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  摘 要:目的 探讨T细胞受体β链恒定区(TRBC)1、TRBC2双染的流式细胞术检测对T细胞淋巴瘤

(TCL)细胞克隆性判断的临床价值。方法 回顾性收集昆明医科大学第一附属医院2022年5月至2025年8
月应用TRBC1单染(TCL患者28例、非TCL患者48例)及TRBC1、TRBC2双染(TCL患者18例、非TCL患

者25例)的骨髓样本资料。根据诊断结果将入选患者分为TCL组(46例)与非TCL组(73例)。采用流式细

胞术设门圈定淋巴细胞,结合CD3、CD5等表型标志,分析骨髓αβ-T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞亚群中

TRBC的表达特征。结果 TRBC1单染患者中,非TCL组患者主要呈多克隆表达,TCL组患者主要呈单克隆

表达。TRBC1单染诊断CD4+CD8-、CD4-CD8+TCL的灵敏度为94%,特异度为96%,阳性预测值为91%。
然而,2例非TCL组患者的TRBC1表达率表现为单克隆,难以将反应性增生与肿瘤性单克隆区分,易导致假阳

性,对于免疫表型为CD4-CD8-的患者TRBC1表达缺失时,不能简单判断为TRBC2表达。TRBC1、TRBC2
同步检测中,非TCL均显示多克隆表达,TCL均为单克隆表达,以TRBC2+ 及CD4-CD8+ 类TCL高发。非

TCL中CD4+T细胞的TRBC2表达率高于CD8+T细胞,差异有统计学意义(P<0.01)。与非TCL组相比,

TCL组αβ-T细胞、CD4+CD8-TCL患者中的CD4+T细胞、CD4-CD8+TCL患者中的CD8+T细胞的TR-
BC2/TRBC1,明显偏离正常范围,差异有统计学意义(P<0.001)。TRBC1、TRBC2双染诊断CD4+CD8-、

CD4-CD8+TCL灵敏度为100%、特异度达97%、阳性预测值为94%,能更好地区分反应性与克隆性增生。
结论 流式细胞术TRBC1、TRBC2同步检测是诊断TCL的高效工具,与TRBC1单染相比有更高的准确性和

鉴别能力,可精确判断T细胞克隆性及TRBC亚型,对临床诊疗具有重要指导价值。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

T
 

cell
 

receptor
 

beta
 

constant
 

region
 

(TR-
BC)1

 

and
 

TRBC2
 

dual-staining
 

flow
 

cytometry
 

for
 

clonal
 

assessment
 

in
 

T-cell
 

lymphoma
 

(TCL).Methods Bone
 

marrow
 

samples
 

were
 

retrospectively
 

collected
 

from
 

patients
 

in
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Kunming
 

Med-
ical

 

University
 

between
 

May
 

2022
 

and
 

August
 

2025.Among
 

them,28
 

TCL
 

and
 

48
 

non-TCL
 

patients
 

under-
went

 

TRBC1
 

single-staining,and
 

18
 

TCL
 

and
 

25
 

non-TCL
 

patients
 

underwent
 

TRBC1
 

and
 

TRBC2
 

dual-stai-
ning.Based

 

on
 

the
 

final
 

diagnosis,the
 

enrolled
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

TCL
 

group
 

(n=46)
 

and
 

a
 

non-TCL
 

group
 

(n=73).Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

gate
 

lymphocytes
 

and,in
 

combination
 

with
 

phenotypic
 

markers
 

such
 

as
 

CD3
 

and
 

CD5,to
 

analyze
 

the
 

expression
 

characteristics
 

of
 

TRBC
 

in
 

bone
 

marrow
 

αβ-T
 

cells,CD4+T
 

cells,
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and
 

CD8+T
 

cell
 

subsets.Results Among
 

patients
 

with
 

TRBC1
 

single
 

staining,patients
 

in
 

the
 

non-TCL
 

group
 

mainly
 

showed
 

polyclonal
 

expression,while
 

patients
 

in
 

the
 

TCL
 

group
 

mainly
 

showed
 

monoclonal
 

expression.
The

 

sensitivity
 

of
 

TRBC1
 

single
 

staining
 

for
 

diagnosing
 

CD4+CD8-
 

and
 

CD4-CD8+TCL
 

was
 

94%,the
 

speci-
ficity

 

was
 

96%,and
 

the
 

positive
 

predictive
 

value
 

was
 

91%.However,the
 

expression
 

rate
 

of
 

TRBC1
 

in
 

the
 

two
 

non-TCL
 

patients
 

showed
 

monoclonal,which
 

was
 

difficult
 

to
 

distinguish
 

between
 

reactive
 

hyperplasia
 

and
 

neo-
plastic

 

