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[摘 要] 近年来以T细胞为基础的肿瘤免疫治疗发展迅速，但仅对部分肿瘤患者有效，因此亟待探索有效的检测方法和预测

指标。T细胞受体（TCR）是T细胞抗原识别的关键分子。T细胞在胸腺成熟过程中经历了TCR基因重排，形成了TCR高度多样

性，体内所有TCR类型与数量组成TCR 组库。借助免疫组库测序技术可得到特定时期肿瘤患者TCR 组库的信息，如TCR多样

性、克隆性等特点，为个体化肿瘤免疫治疗方案的选择以及疗效预测提供了新线索。二代测序技术和单细胞测序技术的发展极

大地扩展了TCR 组库研究的深度与广度，极大地促进其在肿瘤免疫治疗领域的应用。本文通过对TCR 组库测序应用领域、测序

方法及其统计学评估指标进行综述，展示了TCR组库检测作为新型生物标志物来预测及评估患者预后的潜能，为个体精准化肿

瘤免疫治疗提供新策略。
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T细胞受体（T cell receptor, TCR）组库是特定时

间内机体免疫循环中T淋巴细胞克隆的总和，可反映

特定时间点机体对外界刺激的应答能力，其多样性

与机体免疫力的强弱相关[1-2]。通常，高多样性TCR

组库代表免疫系统功能正常，对病毒及其他病原体

感染有良好的调控作用[3]。TCR组库会随着疾病的

发生发展而改变，反映不同疾病情况下机体的免疫

系统状态，其已成为免疫学研究领域的热点。二代

测序技术的发展使得免疫组库高通量测序成为可能，

促进了免疫组库测序（immune repertoire sequencing，

IR-Seq）技术在肿瘤免疫、自身免疫疾病等方面的广

泛应用。本文介绍了TCR组库在肿瘤免疫领域的应

用、批量测序与单细胞测序两类测序方法、测序数据

的分析方法及其多样性、重叠性等相关指标，通过介

绍这些指标在肿瘤免疫检查点阻断（immune

checkpoint blockade，ICB）疗法中的应用，展示其作为

免疫治疗生物标志物的潜能，以期为肿瘤免疫治疗

提供新思路。

1 TCR组库检测的重要性

近年来，随着免疫治疗的飞速发展，利用机体免

疫系统清除肿瘤细胞成为肿瘤研究领域的热点，但

是由于肿瘤免疫治疗存在耐药和低应答等问题，仅

有一小部分肿瘤患者能从中获益，因此限制了其临

床应用。研究机体健康与疾病状态下TCR 组库的特

征有助于人们更好地认识免疫系统，阐明T细胞在肿

瘤免疫治疗中的变化规律及其发挥功能的机制。

基于健康状态和疾病状态下机体免疫系统特

点，TCR 组库分析可作为生物标志物，监测机体免疫

状态并且预测患者预后，提高肿瘤免疫治疗的应答

率。同时TCR组库分析在 ICB疗法中具有重要参考

价值，分析TCR多样性可以为不同患者选择何种 ICB

提供依据[4]。此外，在过继细胞疗法（adoptive cellular

therapy，ACT）中，通过 IR-Seq对TCR双链进行测序

得到T细胞的克隆组成信息，来筛选肿瘤高特异性的

T细胞，减少正常组织的毒性损伤，同时对治疗前后

TCR变化分析来评价免疫治疗的有效性及预后，表

明 IR-Seq 可以优化 ACT 的治疗效果，具有巨大潜

力[5]。肿瘤疫苗是通过利用肿瘤相关抗原激活体内

肿瘤特异性免疫反应的一种治疗方法，因其对肿瘤

细胞的杀伤具有持久性而受到青睐。基于TCR多样

性受抗原的影响，利用 IR-Seq可以发现患者体内新

生抗原，直观地评价疫苗接种后的免疫反应；通过对

细胞毒性T细胞转录谱进行测序，为抗原选择、免疫

细胞活化及抗原识别提供信息，促进治疗性肿瘤疫

苗的发展[6]。 IR-Seq 可以得到患者某一时期体内

TCR的完整信息，在 ICB、ACT、肿瘤疫苗等多种免疫

治疗方法中发挥作用，对肿瘤免疫治疗的发展具有

极大的促进作用。
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除了对肿瘤治疗领域意义重大外，TCR 组库还

