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摘要  抗原特异 T 细胞受体(T cell receptor, TCR)基因修饰 T 细胞已被应用于肿瘤、病毒感染

过继免疫治疗研究, 取得了鼓舞人心的结果, 但在结核上未见报道. 本研究利用结核分枝杆菌

38 kD 抗原刺激人 CD4+, CD8+ T 细胞, 通过分析刺激前后 T 细胞 TCR 互补决定区 3 (com- 

plementarity determining region 3, CDR3)谱型, 从CD4+, CD8+ T细胞中分别筛选出38 kD抗原特

异的 TCR V11, V8 和 V3, V8 基因家族 T 细胞, 聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 

PCR) 扩增获得其, 链全长基因并插入逆转录病毒载体 , 构建重组载体 pMX-8- 

IRES-11-GFP (p811)和 pMX-8-IRES-3-GFP (p83), 分别转染初始 CD4+, CD8+ T 细胞, 

检测其体外抗结核抗原活性. 结果显示, TCR 基因修饰的 CD4+, CD8+ T 细胞均表达外源性

TCR, 不仅能特异性识别抗原, 且介导免疫效应功能, 表明结核抗原特异 TCR 基因修饰的 T 细

胞具有应用于多药耐药结核患者过继细胞免疫治疗的可能. 
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近年来, 随着耐药和多重耐药菌株流行, 结核杆

菌与人类免疫缺陷病毒 (human immunodeficiency 

virus, HIV)合并感染, 移植及免疫抑制剂使用等致免

疫损害宿主增多, 全球结核病死灰复燃, 呈现卷土重

来之势[1]. 尽管抗生素的发明曾一度控制结核病的流

行, 但抗生素的用药疗程长达半年乃至一年, 副作用

明显 , 而且越来越多的结核病患者对多种抗生素产

生了耐药性 . 耐药菌的产生及患者免疫力低下是导

致结核病难治的根本原因 , 单一调整化疗方案效果

有限 , 而且化疗无法解决因机体免疫力低下或缺陷

引起的内源性复燃和外源性再感染[2]. 因此, 开创新

的治疗方法已成为当务之急. 

在抗结核免疫反应中, 作用最关键的是特异性 T

细胞, 包括CD4+ 辅助性T细胞1型(T-helper cell type 1, 

Th1)和 CD8+ 细胞毒性 T 淋巴细胞(cytotoxic lympho-

cyte, CTL)[3]. 活化的 Th1 释放 γ-干扰素(interferon-γ, 

IFN-γ)和肿瘤坏死因子 - (tumor necrosis factor-, 

TNF-)等细胞因子, 激活和趋化巨噬细胞, 提高其对

胞内结核菌的杀灭和抗原递呈能力[4]. CTL 则发挥其细

胞毒作用, 特异识别和杀伤靶细胞, 暴露并清除胞内寄

生的结核菌[5]. 在潜伏感染者体内, 结核菌可局部建立

有利于 CD4+ CD25+ 调节性 T 细胞(regulatory T cell, 

Treg)募集和存活的环境, 抑制特异性免疫应答, 致使

结核菌不能被彻底清除, 保持休眠和静止状态, 与机体

免疫系统维持一种平衡[6]. 一旦各种因素导致机体免疫

力降低, 破坏了这种平衡, 潜伏感染者将发展为活动性

结核患者[7]. 而在患者体内, 特异 Th1 和 CTL 的抗结核

活性非常弱, 甚至处于“无能”状态[8].  

通过输注效应 T 细胞提高患者免疫功能的过继

免疫疗法, 尤其适用于免疫缺陷或低下的结核患者.
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国外已有学者开展结核过继细胞免疫的研究, Orme

等人[9]将供体小鼠脾内高抗结核活性 T 细胞体外扩

增后, 过继给 T 细胞缺陷型同系结核小鼠, 成功地将

保护性免疫传递给受者小鼠 , 使之清除体内的结核

病菌. Kitsukawa 等人[10]利用灭活的结核菌体外致敏

外周血淋巴细胞(peripheral blood lymphocyte, PBL),

将其回输给多药耐药肺结核患者, 取得良好疗效. 美

国 NIH 传染病研究所所长 St Georgiev[11]提出, 过继

细胞免疫疗法是一种有前景的结核病治疗策略.  