monoclonal,and
 

easily
 

led
 

to
 

false
 

positive.For
 

patients
 

with
 

CD4-CD8-
 

immunophenotype,when
 

TR-
BC1

 

expression
 

was
 

absent,it
 

could
 

not
 

be
 

simply
 

judged
 

as
 

TRBC2
 

expression.In
 

the
 

simultaneous
 

detection
 

of
 

TRBC1
 

and
 

TRBC2,non-TCL
 

showed
 

polyclonal
 

expression,while
 

TCL
 

showed
 

monoclonal
 

expression.
TRBC2+

 

and
 

CD4-CD8+Type
 

TCL
 

were
 

more
 

prevalent.The
 

TRBC2
 

expression
 

rate
 

of
 

CD4+T
 

cells
 

in
 

non-
TCL

 

CD4+T
 

cells
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

CD8+T
 

cells,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.01).Compared

 

with
 

the
 

non-TCL
 

group,the
 

TRBC2/TRBC1
 

ratio
 

of
 

CD4+T
 

cells
 

in
 

αβ-T
 

cells
 

and
 

CD4+

CD8-
 

TCL
 

patients
 

in
 

the
 

TCL
 

group,and
 

the
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

CD4-CD8+TCL
 

patients,deviated
 

significantly
 

from
 

the
 

normal
 

range,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).The
 

sensitivity,specificity
 

and
 

positive
 

predictive
 

value
 

of
 

TRBC1
 

and
 

TRBC2
 

double
 

staining
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

CD4+CD8-
 

and
 

CD4-

CD8+TCL
 

were
 

100%,97%
 

and
 

94%,which
 

could
 

better
 

distinguish
 

reactive
 

and
 

clonal
 

hyperplasia.Conclu-
sion Simultaneous

 

detection
 

of
 

TRBC1
 

and
 

TRBC2
 

by
 

flow
 

cytometry
 

is
 

an
 

efficient
 

tool
 

for
 

diagnosing
 

TCL.Compared
 

with
 

single
 

staining
 

of
 

TRBC1,it
 

has
 

higher
 

accuracy
 

and
 

discriminatory
 

ability,and
 

can
 

accu-
rately

 

determine
 

the
 

clonality
 

of
 

T
 

cells
 

and
 

TRBC
 

subtypes,which
 

has
 

important
 

guiding
 

value
 

for
 

clinical
 

di-
agnosis

 

and
 

treatment.
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  T细胞淋巴瘤(TCL)是一组异质性较强的恶性

肿瘤[1],占所有非霍奇金淋巴瘤的10%~15%,侵袭

性强、预后差,5年生存率相对较低[2]。不同TCL亚

型在临床表现、病理特征等方面存在明显差异[3-4],使
得准确诊断和分类困难。目前诊断依赖于免疫表型

异常、组织病理学、免疫组化、分子生物学技术(如
TCR基因重排或二代测序等)[5]。然而,这些方法存

在操作复杂、耗时长、对样本质量要求高,不适用于快

速筛查等局限性[6]。流式细胞术作为血液肿瘤诊断

的重要工具,能够高效分析细胞免疫表型特征[7],但
在TCL诊断中,传统的流式分析方法缺乏同B细胞

肿瘤中κ、λ轻链限制那样直接可靠的克隆性评估标

志物[8]。

T细胞受体(TCR)是T细胞识别抗原的关键分

子,由α、β或γ、δ两条链组成,其中,α、β型TCR占外

周血T细胞的95%以上[9-10]。T细胞受体β链恒定

区(TRBC)中的TRBC1和TRBC2编码的蛋白序列

高度同源,存在的氨基酸差异为T细胞的克隆性分析

提供了分子基础[11]。TCRβ链基因重排使得T细胞

只表达TRBC1或 TRBC2中的一种,类似于B细胞

表面κ、λ轻链的表达,这一互斥表达模式为流式细胞

术检测T细胞克隆性提供了理论基础,并且使其成为

靶向治疗的理想靶点[12-13]。已有研究证实,通过流式

细胞术检测TRBC1的表达情况可作为诊断T细胞淋

巴增殖性疾病(T-CLPD)的有效手段[14-15]。因此,发
展一种基于TRBC1和TRBC2同步检测的流式细胞

术检测方法,能够快速、准确评估T细胞克隆性,对提

高TCL的诊断准确性具有重要意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年5月至2024年5月在

昆明医科大学第一附属医院(以下简称本院)行TR-
BC1单染的T细胞淋巴瘤患者28例[男16例,女12
例,年龄59(40,72)岁]及非 TCL患者48例[男24
例,女24例,年龄55(38,68)岁],基本信息见表1。
另选取2024年5月至2025年8月在本院行TRBC1、

