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摘　要：TCR组库是指机体在特定时间内免疫循环中T细胞克隆的总和，其多样性程度与机体健康密切

相关。借助免疫组库测序技术(immune repertoire sequencing, IR-seq)，靶向扩增TCR抗原互补决定区

(complementarity determining region, CDR) 1-3可有效获取特定时期内疾病患者TCR组库完整的多样性信息。

基于此，TCR组库分析可为肿瘤免疫研究提供新型生物标记物，用于监测免疫状态和评估患者预后；同

时，TCR组库也可为TCR-T过继免疫疗法的检测与追踪提供有效途径。另外，基于靶向抗原的TCR CDR3序
列特征，通过机器学习算法开发“TCR-抗原”识别预测的生物信息学工具，将有利于促进肿瘤免疫研究和

治疗应用方面的发展。该文综述了当前TCR组库的检测技术与分析方法，及其在肿瘤免疫中的应用前景与

挑战。
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Abstract: TCR repertoire refers to the sum of T cell clones in the body's immune circulation in a specific time, of 
which the diversity is closely related to human health. With the aid of immune repertoire sequencing (IR-seq) 
technology, through the targeted amplification of the TCR complementarity determining region (CDR) 1-3, the 
whole diversity information of disease-related TCR repertoire can be effectively acquired in a specific period. Based 
on those, TCR repertoire analysis can provide novel biomarkers for tumor immunity research, which can be applied 
to detect the immunological status and evaluate prognosis. Meanwhile, TCR repertoire analysis would pave an 
efficient way to monitor and trace TCR-T adoptive immunotherapy. Besides, sequence characteristics of TCR CDR3 
can help develop bioinformatics tools regarding “TCR-antigen” recognition and prediction using machine learning 
algorithms, which could promote the progress of tumor immunology research and application. In this paper, we 
reviewed the current methods of TCR immune repertoire detection and diversity analysis, as well as the related 
application prospects and challenges in tumor immunology.
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目前，TCR组库通常是指机体在特定时间内免

疫循环中T细胞克隆的总和。据统计，个体免疫组

库中TCR克隆数量高达107~1011种[1]，且TCR组库的

多样性程度是机体免疫能力强弱的象征[2-3]。一般来

说，TCR组库的多样性越高，机体免疫能力越强，

反之机体疾病易感性则越高。

T细胞受体(T cell receptor, TCR)是指分布于T细
胞表面的受体分子，它能特异性识别由抗原提呈细

胞 (antigen-presenting cell, APC)加工，并与组织相

容性复合物(major histocompatibility complex, MHC)
结合的抗原，从而诱导机体免疫应答[4]。TCR是由

两条不同肽链构成的二聚体，包括γδTCR和αβTCR
两种类型。在外周血中，αβTCR约占90%~95%，是

肿瘤免疫研究的主要目标[1]。以TCR α、β链为例，

两条链均有胞外和胞内两个部分。胞外区又由恒定

区(constant region, C)和可变区(variable region, V)构
成。基于V区识别特性的不同，又可将其分成三个

互补决定区(complementarity determining region 1-3, 
CDR1-3)，其中的CDR1-2区识别MHC，而CDR3
区则直接参与抗原特异性识别(图1a)。此外，如图