可以在感染性疾病、自身免疫病等领域中发挥巨大

价值，例如，MURARO等[7]利用TCR组库监测接受自

体干细胞移植的多发性硬化患者治疗前后外周血

CD4＋、CD8＋T细胞TCR克隆型变化及其与疗效的关

系，发现治疗前主要的CD4＋T细胞克隆型在治疗后

被有效清除且出现了大量新的克隆型，而治疗前主

要的CD8＋T细胞克隆型未在治疗后被清除，治疗后

CD8＋TCR组库只是在原有克隆型基础上发生了比

例和数量的变化，并且发现治疗无效的患者其TCR

组库多样性较低。

2 TCR组库测序方法

T细胞抗原识别依赖于TCR与抗原肽-主要组织

相容性复合物（major histocompatibility complex，

MHC）的相互作用[8]。TCR是由两条肽链构成的异源

二聚体，包括αβTCR和 γδTCR，具有αβTCR的T细胞

是适应性免疫的主要参与者，是病毒感染、自身免疫

病和肿瘤免疫研究的重点[9]。TCR双肽链均包含恒

定区（constant region，C）和可变区（variable region,

V），根据TCR V区识别特性不同，将V区分为3个互

补决定区（complementarity-determining region，CDR）

1、2、3。CDR1和CDR2基因由种系DNA基因编码，

而CDR3基因是V(D)J重组连接多样性的产物，TCR

多样性主要体现在CDR3的多样性上[10-11]。TCR和抗

原肽-MHC分子复合物识别过程中，CDR1α、CDR1β、

CDR2α和CDR2β与MHC接触，而CDR3α和CDR3β

直接与抗原肽接触。然而，并不是所有识别均严格

按此识别模式，6 个 CDR 可能均参与抗原肽的识

别[12]。因此，在TCR测序过程中，检测所有的CDR序

列可能获得更为精确的TCR与抗原肽识别信息。

在TCR研究早期，由于技术上的限制很难建立

全面的TCR组库，直到二代测序技术的应用，可以同

时对数百万个 TCR 序列分析。通过 IR-Seq 可以对

TCR组库中的α、β两条肽链同时进行分析，且包含全

部CDR区，促进了TCR分析领域的快速发展。

在进行TCR测序分析前，首先需考虑测序样本

的来源。基因组DNA和RNA均可用于TCR测序，但

各具优缺点。由于DNA自身比较稳定，且每个细胞

内的拷贝数稳定，因此可以直接定量克隆频率[13]。然

而，基于DNA的测序方法的敏感性较低，且未考虑等

位基因排斥、缺失目的基因表达水平的信息，可能会

导致测序结果的错误。与之相反，RNA稳定性较差，

不同细胞其TCR的mRNA表达水平不尽相同，因此

影响TCR定量；但是mRNA包含最终的TCR产物并

提供表达水平信息，其敏感性较高，较常被用于TCR

测序[14]。

选择合适的TCR测序材料后，接着根据研究目

的选择测序方法，TCR 组库测序可按照分析水平不

同，分为批量测序和单细胞测序两种类型。

2.1 TCR批量测序

采用批量测序的TCR高通量测序主要分为3类：

（1）多重 PCR。多重 PCR是目前使用较多的批量测

序方法，针对多个目的基因，多重PCR是采用多对引

物混合于扩增体系，实现CDR3区域特异性扩增。多

重 PCR存在扩增偏倚，导致某些等位基因的扩增优

于其他等位基因，从而掩盖产物真实的相对丰度[15]。

在实验设计中，可以通过改变引物浓度[16]、使用分子

条形码[17]的方式来纠正结果偏倚。（2）巢式PCR或 5'