TRBC2双染的TCL患者18例[男8例,女10例,年
龄47(41,70)岁],非TCL患者25例[男10例,女15
例,年龄55(32,62)岁],基本信息见表2。根据诊断

结果将入选患者分为TCL组(46例)与非TCL组(73
例),两组患者年龄、性别差异无统计学意义(P>
0.05)。本研究已通过医院医学伦理委员会审批[审
批号:(2025)伦审QL第一号)]。

表1  TCL组患者样本信息(n)

诊断 TRBC1单染 TRBC1、TRBC2双染

T淋巴母细胞性淋巴瘤 1 1

胃肠TCL 2 0

原发性皮肤TCL 1 0

外周TCL 2 2

血管免疫母细胞性TCL 2 0

TCL未分型 7 4
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续表1  TCL组患者样本信息(n)

诊断 TRBC1单染 TRBC1、TRBC2双染

间变大细胞淋巴瘤 0 1

成熟TCL 0 1

T细胞大颗粒淋巴细胞白血病 13 9

合计 28 18

表2  非TCL组患者样本信息(n)

诊断 TRBC1单染 TRBC1、TRBC2双染

贫血 14 5

淋巴结肿大 3 1

发热 7 8

感染 2 3

甲状腺结节 1 0

不明原因细胞减少 14 7

MDS 3 0

脾大 4 1

合计 48 25

1.2 纳入与排除标准 TCL组纳入标准:符合2022
年世界卫生组织TCL诊断标准;临床资料完整,能够

积极配合观察。排除标准:合并其他恶性肿瘤;伴有

心、肝、肾功能不全;精神疾病;妊娠期或哺乳期女性。
非TCL组纳入标准:无重大疾病、家族病史。排除标

准同TCL组排除标准。所有参与者及家属均签署知

情同意书。

1.3 方法

1.3.1 主要试剂、仪器、软件 试剂:红细胞裂解液

(10倍浓缩红细胞裂解液)、磷酸盐缓冲液(PBS)。配

制红细胞裂解液:80.2
 

g
 

NH4Cl、8.4
 

g
 

KHCO3、0.37
 

g
 

乙二胺四乙酸(EDTA)与2
 

g牛血清白蛋白(BSA)
混合,用纯水定容至1

 

L配制10倍浓缩红细胞裂解

液;采用HCL或KOH调节pH值至7.2~7.4,再用

10倍浓缩红细胞裂解液与去离子水1∶9稀释,4
 

℃
冷藏保存。抗体:荧光标记的小鼠抗人单克隆抗体

CD45-Percp/Cy5.5、CD4-FITC、CD7-PE、CD5-APC、

CD3-PE/Cy7、CD8-APC/Cy7、TCR-αβ-FITC、TCR-
γδ-PE、CD45RO-PE、CD45RA-APC、CD57-FITC、

TRBC1-APC、TRBC2-PE,见表3。仪器软件:采用

BD
 

FACSCantoⅡ流式细胞仪(美国BD公司)获取细

胞,采用BD
 

FACSDiva软件(美国BD公司)和Kalu-
za(美国贝克曼库尔特公司),分析获取50

 

000个有核

细胞,获取至少2
 

000个淋巴细胞。

1.3.2 标本采集及检测 使用肝素抗凝管采集骨髓

样本,离体24~48
 

h内进行检测。取混匀肝素抗凝的

骨髓标本2
 

mL,加入8
 

mL稀释后的红细胞裂解液,

溶血15
 

min,1
 

700
 

r/min离心5
 

min,弃去上清后,加

8
 

mL
 

PBS重悬细胞团,振荡后再次1
 

700
 

r/min离心

5
 

min,弃去上清,加入适量PBS,过滤后加于每管。
按照单克隆荧光抗体组合方案,各管加入相应抗体,
避光15

 

min,加入红细胞裂解液1
 

mL,1
 

700
 

r/min
离心5

 