1b所示，TCR α、β链在发育过程中经历特定的重

排事件：首先发生的是β链重排，包含胚系基因D-J
部分重排和V-DJ完全重排两个过程；以及α链重

排，由胚系基因V-J重排组成。在V-J、D-J或者V-DJ
重排的过程中还会随机插入核苷酸N进一步增加重

排的多样性。然后，重排完成的α链和β链与相应恒

定区连接。最后，经转录剪接、翻译及α链与β链配

对，生成具有功能特性的αβTCR。正是由于以上胚

系基因片段随机组合与连接，才形成多样性极为丰

富的TCR组库。

当前，通过免疫组库测序技术(immune repertoire 
sequencing, IR-seq)，研究者可以较完整地获取患者

特定时期内TCR组库的多样性信息，极大地促进了

肿瘤免疫疗法的发展。近年来，TCR组库已经与肿

瘤免疫疗法联合应用于临床肿瘤治疗，包括癌症疫

苗(tumor vaccine)[5]、免疫检查点疗法(immune 
checkpoint inhibitor, ICI)[6]及过继T细胞免疫疗法

(adoptive cell transfer therapy, ACT) [7]等联合免疫疗

法。其中，TCR组库还是过继T细胞修饰疗法(TCR-T)
的重要基础。例如，靶向NY-ESO-1的TCR-T疗法

已经在黑色素瘤[8]、滑膜肉瘤[9]及肺癌[10]等的临床

试验中展示了良好的安全性和有效性，也是目前实

体瘤治疗的重要研究方向。尽管TCR组库的应用为

理解疾病与免疫系统之间的关系搭建了沟通桥梁，

但由于TCR组库的复杂性以及缺乏TCR功能注释工

具等原因，TCR组库在肿瘤免疫中的应用仍极具挑

战性。因此，本文就当前TCR组库的检测技术与分

析方法，及其在肿瘤免疫中的应用前景与挑战进行

了简要综述(图2)。 

1　TCR组库的生物信息学方法研究 

1.1　TCR组库测序及分析流程

得益于二代测序技术的迅猛发展，IR-seq可对

TCR组库中α、β两条肽链同时进行分析，且覆盖

图1  TCR对抗原的特异性识别及其α、β链的发育过程
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CDR1-3区 [11]。值得注意的是，由于TCR β链的

CDR3区多样性变化最大，在抗原特异性识别过程

中发挥最为关键的作用，所以通常TCR组库测序主

要是从机体T细胞中获取DNA或RNA片段，基于多

重PCR或5ʹRACE技术，靶向扩增β链CDR3区，随

后构建文库进行测序。此外，单细胞测序技术可更

精确地获取机体的TCR组库[12]。例如，Zheng等[13]

