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　　［摘　要］　目的　定量检测急性淋巴细胞白血病（急淋）患儿不同阶段外周血中信号连接／结合 Ｔ细胞受体
重排删除环（ｓｊＴＲＥＣｓ）水平的变化，以评价其作为预测化疗后严重感染指标的可行性。方法　共收集初发急淋患
儿（初发组，ｎ＝３０）、早期强化化疗结束后白细胞恢复且未感染患儿（化疗组，ｎ＝３６）、化疗后严重感染患儿（感染
组，ｎ＝３０）及正常同龄儿童（正常组，ｎ＝５０）外周血标本共１４６份，通过ＦＱＰＣＲ法检测其ｓｊＴＲＥＣｓ水平，并进行组
间比较。结果　正常组平均ｓｊＴＲＥＣｓ为（３９４±２７０）ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ，高于其他３组（Ｐ＜０．０５）；化疗组 ｓｊＴＲＥＣｓ水
平低于初发组 ［（９６±７８）ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣｖｓ（２１０±２１９）ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ，Ｐ＜０．０５］；感染组ｓｊＴＲＥＣｓ水平最低，仅
为（４８±４０）ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ。结论　 监测急淋患儿化疗后ｓｊＴＲＥＣｓ水平变化可能有助于早期预测机体严重感染
的发生。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（６）：４６６－４７０］
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　　急性淋巴细胞性白血病（急淋）是儿童最常见
的恶性肿瘤。在儿童急性白血病治疗相关死亡原因

中，感染是最重要的原因之一，而且有相当一部分患

儿的严重感染是在骨髓造血功能恢复后发生。因此

如何早期发现患儿严重感染的可能性并及时有效地

进行干预治疗，将有助于提高患儿的长期生存率。

·６６４·
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化疗可引起患儿的细胞免疫功能受损，而 Ｔ淋
巴细胞是细胞免疫的重要组成成分，只有经过胸腺

内成熟的Ｔ淋巴细胞才具有完整的免疫识别能力，
因此胸腺功能的损害是感染发生的最重要原因

之一。

信号连接／结合 Ｔ细胞受体重排删除环（ｓｉｇｎａｌ
ｊｏｉｎｔＴｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｃｉｓｉｏｎＤＮＡｃｉｒｃｌｅｓ，ｓｊＴＲＥＣｓ）
是在Ｔ细胞受体重排过程中删除的一段环状 ＤＮＡ，
为游离基因，且不随 Ｔ细胞的分裂而扩增，其含量
代表了ＴＣＲ基因初始重排时 ＮａｉｖｅＴ细胞的含量，
故可以作为胸腺的近期输出功能指标［１］。有研究

发现，ｓｊＴＲＥＣｓ水平高低可以作为预测患儿造血干
细胞移植后 Ｔ细胞重建的指标［２］。因此患儿外周

血ｓｊＴＲＥＣｓ水平变化可能是判断化疗后胸腺功能损
害程度的有效指标。

本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ法检测不同时
期急淋患儿外周血 ｓｊＴＲＥＣｓ水平的变化，以评价化
疗对患儿胸腺输出功能的影响，并探讨其在预测化

疗后严重感染中的作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
共收集２００８年５月至２００９年１０月间在我院

住院治疗的９６例急淋患儿的临床资料及外周血标
本，其中化疗后重症肺部感染（感染组）患儿３０例
（男１８例，女１２例，男∶女 ＝１．５∶１），中位年龄７．０
（１．５～１５）岁；新诊断（初发组）患儿３０例（男１５
例，女１５例，男∶女 ＝１∶１），中位年龄４（１．３～１３）
岁；早期强化化疗后外周血白细胞水平基本恢复且

未感染（化疗组）患儿３６例（男２１例，女１５例，男∶
女＝１．４∶１），中位年龄６（３～１４）岁；另收集 ５０例正
常同龄儿童（正常组）外周血标本作为对照组，中位