min,弃去上清,加入2
 

mL
 

PBS,振荡后1
 

700
 

r/min离心5
 

min,弃去上清,加入0.13
 

mL
 

PBS振

荡,2~4
 

h内上机检测。
设门:去粘连细胞、去碎片后圈定淋巴细胞、T淋

巴细胞,根据CD3的表达进行门控,αβ-T细胞根据

TCRαβ和CD3进行门控。在αβ-TCD3
+、αβ-TCD4

+、

αβ-TCD8
+的亚群中分析TRBC1和TRBC2的表达。

图1
 

A~J为TRBC1单染的设门策略,图2
 

A~I为

TRBC1、TRBC2双染的设门策略。定义阈值:CD4/

CD8比值异常判断界值为<1.5和>2.5;TRBC1单

染使用TRBC1的表达率<15%、>85%作为单克隆

判断标准[15];TRBC1、TRBC2双染使用 TRBC1或

TRBC2的表达率<15%、>85%作为单克隆判断

标准[16]。
表3  流式细胞术单克隆抗体

靶向分子 荧光素 克隆号 厂家

CD45 Percp/Cy5.5 HI30 美国BD公司

CD3 PE/Cy7 SK7 美国BD公司

CD7 PE M-T701 美国BD公司

CD5 APC L17F12 美国BD公司

CD4 FITC SK3 美国BD公司

CD8 APC SK1 美国BD公司

TCRαβ FITC WT31 美国BD公司

TCR-γδ FITC 11F2
 

美国BD公司

CD45RO PE UCHL1 美国BD公司

CD45RA APC L48 美国BD公司

CD57 FITC HNK-1 美国BD公司

TRBC1 APC JOVI.1
 

郑州凯普瑞公司
 

TRBC2 PE CBI.105 郑州凯普瑞公司
 

1.4 统 计 学 处 理 采 用 SPSS27.0和 GraphPad
 

Prism10.0完成统计分析与制图。计数资料以频数和

百分率表示,采用χ2 检验。根据数据分布类型,呈偏

态分布的计量资料以M(Q1,Q3)表示,两组间比较采

用 Mann-Whitney
 

U 检验,多组间比较采用Kruskal-
Wallis

 

H 检验,多重比较通过Bonferroni校正法调整

显著性值。对单染及双染 CD4+CD8-TCL、CD4-

CD8+TCL患者克隆性表达的临床诊断效能分析分别

采用受试者工作特征(ROC)曲线,获取曲线下面积

(AUC)、95%CI、灵敏度、特异度等。取双侧检验,以

P<0.05为差异有统计学意义。
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  注:A~J为TRBC1单染的设门策略。

图1  TRBC1单染流式细胞设门

2 结  果

2.1 TRBC1单染的表达情况 非 TCL组患者以

CD4/CD8比值正常占比较高,TRBC1的表达以多克

隆为主,2例为单克隆表达,见图3、4及表4。TRBC1
在αβ-T 细 胞 中 的 表 达 率 为 37.25% (32.73%,
41.20%),CD4+ T 细 胞 中 TRBC1 的 表 达 率 为

40.75%(36.13%,67.86%),CD8+T细胞的表达率

为36.30%(33.05%,41.48%),CD4+T细胞的表达

率高于CD8+T细胞,差异有统计学意义(P=0.01),
见表5。

TCL组患者TRBC1表达率以单克隆为主,1例

表现为多克隆。TCL组αβ-T细胞、CD4+CD8-
 

TCL
中的CD4+T细胞、CD4-CD8+TCL中的CD8+T细

胞的TRBC1表达率与非TCL组相比具有显著克隆

性,呈限制性表达,见图3、4及表4。免疫表型以

CD4-CD8+、CD4+CD8-为主,其中CD4-CD8+TCL
中CD8+T细胞的TRBC1表达率明显高于CD4+T
细胞,CD4+ T 细 胞 中 TRBC1 表 达 率 为 35.43%
(31.85%,37.95%)呈多克隆表达,CD8+T细胞表达

为89.33%(84.85%,95.80%)呈单克隆表达,见表

4;CD4+CD8-
 

TCL中CD4+T细胞的 TRBC1表达

率为88.34%(85.25%,96.40%)明显高于CD8+T
细胞的表达率31.41%(28.93%,35.00%),表现出显

著的单克隆性,见图4、表5。
2.2 TRBC1、TRBC2双染的表达情况 25例非

TCL组患者 TRBC的表达情况表现为 TRBC1和

TRBC2混合表达,CD4/CD8比值以正常为主。αβ-T
细胞、CD4+T细胞和CD8+T细胞亚群TRBC2、TR-
BC1表 达 率 均 呈 多 克 隆 表 达;TRBC2+TCL 患 者