将结核抗原特异 Th1 和 CTL 在体外培养, 可突

破免疫调节网络限制 , 获得大量扩增的免疫效应细

胞, 回输体内后以最快的速度发挥抗结核效应. 但实

际上, 将抗原特异 T 细胞分离并扩增至临床治疗所

需数量非常困难, 对普通 T 细胞进行抗原特异 T 细胞

受体基因修饰则可有效解决这一问题[12]. 

目前, 将抗原特异 TCR 基因修饰 T 细胞应用于

肿瘤、病毒感染等 T 细胞免疫相关疾病的免疫治疗 

研究已取得较大进展, 成为该领域的热点. Morgan 等

人[13]将携带肿瘤抗原特异 TCR 基因的重组逆转录病

毒转染黑色素瘤患者 T 细胞, 再过继回输体内, 患者

病情发生显著好转, 修饰的 T 细胞在体内可维持 3 个

月, 有的甚至 1 年以上, 且形成记忆性 T 细胞, 验证

了该方法的临床可行性. 

本文率先开展抗原特异 TCR 基因修饰 T 细胞抗

结核免疫效应研究 , 旨在探讨其应用于结核过继细

胞免疫治疗的可能性 , 并为其他胞内菌感染性疾病

的免疫治疗研究提供新思路. 

1  材料与方法 

1.1  载体、细胞和试剂 

HL-10 菌株和 pMX-IRES-GFP 载体由第四军医

大学医学遗传学与发育生物学教研室韩骅教授惠赠; 

VSV-G 质粒、E. coli DH5, NIH3T3 和 GP2-293 细胞

为本研究所保存; pGEM-T 载体购自美国 Promega 公

司; Ficoll 淋巴细胞分离液购自上海生物制品研究所; 

粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子 (granulocyte- macro-

phage colony-stimulating factor, GM-CSF)、白介素-4 

(interleukin-4, IL-4), TNF-和 IL-7均购自美国Peprotech

公司; 38 kD 抗原由美国 ImmunoDiagnostics 公司供应; 

磁珠分选柱及磁珠分选试剂均购自德国 Miltenyi 

Biotec 公司; RNA 提取试剂盒购自美国 Omega Bio- 

Tek 公司; 第一链互补 DNA (complementary DNA, 

cDNA)合成试剂盒购自德国 MBI Fermentas 公司; 限

制性内切酶均由日本 TAKARA 公司生产; Lipofectin

转染试剂盒由美国 Invitrogen 生命技术公司供应; 聚

凝胺(polybrene, PE)和硫酸软骨素 C 购自美国 Sigma

公司; 鼠抗人 TCR V单抗购自美国 BD 公司; Cell 

Counting Kit-8 试剂盒购自日本 Dojindo 公司; 酶联免

疫 吸 附 实 验 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)试剂盒由武汉博士德生物工程有限公司提供; 

时间分辨荧光免疫分析(time resolved fluoroimmuno-

assay, TRFIA)杀伤检测试剂盒购自美国 PerkinElmer

公司; 测序和引物合成由上海英潍捷基贸易有限公司

完成. 

