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(57) 摘要 : 本 发 明提供 了用 于扩增 CDR3 编码序 列 的引物组合物及其用途 。引物组合物包括 ：第 一 引物组和第 二
引物组 ，该第一 引物组 由至少 一种 V 区引物组成 ，该至少一种 V 区引物 的每一种均包含与至少一个 V 基 因片段
互补 的序列 ；第 二 引物组 由至少一种 〗区引物组成 ，该至少一种 〗区引物 的每一种均包含 与至少一个 J 基 因片段
互补 的序 列 ，其 中，该 CDR3 编码 序 列来源 于选 自免疫球 蛋 白重链 、免疫球 蛋 白轻链 、 τ 细胞受体 α 链和 T 细胞
受体 β 链 的至少一种 。



用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物及其用途

优先权信息
本申请请求 20 11 年 12 月 27 日向中国国家知识产权局提交的、专利申请号为 20 1110444740.0

的专利申请，20 12 年 1 月 13 日向中国国家知识产权局提交的、专利申请号为 20 12 100 11443 . 1 的专
利申请，20 12 年 1 月 19 日向中国国家知识产权局提交的、专利申请号为 20 12 100 17 173 .5 的专利申
请，以及 20 12 年 3 月 5 日向中国国家知识产权局提交的、专利申请号为 20 12 10055230.9 的专利申
请的优先权和权益，并且通过参照将其全文并入此处。
技术领域

本发明涉及生物技术领域。具体地，本发明涉及用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物及其用
途。更具体地，本发明涉及用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物、富集 CDR3 编码序列的方法、
构建 CDR3 编码序列的测序文库的方法、确定 CDR3 编码序列的序列信息的方法、确定个体免疫状
态的方法、确定个体免疫状态的系统以及试剂盒。
背景技术

免疫系统是机体抵御病原菌入侵与免疫调节的重要系统，对其进行研究有很重要的意义。免疫
球蛋白、T 细胞受体 （TCR ) 和 HLA (人类白细胞抗原）是人类基因组中最活跃的免疫大分子，决定
和反映了人和环境的相互作用。免疫大分子的多样性使得机体能识别无数的外来物质和清除体内产
生的部分代谢物。免疫大分子多样性产生的机制主要有基因重排、体细胞突变、非模板核苷酸的插
入与缺失等。

免疫球蛋白重链重排指 丫、D 、 J 三种基因片段重排形成多种 CDR3 编码序列，首先是 DJ 基因片段
重排，重排后的基因片段再与 V 基因进行组合，得到编码 CDR3 的基因；在免疫球蛋白轻链中，先进行
κ 链基因重排，若重排失败，则 λ 链基因开始重排，由重排、非模板核苷酸的插入与缺失等机制产生多种
多样特异性的基因片段。由此，一个个体内可能产生 10 11 个特异性的分子。

Τ 细胞受体的多样性主要是通过人外周血 Τ 细胞主要表达的 Τ 细胞受体的 α 链和 β 链的重排引
起的，而 Τ 细胞受体 α 链和 β 链重排引起的 Τ 细胞受体 α 链和 β 链 CDR3 编码序列的多样性能较好
地代表 Τ 细胞受体的多样性甚至个人的免疫状态。

因此，对免疫球蛋白重链和轻链、Τ 细胞受体 α 链和 β 链的 CDR3 编码序列进行研究，意义重大。
然而，目前对于上述 CDR3 编码序列的研究仍有待改进。
发明内容

本发明旨在至少解决现有技术中存在的技术问题之一。为此，本发明的一个目的在于提出一种
能够有效地对免疫球蛋白重链和轻链、Τ 细胞受体 α 链和 β 链的 CDR3 编码序列进行富集的手段。

根据本发明的一个方面，本发明提供了一种用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物。根据本发明的
实施例，该引物组合物包括第一引物组，该第一引物组由至少一种 V 区引物组成，该至少一种 V 区引物
的每一种均包含与至少一个 V 基因片段互补的序列；以及 第二引物组，该第二引物组由至少一种 J 区引
物组成，该至少一种 J 区引物的每一种均包含与至少一个 J基因片段互补的序列，其中，该 CDR3 编码序
列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。利用
该引物组合物，能够有效地对免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的
CDR3 编码序列进行富集，从而为对上述 CDR3 进行深入研究提供了便利的工具。

