.038

2.256

1.057

1.010

1.039

2.467

2.253

1.009

1.056

1.038

1.997

2.271

1.068

0.039

0.023

0.031

0.035

0.041

0.028

0.022

0.045

0.046

0.044

0.039

0.035

0.030

0.037

0.044

0.043

0.048

0.039

0.045

0.048

0.047

0.032

0.044

0.049

0.047

0.029

0.033

0.050

0.045

0.047

0.039

0.032

0.043

表4（续）

基因
对照组
(n=9)

病例组
(n=12)

Z值 P值

3 讨论

新生儿脓毒症是新生儿期感染致死的主要原

因，若识别和救治不及时可迅速导致多器官功能

障碍［1］。最新证据表明免疫反应在脓毒症的发病

过程中起到重要作用［10］。新生儿对病原体的易感

性，不仅因免疫系统不成熟所致，近年来越来越

多的研究表明，适应性免疫在新生儿抗感染免疫

中具有关键作用［11］。T细胞和B细胞是适应性免疫

的两种主要细胞组分，其中Ｔ细胞是机体细胞免

疫功能的执行者。TCR既是T细胞特异性识别和结

合特异性抗原表位触发免疫应答的关键分子，其

中TCR高变区的CDR3变异最大，是最能代表T细

胞的应答特征，其在外周形成了具有多样性的T细

胞CDR3受体库［12］。TCR多样性是保证个体在多变

环境中对不同外来抗原发生有效免疫应答的关键，

但对于其在抗感染免疫中的作用及其机制尚不清

楚。因此，本研究利用免疫组库测序技术分析新

生儿脓毒症患者外周血TCR多样性对其发病的免

疫应答机制显得非常重要。

本研究通过采集病例组和对照组新生儿外周

血样本，运用Illumina HiSeq 2000平台进行高通量

测序，从每一个样本获取的测序数据平均值为

2 500万次，远大于既往报道的100万次［13］，因此，

可认为本研究测序的结果是稳定和可信的。测序

结果显示：与对照组比较，病例组患儿CDR3总序

列数、CDR3独有nt序列数、CDR3独有aa序列数

都相对较少，两组比较差异均有统计学意义，提

示在抗原的刺激下可以引起具有特定的CDR3区T

细胞扩增。

本 研 究 运 用 免 疫 组 库 测 序 技 术 共 获 得

1 213 665个独特的CDR3 nt序列，病例组CDR3长

度与对照组比较差别不大，都呈高斯分布；用

WebLogo网站分析所有长度为42 nt序列的核苷酸

组成，病例组和对照组的CDR3序列V区基因中均

是鸟嘌呤（G）利用率相对较高，J区基因中均是

胞嘧啶（C）利用率相对较高，研究结果显示病例

组和对照组新生儿CDR3的长度和类型相似，与文

献报道一致，提示免疫组库建库成功［13］。本研究

采用D50和香农-威纳指数作为TCR β链CDR3多

样性的评价指标，显示病例组TCR β链CDR3序列

多样性低于对照组。江意春等［14］采用高通量测序

分析成人脓毒症患者早期T细胞TCR β链CDR3的

多样性，显示明显降低。本研究在初步建立TCR

受体库的基础上采用多种方法评估脓毒症新生儿

外周血TCR β链CDR3多样性，研究结果均显示脓

毒症新生儿外周血TCR β链CDR3多样性下降，提

示脓毒症新生儿T细胞亚群减少或消失，对抗原的

应答能力下降。其机制可能是在严重感染状态下，

特殊的抗原刺激可引起某一或某些亚家族的TCR

特异性重排，出现某些TCR特异性的T细胞克隆性

增殖的现象，破坏TCR多样性。
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本研究对病例组和对照组新生儿外周血TCR β
链CDR3免疫组库3D图进行了分析。对V片段48

个基因的使用频率进行比较显示，其中TRBV10-3、

TRBV2和TRBV20-1的使用频率病例组均高于对照

组，差异有统计学意义；J片段13个基因的使用频

率进行比较，其中TRBJ2-3、TRBJ2-5和 TRBJ2-7

的使用频率病例组高于对照组，差异有统计学意

义。既往研究已明确用测定特定CDR3顺序出现的

频率，来观察特定T细胞克隆增加的程度，并能反

映T细胞的功能状态［15］。因此，本研究结果提示

新生儿脓毒症患儿外周血TCR β链CDR3序列的

TRBV20-1、TRBV2、TRBV10-3、TRBJ2-7、TRBJ2-5

和TRBJ2-3可能参与疾病的免疫应答，为以后进一

步研究新生儿脓毒症发病机制提供了依据。

综上所述，本研究显示脓毒症新生儿TCR β链
CDR3多样性降低，推测V、J区部分亚型的异常表

达可能参与新生儿脓毒症的免疫应答，患儿基础

免疫状态的复杂性可能是免疫功能失调导致脓毒

血症的原因之一。下一步的研究有待扩大样本量，

对不同类型细菌感染致脓毒症新生儿 TCR β链

CDR3多样性及与预后的关系进一步研究；分析整

个病程各阶段的T细胞功能，在免疫组库的基础上

筛选出新生儿脓毒症患者外周血TCR β链的优势取

用 CDR3 序列，探寻这些包含特定 CDR3 序列的

TCR所针对的抗原特征，期待在揭示新生儿脓毒

症免疫应答机制的基础上为其特异性T细胞免疫治

疗提供依据。
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