1.2  38 kD 抗原诱导特异性 T 细胞克隆增殖 

取健康志愿者外周血 20 mL, Ficoll 淋巴细   

胞分离液密度梯度离心法分离外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC), 贴壁培

养 2 h, 吸出悬浮细胞, 经尼龙毛柱法获得纯化的 T

细胞 , 冻存待用 . 向贴壁细胞中加入含 100 ng/mL 

GM-CSF, 80 ng/mL IL-4 的 10% FBS RPMI-1640 培养

液, 置 37℃, 5% CO2 条件下培养, 3 d 半量换液, 并

补充细胞因子, 第 6 天加入 10 ug/mL 38 kD 抗原蛋白, 

20 ng/mL TNF-, 继续培养 24 h 后收集树突状细胞

(dendritic cells, DC). 复苏冻存的 T 细胞, 与上述负

载 38 kD 抗原的 DC 按 10:1 的比例混合, 加入 10 

ng/mL IL-7, 培养 5 d 后, 再补充新鲜制备的负载 38 

kD 抗原的 DC 与上述 T 细胞共培养, 如此 5 d 为 1 个

周期, 反复刺激 3 个周期. 

1.3  磁珠分选 CD4+, CD8+ T 细胞 

收集刺激了 3 个周期的 T 细胞, PBS 洗 3 次, 细

胞计数, 取 2×107 个 T 细胞, 利用 CD8 单抗免疫磁

珠阳选出 CD8+ T 细胞, 剩下的 CD8 阴性细胞进一步

通过阴选法分选出 CD4+ T 细胞, 再通过 CD25 单抗

免疫磁珠阳选法去除 CD4+ T 细胞中的 CD4+ CD25+ 

Treg 细胞, 流式细胞术检测细胞纯度(结果未显示). 

1.4  聚合酶链式反应扩增 TCR, 全长基因 

参照文献合成引物并通过反转录 PCR (reverse 

transcription PCR, RT-PCR)扩增 24 V与 32 V家族

互补决定区 3 (complementarity determining region 3, 
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CDR3), 取 2 L PCR 产物进行 6%聚丙烯酰胺凝胶电

泳, GeneScan 672 软件自动分析, 收集电泳过程中的

荧光素, 转换为不同位置、高度、颜色和形态的 CDR3

谱型峰图[14]. 分析 CDR3 谱型, 筛选出刺激前呈多克

隆峰型、刺激后为单峰的 TCR V, V基因家族, 依

据 GeneBank 报道的该基因家族 V 区序列特点设计全

长基因上游引物, 依据 C 区序列设计下游引物, 扩增

出 TCR , 链全长基因. 在  基因上、下游引物 5′

端引入 NcoⅠ酶切位点, 在   基因上、下游引物 5′

端分别引入 EcoRⅠ, XhoⅠ酶切位点, 引物序列见表

1. PCR 反应体系 50 μL, 含 cDNA 模板 1 μL, 10×缓冲

液 5 μL, 50 mmol/L MgSO4 1 μL, 10 mmol/L dNTP 1 

μL, Platinum Pfx DNA 聚合酶 0.4 U, 10 μmol/L 上下游

引物各 1 μL, PCR 反应条件为: 94℃变性 5 min; 94℃ 

30 s, 56℃ 30 s, 68℃ 1 min, 35 个循环; 68℃延伸 10 

min. 

1.5  重组逆转录病毒载体的构建 

将 TCR , 全长基因 PCR 产物插入 pGEM-T 载

体, 转化宿主菌 DH5, 提取质粒, DNA 测序正确后,

依次以 NcoⅠ单酶切  全长基因, 以 EcoRⅠ, XhoⅠ

双酶切全长基因, 回收相应大小的片段, 先后插入

pMX--IRES--GFP 的对应位点, 连接产物转化宿主

菌 HL-10, 提取质粒, 酶切鉴定. 