CD8+T细胞表达明显高于CD4+T表达,差异有统计

学意义(P<0.01)。见表6、7及图5。
在18例TCL组患者中,TRBC2+TCL患者占比

较高,CD4/CD8的 比 值 以 异 常 为 主,免 疫 表 型 以

CD4+CD8-、CD4-CD8+为主;CD4-CD8-的TCL患

者表现出TRBC1、TRBC2表达缺失,其余表型 TCL
患者的所有疾病类别中均观察到 TRBC1限制性或

TRBC2限制性,均表现为单克隆性。见表6、图5。
在CD4-CD8+TCL患者中,TRBC2+ 的αβ-T细

胞TRBC2的表达率为87.92%(84.89%,92.53%),
呈单克隆表达,而CD8+T细胞TRBC2的表达率(呈
单克隆表达)明显高于CD4+T细胞(呈多克隆表达),
差异有统计学意义(P<0.001);在CD4+CD8-TCL
患者中,TRBC2+ 的αβ-T细胞(呈单克隆表达)的表

达率、CD4+T细胞的表达率明显高于CD8+T细胞的

表达率,差异有统计学意义(P<0.001)。见表7。
与非TCL组患者相比,CD4+CD8-TCL、CD4-
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CD8+TCL的TRBC2/TRBC1比值明显偏离正常范

围(0.18~5.70),如CD8+T细胞在非TCL组中TR-
BC2/TRBC1比 值 为1.16(0.64,2.06),在 CD4-

CD8+TCL组 TRBC1+ 患者中比值为0.14(0.10,
0.16),TRBC2+患者中比值为9.75(8.02,48.86),差
异有统计学意义(P<0.01),见表8、图6。

  注:A~I为TRBC1、TRBC2双染的设门策略。

图2  TRBC1、TRBC2双染流式设门策略

图3  TCL组与非TCL组患者TRBC1单染克隆性表现

2.3 TRBC1、TRBC2单染与双染的诊断效能 TR-
BC1诊断CD4+CD8-、CD4-CD8+TCL的 AUC为

0.98(95%CI:0.95~1.00),灵敏度为94%,特异度

为96%,阳性预测值为91%。TRBC1、TRBC2同步

检测诊断CD4+CD8-、CD4-CD8+TCL的 AUC为

1.00,灵敏度为100%、特异度为96%、阳性预测值

为94%。

表4  TRBC1单染免疫表型分析[n(%)]

组别 n
CD4/CD8

正常 异常

TRBC1克隆性

单克隆 多克隆

免疫表型

CD4+CD8- CD4-CD8+ CD4+CD8+ CD4-CD8-

非TCL组 4842(87.50)6(12.50) 2(4.17)46(95.83) - - - -

TCL组 28 4(14.29)24(85.71) 27(96.43)1(3.57) 7(25.00) 18(64.29) 1(3.57) 2(7.14)

  注:-表示无数据。

·445· 国际检验医学杂志2026年3月第47卷第5期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2026,Vol.47,No.5



  注:A、B为1例非TCL患者CD4+T细胞中TRBC1呈多克隆表达;C~H分别为1例CD4-CD8+TCL患者CD3+T细胞、CD4+T细胞、

CD8+T细胞中TRBC1表达情况。

图4  TCL组与非TCL组患者TRBC1单染表达特征

表5  TRBC1单染在αβ-T、CD4
+T、CD8+T细胞中的表达情况[M(Q1,Q3),%]

组别 n
 

TRBC1单染 αβ
 

T
 

TRBC1 CD4+T
 

TRBC1 CD8+T
  

TRBC1 H/Z P

非TCL组 48 - 37.25(32.73,41.20)ab 40.75(36.13,67.86)a 36.30(33.05,41.48)b 7.69 0.01

TCL组

 CD4+CD8- 7 TRBC1+ 87.75(86.12,88.40)a 88.34(85.25,96.40)a 31.41(28.93,35.00)b 10.83 <0.01

 TRBC1- 10.71(5.05,11.25) 13.70(13.50,13.75) - 15.32 <0.01

 CD4-CD8+ 18 TRBC1+ 87.13(84.59,88.62)a 35.43(31.85,37.95)b 89.33(84.85,95.80)a 23.52 <0.01

TRBC1- 8.11(6.80,12.78) - 12.40(5.95,14.35) 12.71*<0.01

  注:-表示无数据;经Kruskal-Wallis
 

H 检验差异有统计学意义,随后进行两两比较,同行字母相同表示差异无统计学意义,字母不同表示差

异有统计学意义;*表示Z 值。

表6  TRBC1、TRBC2双染免疫表型分析[n(%)]