年龄５（３～１２）岁。４组标本采集时间分别为：初发
组为疾病确诊后化疗开始前；化疗组于第４次化疗
结束后白细胞基本恢复（＞３×１０９／Ｌ）且未感染时；
感染组于严重肺部感染发生且白细胞 ＞２．５×１０９／Ｌ
时；正常组则于门诊体检时采集标本。４组儿童的性
别、年龄及白细胞计数差异均无统计学意义，见表１。
所有急淋患儿均进入 ｓｃｍｃ２００５ＡＬＬｐｒｏｔｏｃｏｌ方
案［３］化疗。感染患儿的确诊依据均根据临床症状

和影像学检查结果；化疗组患儿则根据化疗方案分

组原则分为中危组（ｎ＝２０）和低危组（ｎ＝１６）。
抽取上述儿童外周血３～５ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，使

用 ＦｌｅｘＧｅｎｅＤＮＡ Ｋｉｔ（２５０）（ＱＩＡＧＥＮ ＣａｔＮｏ．

５１２０６）试剂盒提取外周血样品的基因组 ＤＮＡ，
－８０℃ 冰箱保存。

表１　各组基本情况

年龄（岁）
性别（例）

男 女

白细胞计数（×１０９／Ｌ）
（ｘ±ｓ）

正常组 ５（３～１２） ２７ ２３ ７．２±２．４
初发组 ４（１．３～１３） １５ １５ ６．１±４．２
化疗组 ６（３～１４） ２１ １５ ９．０±８．６
感染组 ７（１．５～１５） １８ １２ ４．９±２．１
χ２或Ｆ值 １．２１６ ０．７１１ １．９４７
Ｐ值 ０．４５５ ０．７０１ ０．１５３

１．２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测ｓｊＴＲＥＣｓ含量
１．２．１　引物和探针的设计与合成　　基本原则是
从ＴＣＲδ基因组序列中于 δＲｅｃ基因片段的下游设
计一上游引物和在 ψＪα的上游设计一下游引物，并
在该扩增片段中间设计一荧光素标记探针，因

ｓｊＴＲＥＣｓ是ＴＣＲ的胚系基因上被重组酶切下并组成
环行ＤＮＡ的产物，故设计引物时反向引物与其他基
因不同，应与前向引物方向相反。选取 ＴＣＲα链的
恒定区（Ｃα）的一段基因做为内参基因。引物及探针
由大连宝生物工程有限公司合成，探针荧光素５′连
ＦＡＭ，３′连ＴＡＭＲＡ。具体引物及探针序列见表２。

表２　ｓｊＴＲＥＣ及内参Ｃα的引物和探针序列

基因 序列

靶基因ＴＲＥＣ前向引物 ５′ＣＣＡＴＧＣＴＧＡＣＡＣＣＴＣＴＧＧＴＴ３′
反向引物 ５′ＴＣＧＴＧＡＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＴＧＡＡＧ３′
探针 ５′ＦＡＭＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＣＡＴＡＧＧＣＡＣＣＴＧＣＴＡＭＲＡ３′

内参Ｃα 前向引物 ５′ＣＣＴＧＡＴＣＣＴＣＴＴＧＴＣＣＣＡＣＡＧ３′
反向引物 ５′ＧＧＡＴＴＴＡＧＡＧＴＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＧＴＡＣＡ３′
探针 ５′ＦＡＭＡＴＣＣＡＧＡＡＣＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＣＣＧＴＡＭＲＡ３′

１．２．２　ｓｊＴＲＥＣｓ和Ｃα标准曲线的建立　　首先在
普通温度梯度ＰＣＲ仪上调试最适反应温度、退火温
度及最适引物、探针和模板量，以期能得到最大量的

目的片段。将得到的 ＰＣＲ产物通过凝胶电泳纯化
后割胶回收，估计浓度，再将目的基因片段与

ＰＭＤ１９Ｔｖｅｃｔｏｒ连接，然后将连接产物转化入 ＤＨ
５α感受态细胞。将转化后的 ＤＨ５α菌株进行筛
选，摇菌，部分菌液抽提质粒并送公司（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，上
海）测序验证，测序验证后部分剩余菌液保种，部分