1.6  重组病毒的制备 

重组质粒与包膜蛋白质粒 VSV-G 以 3:1 的比例

混合, 采用 Lipofectin 试剂盒转染 GP2-293 细胞, 操

作依说明书进行. 培养 48 h 后收取培养上清, 加入聚

凝胺和硫酸软骨素 C 各 200 μg, 37℃孵育 20 min, 

10000×g, 4℃离心 5 min, 以浓缩和纯化病毒. 纯化

后的病毒上清转染 NIH3T3 细胞, 3 d 后倒置显微镜

(Nikon-i80, 日本)下观察绿色荧光蛋白(green fluo-

recent protein, GFP)表达, 流式细胞术(FACSCalibur 

表 1  PCR 扩增 TCR , 全长基因引物 

引物名称 引物序列(5′→3′) 

3 基因上游引物 CCATGGATGGAAACTCTCCTGG 

11 基因上游引物 CCATGGATGGCTTTGCAGAGCA 

3, 11 基因共用下游引物 CCATGGGCTGGACCACAGCCG 

8 基因上游引物 GAATTCATGGACTCCTGGACC 

8 基因下游引物 CTCGAGTCAGAAATCCTTTCTCTT 

流式细胞仪, BD, 美国)检测其 GFP 表达阳性率, 并

按下列公式计算病毒滴度 : 病毒滴度 (GFU/mL)= 

NIH3T3 细胞数×阳性率/转染病毒上清量(mL). 

1.7  TCR 基因修饰 T 细胞 

取新鲜分离的 PBMC, 磁珠分选 CD4+ (去除

CD4+ CD25+ Tregs), CD8+ T 细胞, 重悬并调整密度为

1×106 个/mL, 按梯度感染复数(multiplicity of infec-

tion, MOI)加入重组病毒, 同时加入含 8 µg/mL 聚凝

胺的无血清 RPMI-1640, 37℃培养 4 h 后, 补加新鲜

完全培养基, 将聚凝胺稀释至 2 µg/mL, 并加入抗人

CD3/CD28 磁珠和 100 ng/mL IL-2 诱导 TCR 基因修

饰 T 细胞活化和增殖[15], 2 d重复 1次. 分别于感染前、

感染和活化扩增后, 使用 0.2%台盼蓝染色 1 min, 光

镜(Nikon-i80)观察, 计数 200 个细胞中活细胞的百分

比. 转染后第 5 天, 流式细胞术检测 GFP 表达以确定

最佳 MOI 值. 

1.8  TCR 基因修饰 T 细胞8 基因表达的检测 

将重组病毒分别以最佳 MOI 感染 CD4+, CD8+ T

细胞, 感染后第 5 天, 收集重组病毒感染的 CD4+, 

CD8+ T 细胞, 与 PE 标记的鼠抗人 TCR V8 单抗在

4℃避光孵育 1 h, 预冷 PBS 洗 3 次, 用新鲜配制的

2%多聚甲醛重悬固定, 流式细胞术检测 TCR 8基因

表达阳性细胞率. 

1.9  TCR 基因修饰 T 细胞的抗结核抗原活性检测 

(ⅰ) 检测 TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞的增殖.  

按效靶比(effector:target, E:T)=7, 将 TCR 基因修饰

的 CD4+ T 细胞和负载 38 kD 抗原的 DC 混合培养, 使

用 WST-8 法(Cell Counting Kit-8 试剂盒)[16,17]检测混

合培养第 1, 3, 5, 7 天, CD4+ T 细胞的增殖状况. 实验

重复 3 次. 同时设置未转染组(未转染 T 细胞+38 kD

抗原冲击的 DC)、空载体组(空载体转染 T细胞+38 kD

抗原冲击的 DC)、OVA 组(TCR 基因修饰 T 细胞+无

关抗原 OVA 冲击的 DC)作为对照, 以下实验对照设

置同此.  

(ⅱ) 检测 TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞的杀伤活

性.  按 E:T=30, 将 TCR 基因修饰的 CD8+ T 细胞与

负载 38 kD 抗原的 DC 混合培养 2 h, 依照 TRFIA 杀

伤检测试剂盒说明书, 检测 CD8+ T 细胞对靶细胞的

杀伤活性. 计算公式: 特异性杀伤率=(待测孔荧光强
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度－自然释放孔荧光强度)/(最大释放孔荧光强度－

自然释放孔荧光强度)×100%. 实验重复 3 次.  