结合单细胞分选技术对来自6例肝癌患者的5 063个
T细胞进行测序分析，基于T细胞克隆群间独特的

TCR信息，在单细胞水平上描绘了肝癌微环境的免

疫图谱。 
TCR组库数据分析包含初级和高级两个流

程 [14]。初级分析一般是指测序数据的质控、拼接和

比对。在该过程中，IgBLAST、MiXCR、IMonitor、
TRUST等生物信息学工具可用于鉴定V、D、J基因

与CDR3序列[15-18]。TCR组库高级分析则主要针对

TCR α、β链在基因水平(V、D、J基因与V-J、V-D-J
基因组合的种类、数量、频率及V、J基因和样本间

V-J、V-D-J基因组合的差异表达)与氨基酸水平

(CDR3氨基酸的种类、频率、长度分布及样本间共

享和个体化的CDR3序列)上进行多样性的分析。针

对该过程也开发了多种生物信息学分析工具，从而

快速解析患者免疫系统中T细胞的克隆扩增情况，

如VDJtools、VDJviz 、tcR (R包)等，而其多样性通

常以Shannon 指数、Simpson指数及Gini系数进行

量化[19-22]。

TCR组库中序列多样性的变化及基因扩增偏好

性均与疾病发生直接关联。例如，朱莹等[23]对胃癌

患者外周血、癌旁组织与肿瘤组织的TCR组库进行

了差异分析，鉴定到 23种TRBV-TRBJ偏好配对基

因和41种CDR3特征序列，这些差异表达的基因及

序列可能成为潜在的预测胃癌发生的生物标记物。

另一项代表性研究通过对880万个TCR进行测序

(346个健康人和肿瘤患者的免疫组库)，揭示了TCR
组库的多样性与病理之间的关联[24]。

1.2　TCR组库相关的生物信息学工具开发

当前，随着TCR测序研究越来越多，已建立了

一些数据库，用于储存这些宝贵的信息，如IMGT、
IEDB、VDJdb、McPAS-TCR、PIRD、TCRdb等[25-30]。

然而，TCR序列的抗原特异性结合是其最重要的功

能特征。为此，基于TCR序列特征研究揭示其特异

性识别的潜在模式，继而开发“TCR-抗原”识别

预测工具意义重大[31]。其中，基于抗原递呈过程的

研究，已有一系列的预测工具被开发，可用于预测

筛选出免疫原性较高的抗原肽，并应用于癌症疫苗

的研发[32-34]。类似地，基于TCR识别特征，研究者

也希望将该策略应用于“TCR-抗原”识别预测工

具开发，提高抗原预测的准确率[35]。Dash等[36]于

2017年发现靶向同一抗原的T细胞群，其TCR序列

间存在相同的氨基酸排列，即核心基序，这提示可

以通过核心基序扫描寻找驱动TCR功能的关键特

征，用于开发将TCR序列与其功能相关联的生物信

息学工具。随后，De Neuter等[31]首次通过随机森林

算法探讨了TCR识别抗原的模式，其中所构建的两

个HLA-B*08限制的表位(FLKEKGGL，AUC = 
0.81 ± 0.06；EIYKRWII，AUC=0.89±0.04)模型预测

效果均表现良好。此外，他们还发现TCR序列的长

度及CDR3序列中精氨酸的使用频率均能影响T细胞

图2  TCR组库的检测技术与分析方法
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的识别功能。相关研究也表明，基于TCR序列的理

化特性，可将其用于揭示T细胞识别抗原的机制与

开发 “TCR-抗原”识别预测工具[36-38]。但是，由于

TCR序列长度的不均一性、TCR序列间交叉识别的

复杂性以及当前可使用的TCR-pMHC数据过少，使

得通过机器学习算法进行模型构建仍受到较大的限

制，相应的工具开发在实际中也十分受限。

然而，2020年，一项研究打破了这些限制，为

开发T细胞功能注释工具提供了新思路。Beshnova
等[39]从TCGA上32个癌种的4 200个RNA-seq数据中

获取了43 000条CDR3序列，他们发现这些序列间

存在共同的理化特征(疏水残基、核心基序等)，并

且这些特征在正常组织中并不存在。基于此，他们

利用深度卷积神经网络，针对TCR的理化特征开发

了DeepCAT算法工具，实现了从患者外周血T细胞

的应答结果中诊断早期癌症的设想。该工具在250
个肿瘤患者和600个健康人的验证数据集中均显示

较好的性能(AUC ≥ 0.95)。虽然“滴血验癌”这一

想法不太切合实际，但是可以确定的是TCR组库与

肿瘤免疫研究日渐紧密。

2　TCR组库在肿瘤免疫中的应用前景与挑战

2.1　作为预测型生物标记物

TCR组库丰富的多样性保证了机体足以抵御内

外环境中数以万计的抗原的入侵。正常情况下，机

体免疫组库多样性呈均匀的高斯分布[3]。而疾病状

态下，由于肿瘤抗原持续刺激导致某些T细胞克隆

群显著扩增，TCR组库多样性呈非正态分布。同

时，TCR在基因水平与氨基酸水平也呈现一致性变

化[23, 40]。因此，TCR胚系基因与CDR3序列的变化

均可作为免疫疗效及患者预后的生物标记物。 
TCR组库多样性的变化在免疫检查点疗法(ICI)