组别 n
CD4/CD8

正常 异常

CD45RA、RO

CD45RA+ CD45RO+
TRBC1、TRBC2

TRBC1+ TRBC2+

非TCL组 25 19(76.00) 6(24.00) - - 25(100.00) -

TCL组 18 5(27.78) 13(72.22) 7(38.89) 11(61.11) 6(33.33) 12(66.67)

组别 n
TRBC1、TRBC2克隆性

单克隆 多克隆

免疫表型

CD4+CD8- CD4-CD8+ CD4+CD8+ CD4-CD8-

非TCL组 25 0(0.00) 25(100.00) - - - -

TCL组 18 18(100.00) 0(0.00) 6(33.33) 11(61.11) 0(0.00) 1(5.56)

  注:-表示无数据。

表7  TRBC1、TRBC2双染在αβ-T、CD4
+T、CD8+T细胞中的表达情况[M(Q1,Q3),%]

组别 n TRBC双染 αβ-T CD4+T CD8+T H/Z P

非TCL组 25 TRBC1+ 36.27(27.13,49.26)b 40.37(34.64,53.36)a 38.12(25.27,54.31)ab 4.50 0.04

TRBC2+ 48.51(38.85,62.31)c 50.56(41.27,61.56)b 53.43(44.86,72.07)a 9.94 <0.01

TCL组

 CD4+CD8-
 

6 TRBC1+ 87.54(86.37,88.91)b 90.93(91.48,93.86)a 37.4(31.48,44.83)c 11.43 <0.01
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续表7  TRBC1、TRBC2双染在αβ-T、CD4
+T、CD8+T细胞中的表达情况[M(Q1,Q3),%]

组别 n TRBC双染 αβ-T CD4+T CD8+T H/Z P

TRBC1- 11.30(9.06,3.64) 8.25(1.34,12.26) - -2.26* 0.02

TRBC2+ 88.38(87.99,89.71)b 91.79(87.14,97.09)a 59.57(55.45,65.35)c 13.94 <0.01

TRBC2- 12.37(8.78,14.03) 6.21(3.22,11.76) - -2.02* 0.04

 CD4-CD8+ 11 TRBC1+ 87.39(84.56,89.62)b 36.55(31.21,44.65)c 89.73(86.77,91.63)a 18.07 <0.01

TRBC1- 10.79(5.23,14.06) - 5.12(2.17,12.18) -1.93* 0.04

TRBC2+ 87.92(84.89,92.53)a 54.38(48.85,61.18)b 88.07(85.84,97.80)c 21.13 <0.01

TRBC2- 12.37(7.50,15.21) - 5.53(2.57,13.07) -2.43* 0.01

  注:-表示无数据;经Kruskal-Wallis
 

H 检验差异有统计学意义,随后进行两两比较,同行上标字母相同表示差异无统计学意义,不同表示差

异有统计学意义;*表示Z 值。

  注:A~C为1例CD4+CD8-TCL患者CD4+T细胞群TRBC1、TRBC2呈单克隆表达;D~E为1例CD4-CD8+细胞淋巴瘤患者CD8+T细

胞群TRBC1、TRBC2呈单克隆表达;G~I为1例CD4-CD8-
 

TCL患者TRBC1、TRBC2呈表达缺失。

图5  TRBC1、TRBC2双染典型的单型性表达

表8  αβ-T、CD4
+T、CD8+T细胞中TRBC2+/TRBC1+表达情况[M(Q1,Q3),%]

组别 n TRBC双染
αβ-T

TRBC2+/TRBC1+
CD4+T

TRBC2+/TRBC1+
CD8+

TRBC2+/TRBC1+

非TCL组 25 - 1.09(0.90,1.57)c 1.06(0.88,1.37)b 1.16(0.64,2.06)b

TCL组

 CD4+CD8-
 

6 TRBC1+ 0.13(0.10,0.19)d 0.03(0.02,0.04)c 0.98(0.56,1.17)b

TRBC2+ 6.51(5.93,7.38)b 11.09(8.79,43.39)a
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续表8  αβ-T、CD4
+T、CD8+T细胞中TRBC2+/TRBC1+表达情况[M(Q1,Q3),%]