抽提质粒，测质粒 ｄｓＤＮＡ浓度，将浓度换算成拷贝
数，再按浓度要求稀释成 １０７、１０６、１０５、１０４、１０３、
１０２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，经实时荧光定量ＰＣＲ建立标准曲线。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ　　每一例标本同时进
行 ２次 ｓｊＴＲＥＣｓ和内参 Ｃα检测，反应体系为
·７６４·
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２５μＬ，其中含基因组或标准品 ＤＮＡ２μＬ，Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ，ｃｏｄｅＤ３３２Ａ）１２．５μＬ，前向、反向
引物（１０μＭ）各０．２５μＬ，探针（５μＭ）０．２５μＬ，
ＤＤＨ２Ｏ１０．７５μＬ。反应在ＡＢＩＰｒｉｓｍ７０００Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｄｅｔｅｃｔｏｒ上进行；反应条件为 ９５℃ １ｍｉｎ变性后，
９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ共４０个循环。
１．３　统计学分析

所有统计学分析在ＳＰＳＳ１３．０上进行。多组间
比较采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ法或ＲＣ表法，组间两
两比较采用Ｔａｍｈａｎｅ法，对数据不符合正态分布者，
显著性检验采用非参数检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结 果

２．１　ｓｊＴＲＥＣｓ和内参Ｃα的绝对定量
在实时荧光定量ＰＣＲ反应中，结合一个含有淬

火者（ＴＡＭＲＡ）和一报告者（ＦＡＭ）荧光素的探针，
在反应过程中 ＴａｑＤＮＡ聚合酶将探针分离，使淬火
者与报告者荧光素分离，从而显示了报告者荧光素，

当该荧光素达到一定数量时，便可被检测到。根据

其达到检测的最低基数所需的循环数（Ｃｔ值）与标
准曲线比较，从而确定其样本中所含的绝对基因拷

贝数。

２．２　各组 ｓｊＴＲＥＣｓ相对含量
由于标本的差异，需要将 ｓｊＴＲＥＣｓ的绝对定量

转化为相对定量以使样本具有可比性。由于每个细

胞中含有两个Ｃα基因，因此，根据公式（ｓｊＴＲＥＣｓ绝
对含量／Ｃα绝对含量）×２×１０００就可以计算出每

１０００个单个核细胞中ｓｊＴＲＥＣｓ的相对含量。
正常组、初发组、化疗组及感染组ｓｊＴＲＥＣｓ的相

对含量分别为 ３９４±２７０、２１０±２１９、９６±７８及
４８±４０ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ。不难看出，感染组 ｓｊＴＲＥＣｓ
相对含量最低，而正常组最高，其次为初发组。化

疗组及感染组的 ｓｊＴＲＥＣｓ含量明显低于初发组
（Ｐ＜０．０５或０．０１），而感染组 ｓｊＴＲＥＣｓ水平明显
低于化疗组（Ｐ＜０．０５）；同时将初发组、感染组及
化疗组同正常组比较，发现这３组 ｓｊＴＲＥＣｓ水平均
明显低于正常组。见表 ３、图 １。

化疗低危组 ｓｊＴＲＥＣｓ相对含量为（１５４±６５）
ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ，明显高于中危组的相对含量
［（５８±６２）ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ］，Ｐ＜０．０１。
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　　图１　各组 ｓｊＴＲＥＣｓ水平　ａ：与正常组比较，Ｐ＜０．０５；
ｂ：与正常组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与初发组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与化疗