末端快速扩增技术（5′RACE）。此方法以RNA为模

板，依赖于逆转录酶的末端转移酶活性，在第一次链

（即cDNA）合成至cDNA分子的3′端时添加一段非模

板 dCTP序列，然后利用含有互补 oligo（G）延伸链的

模板切换寡核苷酸合成 mRNA 完整 5′端的 cDNA

链[18]，因此一对结合5′端和固定序列的引物足以扩增

全部TCR基因，通常会覆盖到完整的V基因，保留完

整的TCR和VDJ区域[14]。（3）目标区域靶向捕获。利

用RNA探针直接从 gDNA或者RNA测序文库中捕

获TCR序列，进行进一步扩增。这种方法需要一定

数量的PCR循环，但是受PCR偏好性影响小。此方

法可以同时处理 α和 β链，也可以分开处理，后者处

理结果将更加准确[19-20]。

批量测序作为较常使用的方法，主要缺点是它

只能提供单条TCR链频率的信息，无法提供α、β链的

配对信息，而α和β链配对真正反映了T细胞在体内

的生物学功能，以更为准确地评估TCR功能和抗原

特异性。为此，HOWIE等[21]提出了基于同一样本的

多重测序和组合分析对TCR链配对的新概念，此种

方法被称为 pairSEQ，需要大量样本来实现配对，具

有一定的局限性。

2.2 TCR单细胞测序

单细胞分离技术的发展使得捕获成对TCR α、β

链信息成为可能。最早使用显微技术（如激光显微

切割和显微移液）分离单个T细胞，再进行多重PCR

和一代测序[22]，这些方法存在耗时且效率低的弊端。

目前，分离单个细胞的常用方法是采用流式细胞分

选技术[23]，这一方法的优势为能够基于表型特征来选

择感兴趣的T细胞亚群进行单细胞测序，这在分析罕

见T细胞亚群时十分有用。此外，由于该方法高读取

率和覆盖率的特点，可获得高置信度的 TCR 序列。

利用这一方法首次揭示了人类和小鼠抗原特异性

CD8＋T细胞对病毒感染应答的克隆多样性[24-25]。近
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年来，通过使用单细胞条形码标记单个细胞再进行