中具有重要参考价值。ICI采用药物阻断检查点分

子的抑制信号，引起TCR组库多样性发生独特变

化。Robert等[41]认为评估这种变化是预测ICI疗法

最简单有效的方法。他们发现在接受tremelimumab
治疗的21个患者中，有19个患者的外周血TCR组库

多样性增加30% (Shannon index, p = 0.04)。此外，

Choudhury等[42]发现，治疗前免疫组库多样性低的

患者临床获益较小。而且，Rudqvist等[43]在小鼠模

型中发现，接受联合免疫疗法的小鼠TCR组库多样

性较接受单一疗法的小鼠多样性更高。这暗示通过

评估TCR组库多样性，还可以帮助患者选择获益更

高的免疫疗法。

最后，动态监测TCR组库多样性也可预测患者

预后。Luo等[44]为了研究TCR组库标准化与晚期结

直肠癌发病阶段的相关性，通过监测患者TCR组库

多样性变化，发现处于肿瘤舒缓期的患者相较于处

于发展期的患者，有更标准化的TCR组库。该研究

暗示了动态监测TCR组库潜在的预后价值。2018
年，Hopkins等 [45]研究接受ICI与其他疗法的胰腺

癌患者外周血免疫组库变化时发现， ICI疗法下其

TCR组库变化更明显，进一步表明了 TCR组库多样

性作为生物标记物预测患者治疗预后的潜力。

2.2　TCR-T过继T细胞免疫疗法新手段

TCR-T是近年来癌症治疗新手段的关注焦点，

它能显著提高T细胞对肿瘤抗原的特异性识别能力，

精准识别和杀伤肿瘤细胞。TCR-T疗法是将肿瘤浸

润淋巴细胞的TCR基序或该TCR的编码基因，通

过载体导入成熟T细胞，并在体外扩增与激活，过

继回输实现肿瘤治疗[46]。因TCR-T疗效显著、副作

用少，在实体瘤治疗中获得普遍关注。然而，经修

饰的T细胞回输后，该TCR-T细胞在体内是否扩增

及其持续活化的时间，仍是待解决的问题。 
TCR组库的应用为检测与追踪宿主免疫循环中

识别肿瘤抗原的特殊T细胞群提供了可行途径。研

究表明，通过肿瘤浸润性淋巴细胞过继输入，可使

黑色素瘤患者的肿瘤消退，其肿瘤体积明显缩小，

并且1年后仍可在免疫循环中追踪到该特异性T细
胞[47]。2018年，Zhu等[48]发现，AFP158修饰的T细胞

可杀伤小鼠HepG2肿瘤，随后他们又将小鼠AFP158

特异性TCR基因重定向至人T细胞，体外实验显示

该TCR-T依旧可以杀伤肝癌细胞。该结果为TCR-T
肿瘤过继免疫治疗提供了理论基础，并展现了其广

阔的应用潜力。

截至目前，TCR-T疗法的研究多是针对肿瘤相

关抗原。然而，近年来随着肿瘤新抗原研究的深入，

研究人员提出了以新抗原为靶点进行自体T细胞修

饰的策略[49-50]。相关的研究也表明，新抗原相关的T
细胞克隆扩增与肿瘤清除直接相关[42]。Kalaora等[51]

发现，一组可以特异性识别黑色素瘤的T细胞克隆

群是黑色素瘤消退的主要原因，并且体内、体外实验

均表明约80%的肿瘤细胞能够被有效杀伤，这一结

果鼓舞了以新抗原为靶点的基因修饰T细胞研究。

虽然新抗原介导的TCR-T过继疗法逐渐得到认

可，但由于识别肿瘤新抗原的TCR表达水平低、检

测阈值不明确等问题，使得新抗原介导的TCR检测

及分离的难度较高[52] 。为此，Lu等[53]提出应用单
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细胞RNA-seq，可从患者免疫循环中快速鉴定到多

个新抗原驱动的T细胞克隆，并将其TCR转化到自

体T细胞中，该TCR-T细胞可特异性识别APCs提呈

的新抗原。尽管靶向新抗原的TCR基序推动了过继

免疫疗法的发展，但目前距离临床应用还尚早。不

过可以相信的是，随着研究的深入，靶向新抗原的

TCR-T疗法必将为肿瘤患者带来新希望。 

3　展望

近年来，随着测序技术的迅猛发展，TCR组库

数据正在产出和积累。TCR组库多样性变化的结果

可作为肿瘤免疫研究的生物标记物应用于疗效监测

和预后评估，并为肿瘤免疫治疗提供新思路，尤其

是在免疫检查点及TCT-T疗法中应用前景甚广。另

一方面，基于免疫识别肿瘤抗原的特异性TCR 
CDR3氨基酸序列特征研究，结合机器学习或深度

学习算法开发“TCR-抗原”识别预测工具，也是

未来肿瘤免疫研究的重要方向。
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