组比较，Ｐ＜０．０５

表３　４组ｓｊＴＲＥＣ和Ｃα的绝对和相对定量结果　（ｃｏｐｉｅｓ／１０３ＭＮＣ）

ｓｊＴＲＥＣｓ绝对定量

ｘ±ｓ 中位值（范围）

Ｃα绝对定量

ｘ±ｓ 中位值（范围）

ｓｊＴＲＥＣｓ相对含量

ｘ±ｓ 中位值（范围）

正常组 ６９５５±８０４７ ２２７６（１７～３４１０８） ４３３０４±１２１３２０ １０７３７（１２８～８１３９１０） ３９４±２７０ 　　３７１（２４～１１１１）
初发组 ５６６９±８２６５ ３１９７（２１３～３３００３） ８６１３５±９８１６７ ５５５０５（３８６１～３７０３８７） ２１０±２１９ａ 　　１２９（１８～８２９）
化疗组 ２０７８±３３１７ ６７５（５～１３７６７） ４２３２５±１０８２５６ １４７７２（３９０～５４１０７８） ９６±７８ｂ，ｃ 　　 ７３（１～２８９）
感染组 ３８２２±６８３９ １２８４（９～３２９５５） ３１９１９４±６２０２６７ ９３３２９（６２２～２５１００００） ４８±４０ｂ，ｃ，ｄ 　　 ３８（０．１～１３１）
Ｆ值 — — １１．３１８
Ｐ值 — — ＜０．０１

　　ａ：与正常组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与正常组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与初发组比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与化疗组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨 论

机体免疫功能的下降或损害，是白血病患儿感

染增加的主要原因。机体免疫包括体液免疫和细胞

免疫，前者与 Ｂ细胞功能相关，并可以通过输注人

血免疫球蛋白等进行补充，而后者则是 Ｔ细胞功能
相关。因此，如何评价儿童急性白血病患者化疗后

Ｔ细胞功能损害程度是判断患者感染易感性的关
键。但迄今为止，Ｔ细胞受体的各种组成成分尚不
明了，获得特异的 Ｔ细胞克隆特异性抗体十分困
难［４］。由于Ｔ细胞可以在外周扩增，但这些外周扩

·８６４·
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增的 Ｔ淋巴细胞由于没有经过胸腺的免疫呈递而
不具有特异的免疫识别能力，因此几乎没有相应的

细胞功能，这也限制了 Ｔ淋巴细胞检测在临床中的
指导意义。胸腺是人体调控免疫的最重要的器官之

一，是Ｔ淋巴细胞分化、发育、成熟的场所，在建立
自身免疫耐受，维持机体免疫自稳等方面起着十分

重要的作用，其功能状态直接决定机体细胞免疫功

能，并间接影响体液免疫，如其功能异常则可诱发多

种免疫性疾病。只有在胸腺内成熟的 Ｔ细胞可获
得特异的抗原识别能力，从而获得特异性免疫能

力［５］，一旦胸腺功能受损，则在胸腺成熟的具有特

异免疫能力的Ｔ细胞数量将下降，并最终导致患者
感染可能性增加。早期研究也已证明，大剂量化疗

对于肿瘤患者胸腺功能具有损害，它能使患者的胸

腺细胞生成能力下降、成熟 Ｔ细胞数量减少以及免
疫功能下降［６］。因此，寻找合适的指标评价化疗后

急性白血病患儿的胸腺功能，对于预测化疗后感染

易感性具有重要意义。

由于既往缺乏能直接反映近期胸腺输出功能的

指标，只能借助于一些间接的手段，比如通过免疫表

型方法间接测定循环中处于 ｎａｉｖｅＴ细胞的数量［７］

或通过胸部 ＣＴ等影像学方法测定胸腺的体积，分
析胸腺指数（ｔｈｙｍｉｃｉｎｄｅｘ，ＴＩ）从而间接地了解胸腺
输出功能的情况。但事实上，具有ｎａｉｖｅＴ细胞表型
的 Ｔ细胞并不一定就是胸腺近期输出功能的确切
标记，而且由于其在成熟过程中的寿命并不一致，从

而使情况变得非常复杂，而后一种方法，由于胸腺输

出功能与胸腺体积并不相关［８］，故此方法也不可

行。直到１９９８年，Ｄｏｕｅｋ等［９］首先报道可以通过定

量检测分析存在于Ｔ细胞内的ｓｊＴＲＥＣｓ来直接反映
胸腺近期输出功能。ｓｊＴＲＥＣｓ是胸腺 Ｔ细胞成熟过
程中，ｓｊＴＲＥＣｓ细胞受体基因 α等位基因重排时候
被切除部分的ＤＮＡ形成的环状附加产物，它只存在
于Ｔ细胞成熟过程中以及胸腺细胞和成熟 Ｔ淋巴
细胞中，不能被复制，也不能备份，并在随后的细胞