组别 n TRBC双染
αβ-T

TRBC2+/TRBC1+
CD4+T

TRBC2+/TRBC1+
CD8+

TRBC2+/TRBC1+

 CD4-CD8+
 

11 TRBC1+ 0.14(0.11,0.17)d 1.34(0.77,1.85)b 0.14(0.10,0.16)c

TRBC2+ 7.52(6.38,17.85)a 9.75(8.02,48.86)a

H 31.35 28.36 25.71

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:-表示无数据;经Kruskal-Wallis
 

H 检验差异有统计学意义,随后进行两两比较,同列上标字母相同表示差异无统计学意义,不同表示差

异有统计学意义。

图6  TCL组与非TCL组患者TRBC1、TRBC2
克隆性表现

3 讨  论

  TCL为一种异质性疾病,病因复杂,诊断难度大,
常因与反应性T细胞增生难以区分而延误。TRBC1
抗体的问世为流式细胞术评估T细胞克隆性带来了

突破,近 期 TRBC2抗 体 也 已 逐 步 应 用 于 流 式 检

测[16-19]。本研究通过引入 TRBC1、TRBC2双染策

略,深入探讨TRBC1、TRBC2双染在TCL诊断中的

优势,评估其在克服TRBC1单染局限性、提高诊断准

确性等方面的临床价值。
在TRBC1单染分析中,有研究报道健康人群的

TRBC1表达呈多克隆性,TRBC1的表达率为15%~
85%[15],正常和反应性 CD4+T 和 CD8+T 细胞的

TRBC1+平均表达量分别为43%和35%,CD4+T细

胞表达率高于CD8+T细胞,大多数研究将克隆阈值

设定为TRBC1表达率<15%或>85%[20-21]。本研究

在非TCL组患者中也观察到多克隆TRBC1表达模

式,CD4+T细胞 TRBC1表达率高于CD8+T细胞,
与既往健康人群报道一致,而非 TCL组患者中有2
例TRBC1的表达率达到克隆阈值,这可能是由于生

理性免疫应答(如EB病毒感染、自身免疫性疾病等)
引起的反应性克隆性T细胞扩增。此外,意义未明的

T细胞克隆性增殖(T-CUS)在健康人或非肿瘤患者

中普遍存在,其微小T细胞克隆可能导致TRBC1阳

性比例暂时性偏离正常范围,TRBC1单染可能将这

种寡克隆反应性增生误判为单克隆,从而无法很好地

识别T-CUS[22]。有研究发现,TRBC1单染在区分反

应性克隆与肿瘤克隆方面的挑战,尤其是在 T-CUS

和T细胞大颗粒淋巴细胞白血病(T-LGLL)之间存

在免疫表型重叠,使得鉴别诊断尤为困难[22-23]。TR-
BC1单染与TRBC1、TRBC2双染的TCL组均以T-
LGLL占比较高,TRBC1、TRBC2作为克隆标志物,
在T-LGL中其克隆T细胞更容易获得,常用于流式

细胞术分析[24]。在淋巴瘤发生免疫表型转移的情况

下,其与反应性增殖或残留细胞的鉴别 也 尤 为 困

难[22],而TRBC1在检测小克隆T细胞群体方面具有

较高的敏感性,但是其存在一定的局限,单染可能会

将寡克隆反应性增生误判为单克隆,不能很好地识别

T-CUS。TRBC1和TRBC2同步检测能够快速识别

T-CUS,进行精确诊断。有研究表明,TRBC1和TR-
BC2双染可以有效解决TRBC1单染中“TRBC1-dim”
的模糊结果,并通过 TRBC1和 TRBC2的表达率及

TRBC2:TRBC1比例来更清晰地界定克隆性[16,25-26]。
在TRBC双染结果分析中,多数研究也将克隆阈

值设定为TRBC1或TRBC2表达率<15%或>85%。

25例非TCL组患者均表现为多克隆表达,18例TCL
患者的骨髓标本中,无论何种疾病类别均观察到TR-
BC1或TRBC2限制性表达。TCL组患者的αβ-T细

胞、CD4+CD8-TCL中的CD4+T细胞、CD4-CD8+

TCL中的CD8+T细胞的TRBC表达率与非TCL组

相比具有显著的克隆性,表明了TRBC限制性是肿瘤

患者T细胞亚群特有的特征。TCL患者CD4/CD8
以异常为主,提示机体细胞免疫功能紊乱。值得注意

的是,以CD4-CD8+的TCL表型高发单克隆性,TR-
BC2+TCL占比较高(67%),这对预测适合 TRBC1
和TRBC2靶向治疗的患者群体具有重要意义[13],未
来可重点开发以 TRBC2为靶向治疗方向的治疗方