(ⅲ) 检测 TCR 基因修饰 T 细胞的细胞因子分泌

水平.  按 E:T=7, 将 TCR 基因修饰 T 细胞和负载 38 

kD 抗原的 DC 混合培养, 18 h 收集上清, ELISA 检测

CD4+, CD8+ T 细胞 IFN-的分泌水平; 24 h 收集上清, 

ELISA 检测 CD4+, CD8+ T 细胞 TNF-, CD4+ T 细胞

IL-4 和 CD8+ T 细胞 GrB 的分泌水平. IFN-, TNF-
和 IL-4 ELISA 检测试剂盒的检测范围均为 15.6~1000 

pg/mL, 敏感性<1 pg/mL; GrB ELISA 检测试剂盒的

检测范围为 0.5~20 pg/mL, 敏感性为 0.2 pg/mL. 实

验重复 3 次. 

1.10  统计学处理 

所有计量数据以均数±标准差 ( x ±SD)表示 , 

采用单因素方差分析(one-way analysis of variance, 

one-way ANOVA)检验有无组间差异, 最小显著差数

法(least significant difference, LSD)检验比较不同处

理组间 T 细胞的增殖水平、杀伤活性及细胞因子分泌

水平 . 采用双侧检验 , 检验水准 = 0.05. 所有数据

采用 SPSS17.0 统计软件包进行统计学处理. 

2  结果 

2.1  TCR ,  全长基因的获得 

为筛选结核抗原特异 TCR, 我们采用结核 38 kD

抗原刺激初始 CD4+, CD8+ T 细胞, 产生 38 kD抗原特

异 TCR. 分析刺激前后 CDR3 谱型, 发现刺激前所有

TCR V, V基因家族 CDR3 谱型均呈高斯分布; 38 

kD 抗原刺激后大部分 TCR 家族呈偏态分布, 部分家

族呈少于 8 个峰的寡峰、单峰甚至无峰型. 对比刺激

前后 CDR3 谱型, 发现 CD4+ T 细胞中 V11, V8 基因

家族和 CD8+ T 细胞中 V3, V8 基因家族刺激前为正

常高斯分布, 38 kD 抗原刺激后呈单克隆分布(图 1), 

设计 V11, V3, V8 基因家族全长引物, RT-PCR 扩

增获得其全长基因, 2%琼脂糖凝胶电泳结果显示, ,  
 
 
 

 

图 1  结核 38 kD 抗原刺激后呈单克隆分布的 TCR V, V家族 CDR3 谱型峰图 
(a) CD4+ T 细胞 TCR V8 家族; (b) CD4+ T 细胞 TCR V11 家族; (c) CD8+ T 细胞 TCR V8 家族; (d) CD8+ T 细胞 TCR V3 家族 
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 全长基因 PCR 产物分别在相应位置显示清晰条带. 

测序结果表明, 11, 3, 8 全长基因 V 区和 C 区序列

均与 GeneBank 报道相符, CDR3 区序列符合 TCR 

CDR3 序列特征. 

2.2  重组载体的构建 

将 CD4+ T 细胞的 TCR 11 和8 基因, CD8+ T 细

胞的 TCR 3 和8 基因分别插入 pMX-IRES-GFP,  

构建重组逆转录病毒载体 pMX-8-IRES-11-GFP 

(p811), pMX-8-IRES-3-GFP (p83), 酶切鉴定

证实基因片段插入正确. 重组病毒经包装、浓缩、纯

化后, 感染 NIH3T3 细胞, 流式细胞术检测 GFP 的表

达, 通过公式计算得到 p811 与 p83 重组病毒滴

度, 分别为 9.2×106 和 7.8×106 GFU/mL.  