后续高通量测序也得到发展。HAN等[26]通过使用单

细胞条形码策略可以增加测序细胞的规模，除了测

定α、β两条TCR链外，还可以对与细胞功能相关的特

定基因进行测序。然而，这些方法检测的细胞数量

有限，只能对数百至数千个细胞进行测序。

TCR 单细胞测序的另一个策略是基于乳剂的

PCR技术。其利用微流体技术，产生大量油包水乳

滴捕获单个细胞，这一方法显著增加后期用于测序

分析的细胞数。乳滴相当于一个微型反应室，包含

逆转录体系，细胞在其中裂解释放的mRNA通过逆

转录PCR合成 cDNA，同时标记细胞标签，随后进行

测序。SPINDLER等[27]提出了一种高通量方法，即：

将TCR的识别与功能测试联系起来，以使用基于微

流体的系统确定TCR反应性和亲和力。

单细胞测序技术能够将单个细胞的转录谱与

TCR信息联系起来，从而更为全面精准地研究T细胞

在免疫应答中的作用。目前，有两种单细胞转录谱

联合TCR 组库测序的方法：一是从单细胞RNA测序

数据中计算重建TCR链，依赖于对齐和从头组装步

骤，以识别TCR的起始读取并重建TCR链，包括单细

胞TCR测序（scTCR-seq）[28]、VDJPuzzle[29]等方法。通

过将TCR序列与基因表达相结合，促进了T细胞克

隆表型动力学的研究。如STUBBINGTON等[30]利用

TraCeR方法追踪沙门菌感染的CD4+ T细胞的分化轨

迹，揭示了同一克隆型T细胞可以有不同的分化轨

迹，即抗原反应性T细胞命运的异质性。二是结合基

因表达谱与特异性扩增TCR基因片段，在单个细胞

水平将转录谱分析与靶向扩增TCR链相结合，得到

TCR 与 T 细胞表型的配对组合[31]。YOST 等[32]通过

5′RNA扩增同时进行单细胞RNA测序和TCR测序的

方法追踪了基底细胞癌患者在抗程序性死亡蛋白-1

（programmed cell death-1，PD-1）治疗前后的 T 细胞

克隆动态变化，研究结果显示，治疗后扩增的CD8+ T

细胞克隆主要由治疗前肿瘤中缺失的T细胞克隆组

成，这表明 ICB招募新克隆至肿瘤部位是其发挥激活

抗肿瘤免疫反应的机制之一[33-34]。

以上测序方法旨在准确地重现TCR序列，然而

由于某些特定的TCR序列间可能仅存在一个核苷酸

的差别，这增加了TCR测序分析的难度，需要慎重区

分 PCR测序错误、序列差异和低频克隆型。基于分

子标签（unique molecular identifier，UMI）技术的应用

较好地解决了以上难题。UMI技术是在 cDNA合成

过程中附加的随机 DNA 序列，可唯一标记单个

cDNA分子，即在 cDNA合成过程中引入独特的UMI

来区分单个RNA分子，并将PCR扩增和测序错误的

影响降至最低，以及利用算法纠正错误数据[35-36]。

UMI技术具有两个主要优点：（1）通过对每个UMI进

行一次计数，可以恢复样本中TCR序列的原始分布，

从而可以更准确地量化TCR克隆频率；（2）通过将标

记有相同UMI的序列分成一组，进行一致性推算可

以纠正 PCR和测序错误。然而，这种准确性可能会

以低敏感度为代价，因为稀有克隆可能会因为UMI

的读取深度不同而被过滤掉[37]。因此，应根据实验目

的不同来决定是否选用UMI技术。

3 TCR组库数据分析

目前，有多种计算和统计方法可用于数据分析，

获得原始数据后第一步即将数据转换成表达矩阵的

形式，如 h5ad和 loom等，之后通过质控得到过滤后

的数据，即有意义的序列，质控的目的是为了去除不

合格数据。然后，进行降维和聚类，通过注释得到人

们熟知的基因。下一步是可视化免疫组库，包括克

隆型丰度、多样性和V(D)J使用等[38]。

虽然TCR结构的多样性使得对免疫系统的分析

具有挑战性，但是将不同时间点不同组织内的TCR

序列变化进行分析，即TCR组库动力学变化作为炎

症性疾病或肿瘤的免疫检测指标，以及免疫治疗反

应的生物标志物正成为近年研究热点，尤其在 ICB疗

法中具有重要参考价值。因此，出现了免疫组库可

视化模型和统计相关的描述性指标，来估计组库的

多样性等特征。

3.1 TCR多样性

在TCR组库中，多样性包含了克隆组成，即独特

TCR 序列的丰富度和每种序列的均匀度两方面含

义[39] 。多数多样性指数源于信息论，用以量化生态

系统的生物多样性。常用的指数有香农指数

（Shannon index）、基尼 -辛普森指数（Gini-Simpson

index）、基尼系数（Gini coefficient）等。

香农指数大常意味着克隆丰富度高、分布越均

匀，对低频读数较其他指数敏感。因此，低频读数的

变化对香农指数的影响较大[40]。与香农指数相比，基

尼-辛普森指数强调高频读数，该指数高表明TCR克

隆分布均匀，指数低表示TCR克隆富集[39, 41]。

3.2 克隆性（clonality）

衡量克隆性的常用指标是1-香农指数/生产性独

特序列数量的对数，克隆性指数为 0时，表示种群的

多样性极高或整个T细胞群里不存在增殖情况；克隆

性指数为1时，表示种群为单克隆性[42]。

3.3 均匀度（evenness）

多样性均匀度 50（diversity evenness 50，DE50）

被认为是给定数据集中均匀度的指标。按照从高到
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低的顺序汇总读取数量，DE50 表示在 50%的帧内读