案。本研究中,TRBC1和 TRBC2同步检测的灵敏

度、特异度、阳性预测值均高于TRBC1单染,显著提

升了诊断效能。
然而,TRBC1单染的 TCL患者中观察到两例

TCL患者免疫表型为CD4-CD8-,表现为TRBC1表

达缺失。这种情况下,肿瘤样本不能简单推断为TR-
BC2单克隆。TRBC1表达缺失可能是由于缺乏表面

CD3、TCR(“裸T细胞”表型)或者为γδ-T细胞(不表
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达TRBC1和TRBC2),属于TRBC1单染无法直接识

别的特殊恶性克隆[8]。本研究还在 TRBC1、TRBC2
双染结果中观察到有1例CD4-CD8-的TCL患者,
在TRBC1、TRBC2双染下TRBC表达缺失,TCR-γδ
未提示为γδ-T细胞,而是由于缺乏表面CD3、TCR
(裸T细胞表型),TRBC1和TRBC2均阴性。这类肿

瘤无法通过常规TRBC标记识别,易被漏诊。
根据HORAN等[16]报道健康人群总T细胞TR-

BC2/TRBC1比值中位数为1.6(1.3~2.0),CD4+与

CD8+T细胞分别为1.3(1.2~1.6)和1.8(1.5~
2.7),并且TRBC1和TRBC2表达相对稳定的比例为

区分恶性克隆提供了可靠参考[17]。本研究结果发现,

TCL的肿瘤细胞由于TRBC1、TRBC2的表达异常而

使TRBC2/TRBC1比值明显偏离正常范围,进一步

反映其限制性表达。非TCL组患者骨髓中TRBC2/

TRBC1比值略低于普遍研究中健康人群,TRBC1表

达略有升高,这种变化可能由于组织特异性免疫特

征,说明在不同组织来源样本中 TRBC1、TRBC2的

表达存在一定的差异,也提示应建立基于组织来源

(外周血、骨髓、淋巴结等)的参考区间。

TRBC1、TRBC2双染凭借其对TRBC限制性表

达的高灵敏度(可达10-5)与特异度,显著提升了微小

残留病(MRD)的检测能力,对于早期识别复发、评估

疗效与预后至关重要,TRBC1、TRBC2同步检测已成

为流式细胞术检测 MRD检测的重要工具[27-28]。近期

研究指出,PD-1和TRBC1联合泛T细胞抗体可以灵

敏地监测微小残留疾病,不受肿瘤T细胞抗原漂移的

影响[28]。这意味着即使肿瘤细胞表面抗原发生变化,

TRBC1或TRBC2作为相对稳定的肿瘤特异性标志

物,仍能有效地追踪 MRD,为临床决策提供及时准确

的信息。
在治疗指导方面,TRBC1、TRBC2同步检测能为

新兴的靶向治疗提供关键信息[13,29-30]。目前针对

TRBC1或TRBC2的CAR-T疗法已进入临床试验阶

段[31],为复发、难治性患者提供了新的希望。然而,研
究也发现了一些耐药机制,如TRBC1和TRBC2使用

的克隆异质性及TCR表达的缺失,可能成为 TRBC
导向的CART细胞疗法的原发性耐药机制[30]。

TRBC1、TRBC2双染技术在TCL的精准医疗中

前景广阔。随着对 TCL分子机制认识的深入,更多

TRBC靶向治疗药物的研发,这一技术将发挥越来越

重要的作用。然而,本研究的样本量相对较小,特别

是双染组,需要扩大TCL样本量,在更大规模、多中

心的队列中进行验证,以提高结果的普遍性和统计学

效力。另外,由于TCRγδ阳性T细胞和CD3阴性细

胞(如良性胸腺细胞、CD3阴性肿瘤)在TRBC染色中

既不表达TRBC1,也不表达TRBC2,故需联合CD3、

CD56或TCRαβ、TCR-γδ等其他标志物进行检测,以
全面评估 T 细胞群体[32],并且需要排除非肿瘤性

TRBC1、TRBC2 异 常,如 EBV 感 染 相 关 T 细 胞

增生[33]。
综上所述,TRBC1、TRBC2同步检测为TCL的

诊断和治疗带来了新的机遇,在常规分型诊断、克隆

性判断、预后预测及治疗靶点选择中有重要临床价

值。TRBC1、TRBC2同步检测不仅克服了TRBC1单

染的局限性,提高了克隆性诊断的准确性和敏感性,
更在 MRD监测和CAR-T细胞治疗等新兴靶向疗法

中发挥了不可或缺的作用,有望改善患者诊断流程和

治疗效果,提升患者生存质量与长期生存率。
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