2.3  重组病毒感染 CD4+, CD8+ T 细胞 

台盼蓝染色计数活细胞百分比 , 感染前 CD4+, 

CD8+ T 细胞活细胞得率分别为 95%, 91%; 感染和活

化扩增后活细胞得率分别为 97%, 93%. 按 MOI=1, 3, 

5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 分别将重组逆转录病毒

p811 和 p83 感染初始 CD4+, CD8+ T 细胞, 流式

细胞术结果显示: MOI=11 时, p811 感染的 CD4+ T

细胞 GFP 表达阳性率最高, 感染第 5 天达 23.69%; 

MOI=13 时, p83 感染的 CD8+ T 细胞 GFP 表达阳性

率最高, 感染第 5 天达 19.12% (图 2). 

2.4  TCR 基因修饰 T 细胞8 表达的检测  

将 p811 以 MOI=11 感染初始 CD4+ T 细胞, p83

以 MOI=13 感染初始 CD8+ T 细胞, 培养 6 d 后流式细

胞术检测, 结果表明, CD4+ T 细胞8 表达阳性率达

46.83%, CD8+ T 细胞8 表达阳性率达 39.91%, 显著

高于未转染的 CD4+ T 细胞(8.9%)和 CD8+ T 细胞

(6.1%), 表明修饰后 CD4+, CD8+ T 细胞表面均成功表

达外源性 TCR 基因(图 3). 

2.5  TCR 基因修饰 T 细胞抗结核抗原活性的检测 

(ⅰ) TCR基因修饰 CD4+ T 细胞增殖水平的检测.  

为鉴定 TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞能否特异性识别结

核抗原并具备增殖活性, 我们采用 WST-8 法检测共

培养第 1, 3, 5, 7 天 TCR 基因修饰组与各对照组 CD4+ 

T 细胞的增殖水平 . 方差齐性检验后(P>0.05), one- 

way ANOVA 分析表明, 除第 1 天外(P>0.05), 第 3, 5, 

7 d 各组间 T 细胞增殖水平差异均具有统计学意义

(P<0.001). LSD 多重比较结果提示, 第 3, 5, 7 天 TCR

基因修饰组细胞增殖水平最高, 显著高于未转染组、

空载体组和 OVA 组(P<0.001), 表明 TCR 基因修饰

CD4+ T 细胞具有结核抗原特异增殖活性(图 4). 

(ⅱ) TCR基因修饰 CD8+ T 细胞杀伤活性的检测.  

 
 

 

图 2  流式细胞术检测重组病毒感染 CD4+, CD8+ T 细胞 GFP 的表达 
(a) CD4 免疫磁珠阳选后侧向角/前向角散射流式图; (b) CD4+ T 细胞同型对照; (c) 未转染 CD4+ T 细胞; (d) TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞;  

(e) CD8 免疫磁珠阳选后侧向角/前向角散射流式图; (f) CD8+ T 细胞同型对照; (g) 未转染 CD8+ T 细胞; (h) TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞 
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图 3  流式细胞术检测 TCR 基因修饰 CD4+, CD8+ T 细胞 V8 的表达 
(a) 同型对照; (b) 未转染 CD4+ T 细胞; (c) TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞; (d) 未转染 CD8+ T 细胞; (e) TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞 

 
 

 

图 4  TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞的增殖和细胞因子分泌 
(a) 增殖活性; (b) IFN-γ分泌水平; (c) TNF-分泌水平; (d) IL-4 分泌水平. 未转染组, 未转染 CD4+ T 细胞+38 kD 抗原冲击 DC; 空载体

组, 空载体转染 CD4+ T 细胞+38 kD 抗原冲击 DC; OVA 组, TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞+无关抗原 OVA 冲击 DC; 修饰组, TCR 基因修 

饰 CD4+ T 细胞+38 kD 抗原冲击 DC. A 值为 OD450/630 的吸光度值  
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为鉴定 TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞能否特异性识别结

核抗原并杀伤负载结核抗原的靶细胞 , 我们采用时

间分辨荧光免疫分析法检测 TCR 基因修饰组与各对

照组 CD8+ T细胞的杀伤水平. 结果表明, TCR基因修

饰组 CD8+ T 细胞的特异性杀伤率最高, 达 89.73%, 

显著高于其他各组(P<0.001), 表明 TCR 基因修饰

CD8+ T 细胞具有结核抗原特异的杀伤活性(图 5). 

