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Abstract
Immune repertoire refers to the sum of T cells and B 
cells with functional diversity in the circulatory system 
of one individual at any given time. Immune repertoire 
sequencing aims to study T and B lymphocytes, evaluate 
the diversity of the immune system, and dig deeper 
into the relationship between immune repertoire and 
diseases, using multiple polymerase chain reaction or 
rapid amplification of 5’ cDNA ends to amplify the 
complementary determining regions that determine 
the diversity of B cell receptors or T cell receptors as 
well as high-throughput sequencing and data analysis. 
Recently, immune repertoire has been widely studied 
in the identification of biomarkers and therapeutic 
targets, efficacy monitoring, and prognosis analysis in 
cancer. This paper reviews the progress in the research of 
immune repertoire of digestive system tumors.

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
免疫组库(immune repertoire, IR)是指在某一时间, 某
个个体的循环系统内所有功能多样性T细胞和B细胞
的总和. IR测序是以T淋巴细胞及B淋巴细胞为研究
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对象, 应用多重聚合酶链式反应或5’RACE技术扩增
决定T细胞受体或B细胞受体多样性的互补决定区, 
结合高通量测序技术及数据分析, 从而评估免疫系
统的多样性, 深入研究IR与疾病的关系. 近年来, IR在
肿瘤的生物标记物, 治疗靶点, 疗效监测及预后分析
中研究广泛, 本文就IR在消化系统肿瘤的研究进展
进行综述. 

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 免疫组库; 高通量测序; 消化系统肿瘤

核心提要: 免疫组库(immune repertoire, IR)是指在某一时

间, 某个个体的循环系统内所有功能多样性T细胞和B细

胞的总和. 本文就近年来IR在消化系统肿瘤中的生物标

记物, 治疗靶点, 疗效监测及预后分析研究进行综述, 并
对其研究前景进行展望. 

胡海涛, 罗礼华, 田艳涛. 免疫组库技术在消化系统肿瘤中的研究进展. 世

界华人消化杂志 2020; 28(9): 335-340  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v28/i9/335.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v28.i9.335

0  引言

免疫组库(immune repertoire, IR)是指在某一时间, 某
个个体的循环系统内所有功能多样性T细胞和B细胞

的总和. IR测序(IR sequencing, IR-SEQ)是以T淋巴细

胞及B淋巴细胞为研究对象, 应用多重聚合酶链式反

应(polymerase chain reaction, PCR)或5’RACE技术扩增

决定T细胞受体(T cell receptor, TCR)或B细胞受体(B 
cell receptor, BCR)多样性的互补决定区(complementary 
determining regions, CDR), 结合高通量测序技术及数据

分析, 从而评估免疫系统的多样性, 深入研究IR与疾病

的关系[1]. 目前, IR技术在肿瘤疾病研究, 免疫治疗, 疫苗

研发, 感染性疾病及自身免疫性疾病等方面的研究中应

用广泛[2]. 本文主要就IR技术在消化系统肿瘤的研究进

展进行阐述. 

1  IR与高通量测序技术

T淋巴细胞和B淋巴细胞主要通过TCR和BCR的可变区

对不同抗原而产生特异的免疫应答反应, TCR的编码链

包括α/β及γ/δ, 而外周血95%的TCR是由α和β两条链构

成[3]. 其中α链由胚系基因TRAV、TRAJ、TRAC重排组

成; β链由TRBV、TRBD、TRBJ、TRBC重排组成. 在
V(D)J基因重排过程中, V-J(或V-D和D-J)连接区随机发

生碱基的插入或删除, 而上述区域被认为决定了TCR和
抗原表位的识别, 因此也被称为CDR3. BCR包含了两条

重链(H)和两条轻链(L). 重链包含了一个可变区(VH)和
三个恒定区(CH1/CH2/CH3), 轻链则包含了一个可变区

(VL)和一个恒定区(CL), 其中重链可变区CDR3由V、

D、J区重排形成(图1), 呈现出丰富的多样性, 决定了

BCR的特异性[4,5]. 
随着高通量测序技术的发展, 使得我们得以全面的

分析研究免疫细胞的遗传信息, 可以对TCR或者BCR的
进行深度测序来发掘IR的巨大多样性. IR-SEQ中对样

本的扩增主要有多重PCR及5’RACE法. 多重PCR是在

一个反应体系中, 加入多种覆盖不同长度靶序列的PCR
引物, 同时扩增同一基因的多个片段或多个相似序列, 
高效率的生产靶序列, 从而进行高通量分析(图2). 但这