取可以找到多少个独特的读取。低值表示高克隆性

水平，即细胞群内增殖活跃。均匀度（Pielou）指

数是衡量均匀度的另一指标，其意义与 DE50 相

同；1-Pielou指数经常被用于衡量克隆性，0代表高度

多样性且不同克隆型频率一致的种群，1代表单克隆

种群；1-Pielou指数对寡克隆更敏感[43]。

3.4 不均匀性（inequality）

基尼系数衡量序列频率分布的均匀性与否，其

取值在 0和 1之间，0表示所有克隆都具有相同的频

率，1代表完全不平等，表明样本的寡克隆性。该指

数可用于衡量样本中不同克隆型之间频率分布的均

匀情况[44-45]。

3.5 重叠性（overlap measures）

重叠性即两组数据相似程度的度量，常用M-H

指数（Morisita-Horn index）和 Jaccard 指数。M-H 指

数解释了两个组库之间共享的TCR数量及丰度，取

值在 0 和 1 之间；Jaccard 指数衡量组库之间的相似

性，定义为交集除以样本集并集，它的范围也在1到0

之间，其中1表示完全重叠，0表示不重叠[38-39]。

上述指标被广泛用于TCR组库分析。然而，由

于TCR组库高度多样性以及测序方法局限性，一个

基因库中克隆的频率分布及其丰富度在很大程度上

是有偏差的，因为只有一小部分基因库被分析，导致

采样不足，重复采样是生成更具可比性数据的常用

策略之一[9]。

4 TCR组库分析在 ICB治疗中的应用

利用机体的免疫系统清除肿瘤细胞是进行免疫

治疗的核心内容，是目前肿瘤研究的热点。基于肿

瘤细胞逃逸T细胞杀伤作用的机制，开发了多种阻断

免疫检查点重新激活T细胞活性的免疫治疗方法。

针对细胞毒性 T 淋巴细胞相关蛋白 4（cytotoxic T

lymphocyte associated protein 4, CTLA4）和PD-1的抑

制剂已在多种肿瘤治疗中显示良好的疗效[46]。尽管

肿瘤免疫治疗进展迅速，但是只有小部分肿瘤患者

受益，如基于 PD-1/PD-L1的 ICB疗法只对少数患者

有效，因此亟须特异的生物标志物筛选这一人群，以

便在肿瘤治疗前就能明确潜在的 ICB治疗有效人群。

HAN等[42]研究发现，基于TCR多样性指标的生

物标志物可预测非小细胞肺癌患者对抗PD-1治疗的

反应，通过对 PD-1+ CD8+ T细胞的 TCRβ链的CDR3

区用多重 PCR法进行测序发现，ICB治疗前TCR多

样性指标香农指数高的患者无进展生存期（PFS）更

长，ICB治疗后TCR克隆性增加的患者PFS更高。

关于外周血中TCR多样性与抗CTLA-4治疗的

相关性尚无定论，一些研究发现在 ICB治疗前外周血

TCR 多样性高的患者生存期延长[47]。在抗 CTLA-4

单一疗法中发现，治疗前后TCR测序重叠性M-H指

数偏低，抗CTLA-4治疗促进TCR组库多样性指标香

农指数增加，这表明抗CTLA-4治疗可以促使新的T

细胞克隆产生并促使TCR组库的更新；而外周血中

TCR多样性增加与免疫治疗相关不良反应有关，其

中可能也增加了导致免疫相关不良反应克隆，是抗

CTLA-4治疗常伴随自身免疫反应的副作用的原因

之一[48-49]。CHA等[50]通过对抗CTLA-4治疗的转移性

前列腺癌患者和转移性黑色素瘤患者TCRβ链测序

发现，总生存期（OS）的延长与在基线水平保持高频

克隆有关，相反，OS缩短的患者，其高频克隆随治疗

而下降，结果表明免疫治疗效果的提高与较少的克

隆损失有关。

5 结 语

免疫治疗对部分肿瘤患者有着积极的治疗效

应，如何筛选出对免疫治疗有效的患者是目前的研

究热点。TCR组库的动力学变化可作为生物标志物

应用于肿瘤免疫治疗中，对疗效监测和预后评估具

有重要作用，并有助于免疫治疗作用机制的深入研

究。近年来，随着测序技术的发展，越来越多的方法

可用于测量和评估TCR组库的多样性。但是，由于

缺少免疫组库分析的金标准，因此需要谨慎使用不

同的TCR检测方法。此外，虽然深度测序增强了获

取TCR多样性的能力，但小体积采样可能引起TCR

组库检测的偏离，导致对总体多样性估计的不准确

性，从而限制了对TCR组库动力学变化的研究。未

来，需要开发合适的方法以准确评估TCR 组库的真

实多样性。因此，TCR组库在肿瘤免疫治疗领域的

应用前景与挑战并存。
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