(ⅲ) TCR 基因修饰 T 细胞细胞因子分泌水平的

检测.  ELISA 检测 TCR 基因修饰 T 细胞的细胞因子

分泌水平, 结果显示, TCR 基因修饰组 CD4+ T 细胞

IFN-γ, TNF-的分泌量均最高 , 分别达 921.84±

21.38, 601.73±19.76 pg/mL, 显著高于未转染组、空

载体组、OVA 组(P<0.001); 但 TCR 基因修饰组与各

对照组 IL-4 的分泌水平没有显著差异(P>0.05), 表明

TCR 基因修饰 CD4+ T 细胞特异性分泌 Th1 型而非

Th2 型细胞因子. TCR 基因修饰组 CD8+ T 细胞 IFN-γ, 

TNF-和 GrB 分泌量亦最高, 分别达 451.32±9.76, 

783.61±19.86, 9.27±1.34 pg/mL, 显著高于其他各

组(P<0.001), 表明 TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞具有结

核抗原特异性细胞因子分泌功能. 

 
 

 

图 5  TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞的杀伤和细胞因子分泌 
(a) 杀伤活性; (b) IFN-γ分泌水平; (c) TNF-分泌水平; (d) GrB 分

泌水平. 未转染组, 未转染 CD8+ T 细胞+38 kD 抗原冲击 DC; 空

载体组, 空载体转染 CD8+ T 细胞+38 kD 抗原冲击 DC; OVA 组, 

TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞+无关抗原 OVA 冲击 DC; 修饰组,  

TCR 基因修饰 CD8+ T 细胞+38 kD 抗原冲击 DC 

3  讨论 

近年来 , 多药耐药和广泛耐药结核病流行形势

严峻 , 人们发现化疗无法解决结核病治疗的全部问

题, 结核病免疫治疗再次得到了重视, 成为研究热点. 

结核杆菌属胞内寄生菌 , 机体抗结核免疫以细胞免

疫为主, 决定细胞免疫强弱的主要是 T 细胞的数量

和功能. 长期感染造成 Th1 细胞被不断消耗, 导致结

核患者外周血 Th1 水平极度低下[18]. 将结核抗原特

异 Th1 和 CTL 细胞过继给免疫低下的患者, 有望在

调节和平衡免疫系统的同时治愈结核 . 然而分离培

养结核抗原特异 Th1 和 CTL 并将其扩增至临床治疗

所需数量极其困难, 将抗原特异 TCR 基因转入初始

T 细胞中, 可短期内获得大量有抗原识别特异性的 T

细胞, 该方法在肿瘤、病毒感染等疾病过继细胞免疫

治疗研究中显示了良好的前景 [19], 为结核过继细胞

免疫治疗提供了有希望的策略. 

迄今, 抗原特异 TCR 基因修饰 T 细胞抗结核免

疫治疗的研究未见报道. 为明确结核抗原特异 TCR

基因修饰的 T 细胞能否发挥抗结核活性 , 我们将  

结核抗原特异的 TCR 分别转染 CD4+, CD8+ T 细胞, 

结果表明, TCR基因修饰的 CD4+, CD8+ T细胞均表现

出显著的结核抗原特异性增殖、杀伤和细胞因子分泌

功能.  