一方法也存在缺陷, 由于引物固定, 新的V基因突变较

难检测; 同时由于扩增偏向性, 某些基因扩增多于其他

基因, 产物的相对丰度可能不会正确体现.cDNA末端快

速扩增技术(rapid amplification of cDNA ends, RACE)基
于逆转录PCR, 从样本中快速扩增cDNA的5′端及3′端[6], 
其特点是在仅已知单侧序列可供设计特异性引物时, 利
用RACE技术仍能实现扩增. 

下一代测序平台(next-generation sequencing, NGS) 
现被广泛用于IR-SEQ中[7]. 现主要有两种高通量测序技

术: Illumina和Roche 454. Illumina其简要原理为: 首先切

断DNA序列后再加接头从而制备基因文库, 再通过PCR
形成许多簇相同的正向序列, 接着加入带有不同荧光标

记的dNTP(含有叠氮基团)以及聚合酶, 使得带荧光标记

的dNTP结合到测序链上, 这些核苷酸是可逆终止子, 其
3’-OH处被封闭, 从而确保在每一次循环后仅加入一个

核苷酸. 激光扫描检测到添加的核苷酸后, 化学去除荧

光阻断标记, 使下一个测序周期开始. 最后统计每一周

期收集到的荧光信号结果, 即可取得模板DNA片段的

序列信息. Roche 454主要步骤为三步: 首先, 将DNA切

割并在两端连接衔接子, 然后将这些片段分别附着到带

有互补序列的微磁珠上, 通过PCR进行扩增, 最后将表

面带有大量DNA增幅产物的微磁珠置入微孔盘中, 每
种dNTP分别添加, 掺入每个核苷酸后, 它将释放出焦磷

酸盐, 该焦磷酸盐最终将通过荧光素酶产生光, 光强度

与核苷酸的数量成正比, 因此可透过光感测器测得信号

从而实现测序. Illumina与Roche 454相比, 其产出较大, 
一次Illumina运行可产生多达400千兆碱基的序列, 但另

一方面, Illumina平台提供的读取长度约200 bp, 而Roche 
454测序能提供更长的读取长度范围, 约400 bp[8]. 

2  IR在消化系统肿瘤研究中的进展

2.1 IR在肝癌中的研究进展 针对肝癌的流行病学调查

显示, 在北美和一些欧洲地区, 肝细胞癌的发病率和死
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亡率一直在上升, 而在亚洲地区肝癌的发病率和死亡率

却在下降[9]. 但在中国, 目前肝癌的死亡率在所有癌症

中位列第三, 而在男性群体中, 其发病率位列第四[10]. 目
前多个研究组针对肝癌潜在的生物标记物, 治疗靶点, 
预后预测等方面进行了研究. Zheng等[11]采集了6例肝癌