增殖分化过程中逐渐被稀释［１０１１］，由于 ｓｊＴＲＥＣｓ连
接处ＤＮＡ序列并非细胞本身基因组组成成分，通过
检测该处序列能准确反映胸腺的细胞形成和输出能

力，存在特异性高，且敏感性强的特点。因此，

ｓｊＴＲＥＣｓ作为一个判断 Ｔ细胞免疫重建的确切指
标，随着其定量检测方法的建立和成熟，已被广泛应

用于免疫缺陷病（包括先天性和获得性）的诊断和

疗效评价，血液肿瘤病人的胸腺功能评价及各种方

式造血干细胞移植后免疫重建的评价当中［１２１３］。

已有研究证实化疗可以显著降低肿瘤患者的

ｓｊＴＲＥＣｓ水平［１］。本研究证实了这一点：化疗后急

淋患儿外周血 ｓｊＴＲＥＣｓ水平明显低于初诊未治患
儿，其中低危组患儿 ｓｊＴＲＥＣｓ水平明显高于中危组
患儿，提示这种损伤程度与化疗强度呈正相关。当

然，在本研究中也发现检测出的 ｓｊＴＲＥＣｓ含量差异
较大，考虑与样本量相对较少，而个体之间的差异性

较大有关，可能可以通过增加样本量来减少这种个

体差异。

另外，在临床工作中我们发现，并发严重感染但

血液中白细胞不低的患儿其感染通常进展迅速且非

常严重，常难以及时发现和有效治疗，相反，白细胞

降低的患儿的感染，则往往在白细胞恢复后迅速得

到控制。因此本研究特别选择了白细胞不低并出现

严重肺部感染的患儿，结果发现，虽然这些患儿的白

细胞计数并不低，但其 ｓｊＴＲＥＣｓ水平明显低于初发
未治者及化疗后外周血白细胞恢复且未感染儿，从

而表明这类病儿的胸腺功能受损更为严重。因此可

以认为，外周血细胞计数与细胞免疫功能的恢复并

不完全一致，胸腺功能受损是感染发生的重要原因

之一。这也提示我们，患者外周血 ｓｊＴＲＥＣｓ水平变
化可能是判断化疗后胸腺功能损害程度的有效指

标。本研究还发现，初发未治急淋患儿的 ｓｊＴＲＥＣｓ
水平同样明显低于正常同龄儿童，提示急淋患儿在

发病时即存在胸腺功能异常。

因此，本研究认为，通过对急淋患儿化疗前后不

同时期外周血ｓｊＴＲＥＣｓ水平的检测可以了解患儿的
胸腺输出功能情况，以评价患者的免疫状态，并据此

预测化疗后患儿严重感染发生的可能性，将为及时

进行有效干预和选择合适的治疗方案提供了可能的

客观指标和理论依据，这对于减少严重感染发生率

和化疗后感染相关死亡率，提高白血病患儿的生存

率和生存质量具有重要意义。
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（本文编辑：俞　燕）

·消息·

《实用新生儿学》第四版出版

由邵肖梅、叶鸿瑁、丘小汕教授主编的《实用新生儿学》第四版于２０１１年１月正式出版。这一版继承了金汉珍、黄
德珉和官希吉教授主编的前三版实用、先进的基本风格，所有章节都作了不同程度的修订，既注重临床医学新发展、新

技术、新方法的具体介绍，又详细叙述了学科发展的新理论、新动态、新思路。本版对不少疾病的病因和发病机制有了

新的阐述，对新的治疗方法、仪器和药物作了详尽的介绍。总字数比第三版增加了１／４。本版的编写队伍中，三分之二
是具有博士学位、活跃在新生儿临床第一线的中青年医学专家，他们的加入使本版内容的与时俱进有了可靠的保证，

是从事新生儿临床医务工作者案头必备的参考书。

因近期发现有不法分子盗版本书，请读者注意本书为人民卫生出版社出版，字数２２６万，售价１５６元，请到正规书
店购买。
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