人体受到结核杆菌感染时, 以 IFN-γ 为代表的

Th1 型细胞因子介导保护性细胞免疫反应, 有利于控

制感染, 而以 IL-4 为代表的 Th2 型细胞因子则介导

迟发型变态反应, 不仅对自身造成免疫病理损伤, 还

会加重感染[20]. 结核抗原 38 kD是一种参与磷酸盐代

谢的脂蛋白, 对多菌种型结核菌均敏感特异, 研究表

明, 该抗原可诱导较强的 Th1 型保护性细胞免疫反

应[21]. 本研究分离出 38 kD 抗原特异的 TCR, 研究其

修饰 T 细胞介导的抗结核活性, 结果表明修饰后的

CD4+ T 细胞高表达 IFN-γ而非 IL-4, 介导 Th1 型细胞

因子分泌. 

既往特异 TCR 基因均来源于长期体外培养建立

的 TIL 或 CTL 细胞系[22]. 然而, 原代特异性 T 细胞

的来源有限、体外培养和建系困难、且耗时长[23]. 通

过 CDR3 谱型分析可从复杂的 T 细胞群中筛选出抗

原特异 TCR 家族 T 细胞, 免去体外建系的繁琐过程. 

我们首次尝试采用 CDR3谱型分析技术, 筛选对结核

38 kD 抗原特异的 TCR, 结果表明采用该方法选出的

TCR 转染 T 细胞后能高效介导抗结核免疫效应. 
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本实验应用的载体 pMX-IRES-GFP 含有内部核

糖体进入位点(internal ribosomal entry site, IRES)序

列 , 该序列可使多个基因在同一启动子驱动下分别

转录并翻译为多种不同的蛋白质, 但 IRES 下游基因

的表达水平通常仅为上游的 50%左右[24]. 由于链在

TCR 的抗原识别中贡献较大, 故在构建重组载体时, 

我们选择将链基因插入 IRES 的上游, 而  链基因

则插入其下游. 由于 GFP 基因位于  基因下游, 也

在 IRES 的下游, 故其表达水平理论上应低于 基因

的表达水平, 这与我们的流式结果相符, 重组病毒感

染的 CD4+, CD8+ T 细胞 GFP 表达阳性率(23.69%, 

19.12%)均明显低于8 表达阳性率(46.83%, 39.91%). 

总而言之, 本研究结果提示, 结核抗原特异 TCR

基因修饰 T 细胞可以特异性识别结核抗原, 并具有较

强的抗结核抗原活性, 具有应用于结核过继细胞免疫

治疗的潜能 . 我们下一步拟在人类白细胞抗原  (hu-

man leukocyte antigen, HLA)转基因结核小鼠模型上开

展过继 TCR 基因修饰 T 细胞的体内抗结核作用研究, 

为结核过继细胞免疫治疗研究奠定基础, 为其他胞内

菌感染性疾病免疫治疗研究提供模式和平台. 
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Anti-tuberculosis activity of TCR gene-modified T cells specific for the 
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Recent advances in T-cell receptor (TCR) gene modification methods have enabled researchers to design T-cells specific for target 
antigens, e.g., tumor-associated or viral antigens. These genetically redirected T-cells display similar anti-tumor or anti-viral activity as 
the cell clones from which the TCR genes were isolated. However, there is no data describing the activity of T-cells with genetically 
modified TCR genes specific for intracellular bacterial antigens (e.g., tuberculosis antigens). This study enriched T-cells specific for 
the mycobacterial 38 kD glycolipoprotein by repeated in vitro stimulation with antigen-pulsed dendritic cells. Magnetic beads were 
used to separate CD4+ and CD8+ T-cells. Spectratype analysis was then used to identify and characterize the third 
complimentarily-determining regions (CDR3) of the antigen-specific human leukocyte antigen (HLA) class II- and I-restricted TCRs 
derived from specific CD4+ or CD8+ T-cells, respectively. Full-length TCR genes were inserted into retroviral vectors and transferred 
into autologous, primary CD4+ and CD8+ T-cells. Both redirected CD4+ and CD8+ T-cells expressed exogenous TCRs with the ability 
to recognize specific antigens and mediate effector functions. Thus, the method presented in this study generated TCR gene-modified 
T-cells that can treat multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis infections. 
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