患者的外周血, 肿瘤组织及瘤旁组织, 对其中分离得到

的5063个单个T淋巴细胞TCR进行了深度测序, 根据分

子及功能特异性识别11个T细胞亚群, 针对亚群之间的

联系及每个亚群的基因表达进行研究, 发现其中耗竭

CD8+T细胞及Treg细胞优先富集, 并对特异表达的基因

进行了鉴定. 这一研究在单细胞水平上描绘了肝癌微环

境的免疫图谱, 提供了肝癌治疗的潜在基因靶点. 
肿瘤浸润淋巴细胞(tumor infiltrating lymphocytes, 

TILs)常见于肿瘤中, 提示肿瘤可在机体内触发免疫反

应. 这种肿瘤免疫原性是由肿瘤抗原介导的, 可将肿瘤

与健康细胞区分开来, 从而提供免疫刺激[12]. 一项荟萃

分析提示, CD3+及CD8+肿瘤浸润淋巴细胞对肿瘤患者

预后有正向影响[13]. 近期一项研究分析了TCR IR预测

乙肝相关肝细胞癌患者预后[14]. 这项研究分析了23例
肝细胞癌患者的肿瘤及瘤旁组织TIL的TCR库, 将肿瘤

组织与瘤旁组织的TCR库的重叠性与TNM分期结合进

行预后评分, 提示肿瘤组织与瘤旁组织TCR库差异越

小, 患者无进展生存期越长(P  = 0.006). 此外, 针对HBV
相关肝癌, 一些研究发现在不同的临床分期的乙肝患者

中, TCRBV11、BV12和BV13.1的出现频率高于TCRBV
基因家族的其他成员, 并且TRBV偏移的出现频率与

HBVDNA载量呈负相关[15,16]. 
在肝细胞癌的免疫治疗上, 一项研究发现, 利用鼠

类AFP158特异性TCR基因, 重定向人T淋巴细胞, 可以特

异性杀伤肝细胞癌细胞, 而对正常原代肝细胞没有明显

的毒性[17]. 在肿瘤免疫治疗的疗效评价上, 有研究指出, 
外周血TCR库的多样性与临床结局相关, 治疗前外周血

中TCR谱系的多样性较低的患者, 其临床获益较差[18]. 
2.2 IR在胰腺癌中的研究进展 胰腺癌是恶性程度较高

的消化系统肿瘤之一, 在美国, 与胰腺癌相关的死亡

在所有癌症中位列第4位[19]. 而在我国, 虽然胰腺癌相

关的死亡与发病率未排进前5位, 但其年龄标准化死

亡率呈上升趋势, 其导致的死亡在癌症相关死亡中的

占比在过去十年中增长了9%[10,20]. 有很多研究团队针

对胰腺癌免疫治疗的靶点进行了分析研究. 一项研究

分析了16例胰腺癌的肿瘤组织及血液样本和8例健康

对照的血液样本, 利用多重PCR和Illumina高通量测

序分析TCR组库, 发现两个VJ对(TRBV9: TRBJ2-1和
TRBV20-1: TRBJ1-6)在胰腺癌患者中具有明显更高的

表达水平, 同时发现在胰腺肿瘤组织中低频率CDR3克
隆型数量明显更高; 但是, 该研究同时也发现患者与健

康对照组之间的TCR库无显着差异[21]. 而在另外一项

针对胰腺导管腺癌TIL的研究中, 发现在同一肿瘤组织

的不同区域之间的TCR库重叠程度大于与外周血TCR
库的重叠程度, 这一方面说明在肿瘤组织内不同区域

之间T细胞克隆是同质的, 另一方面提示胰腺癌中的T
细胞克隆与外周血中的T细胞克隆可能存在差异[22]. 

在有关胰腺癌治疗的研究中, 一批免疫治疗的药

物的面世为胰腺癌的治疗提供了新的方向, 比如抗肿瘤

疫苗[23,24]及伊匹单抗[25]等. 有研究[26]回顾分析了GVAX
瘤苗联合放化疗患者的预后, 发现总淋巴计数(to ta l 

图  1  B细胞受体V、D、J基因与互补决定区3的关系. CDR: 互补决定区, FR: 骨架区.

图  2  多重PCR原理示意图. CDR: 互补决定区; PCR: 聚合酶链式反应, FR: 骨架区; C: 恒定区.
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lymphocyte count, TLC)较少的患者与TLC较多的患者相

比, 其在总生存率和无病生存率方面均显示预后不佳. 
Hopkins等[27]进一步分析了TCR库对转移性胰腺癌患

者免疫治疗预后的影响, 研究者发现, 与作用于PD-1受
体的纳武单抗相比, 作用于CTLA-4的伊匹单抗使患者

TCR库多样性在治疗后变化更显著, 尤其是联用GVAX
瘤苗的患者. 而在接受伊匹单抗治疗的患者中, 基线

TCR库多样性高的患者相比多样性低的患者而言, 其中

位生存时间是后者的近两倍(8.66 mo:4.28 mo, P<0.05), 
此外, 治疗后TCR库克隆数量扩增也与较好预后相关. 
2.3 IR在胃癌中的研究进展 胃癌目前是全世界第五高

发的恶性肿瘤, 在癌症相关死亡中位列第三[28]. 目前嵌

合抗原受体T细胞免疫疗法被广泛用于多种癌症的治

疗当中[29-31]. 在胃癌上, 多项研究指出, 与单纯化疗相比, 
联合细胞免疫疗法可以有效改善胃癌患者生存获益, 尤
其是晚期胃癌患者[32,33]. 在胃癌的发生和发展过程中, 
TIL的功能和分布在该过程中起关键作用, 尤其是其针

对肿瘤相关抗原的靶向作用. Kuang等[34]分析了41例处

于不同病理阶段的胃组织标本, 包括低级别上皮内瘤

变, 高级别上皮内瘤变, 早期胃癌及匹配的邻近组织. 研
究发现, 在肿瘤形成过程中, 胃病变组织与邻近正常组

织之间TCR库组成的相似性逐渐降低; 而在分析鉴定

788个与TCR库变异指数(TCR repertoire variation index, 
TVI)相关的基因后, 研究者发现了与炎症反应相关的11
基因模块, 与胃癌患者的整体生存密切相关, 从而揭示

了TVI相关基因在胃癌患者预后中的预测作用. Konishi
等[35]研究90例胃癌患者的肿瘤和正常组织, 研究发现

BCRs/Igs在正常和肿瘤组织中具有不同的序列水平特

征, 其组织水平分类的AUC值为0.826, 从而可以通过检

查与癌细胞相邻的B细胞的BCR/Ig组库, 来帮助正确识

别胃活检中的假阴性以正确诊断胃癌. 
2.4 IR在结直肠癌中的研究进展 结直肠癌是目前世界

第三大常见癌症类型, 而在中国是其发病率位列第五, 
在发达国家, 由于早期筛查项目, 其病死率呈下降趋势, 
而在我国仍呈上升态势[10,36]. 有研究发现结肠癌组织中

TIL多样性远比邻近正常粘膜组织多, 提示肿瘤中的免

疫反应与相邻粘膜组织中的免疫反应不同[37]. 还有研究

发现与健康人群相比, 结直肠癌患者外周血单核细胞

中多个TRBV基因频率存在差异[38]. 在一项针对结肠癌

T淋巴细胞的研究中, Zhang等[39]对12例结肠癌患者的

11138个T细胞进行测序分析, 通过使用STARTRAC系
统性定量分析,发现TCR影响肿瘤浸润CD8+记忆T细胞

向耗竭性T细胞及效应T细胞的转化. 之前有研究发现, 
表现为微卫星不稳定(microsatellite instability, MSI)的结

直肠癌患者与微卫星稳定(microsatellite-stable, MSS)患

者相比, 对PD-14的免疫检查点抑制剂免疫应答更好, 
其预后改善较为显著[40]; 而在这项研究中, 研究者分析

比较了MSI和MSS结肠癌患者, 在MSI结肠癌患者中, 
CXCL13+ TH1-like细胞明显富集, 而在MSS患者中则表

现为TH17细胞的富集, 这提示了免疫治疗的潜在效应

靶点. 研究者还与之前肝癌[11]和非小细胞肺癌[41]的研

究进行对比, 发现了额外的T细胞亚群, 包括Th17(CD4_
C08-IL23R), 滤泡辅助T细胞(CD4_C06-CXCR5), 滤泡调

节T细胞(CD4_C11-IL10)以及两个额外的CD8+T细胞亚

群(CD8_C05-CD6和CD8_C06-CD160), 这为研究不同种

类癌症的免疫反应提供了新的研究方向. 

3  结论

随着IR技术的不断发展, 特别是在NGS高通量测序之

后, IR在基础及临床研究中应用广泛. 目前IR技术在血

液系统肿瘤中的研究及应用较多, 而在消化系统肿瘤中

存在着广阔的研究前景, 在生物标记物, 治疗靶点, 疗效

监测及预后分析等方面值得进一步研究. 
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• 消息 •

《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注射sc, 脑

室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效

率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文

字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex 
pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), 

o -(ortho, 邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), l -dopa(左旋多巴), 

p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如m (质

量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂

量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, 

mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 

基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
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