根据本发明的另一方面，本发明还提供了一种富集 CDR3 编码序列的方法。根据本发明的实施例，
该方法包括以下步骤：提供核酸样本，所述核酸样本中包含编码 CDR3 的核酸序列；以及利用前面所述
的本发明的引物组合物，以所述核酸样本作为模板，进行 PCR 扩增，以便获得富集所述 CDR3 编码序列
的扩增产物，其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体
链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。由此，能够有效地富集免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受
体 链和 T 细胞受体 β 链的 CDR3 编码序列。

根据本发明的又一方面，本发明提供了一种构建 CDR3 编码序列的测序文库的方法。根据本发明的
实施例，该方法包括以下步骤：根据前面所述的方法，获得富集所述 CDR3 编码序列的扩增产物；以及
针对所述扩增产物，构建 DNA 测序文库，所述 DNA 测序文库构成所述 CDR3 编码序列的测序文库，其
中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α 链和 Τ 细胞受体 β

链的至少一种。由此，可以在对自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α 链或 Τ 细胞受体 β



链的 CDR3 编码序列进行富集的基础上，构建可以用于测序的测序文库。
根据本发明的再一方面，本发明提出了一种确定 CDR3 编码序列的序列信息的方法。根据本发明的

实施例，该方法包括以下步骤：根据前面所述的方法，构建 CDR3 编码序列的测序文库；以及对所述 CDR3

编码序列的测序文库进行测序，以便确定所述 CDR3 编码序列的序列信息，其中，所述 CDR3 编码序列
来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。由此，
能够有效确定免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的 CDR3 编码序列
的序列信息。

根据本发明的又一方面，本发明提供了一种确定个体免疫状态的方法。根据本发明的实施例，该方
法包括以下步骤：根据前面所述的方法，对所述个体的 CDR3 编码序列进行测序，以便获得由多个测序
数据构成的测序结果；以及基于所述测序结果，确定所述个体的免疫状态，其中，所述 CDR3 编码序列
来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α 链和 Τ 细胞受体 β 链的至少一种。通过该
方法，能够有效地获得个体的免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链或 T 细胞受体 β 链的
CDR3 编码序列的序列信息，从 而可 以有效地确定个体免疫状态。

根据本发明的另一方面，本发明提出了一种确定个体免疫状态的系统。根据本发明的实施例，该系
统包括：CDR3 编码序列富集装置，所述 CDR3 编码序列富集装置中设置有前面所述的引物组合物，以

便对所述个体的核酸样本富集 CDR3 编码序列，其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、
免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α 链和 Τ 细胞受体 β 链的至少一种；文库构建装置，所述文库构建装置与
所述 CDR3 编码序列富集装置相连，以便针对所述经过富集的 CDR3 编码序列构建 CDR3 编码序列的测
序文库；测序装置，所述测序装置与所述文库构建装置相连，用于对所述 CDR3 编码序列的测序文库进
行测序，以便获得由多个测序数据构成的测序结果；以及分析装置，所述分析装置与所述测序装置相连，
用于基于测序结果，确定所述个体的免疫状态。由此，利用该系统，能够有效地实施前述确定个体免疫
状态的方法，从 而能够有效地确定个体的免疫状态。

根据本发明的又一方面，本发明还提供出了一种试剂盒。根据本发明的实施例，该试剂盒中设置有
前面所述的引物组合物。由此，该试剂盒能够用于检测免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α

链和 Τ 细胞受体 β 链的V-J 重排，或者用于检测免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T

细胞受体 β 链的CDR3 的编码序列。
本发明的附加方面和优点将在下面的描述中部分给出，部分将从下面的描述中变得明显，或通

过本发明的实践了解到。
附图说明

本发明的上述和/或附加的方面和优点从结合下面附图对实施例的描述中将变得明显和容易理
解，其中：

图 1是免疫球蛋白重链中由 V H 、 D H 和 JH 构成的 CDR3 的结构示意图；
图 2 是根据本发明一个实施例的对 CDR3 编码序列进行富集和测序的流程示意图；
图 3 是根据本发明一个实施例的用于确定个体的免疫状态的系统结构示意图；
图 4 是本发明实施例 1 中的多重 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果；
图 5 是本发明实施例 1 中，对免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列测序后，所得到的 V-J 基因片段

配对分布及丰度的结果示意图；
图 6 是本发明实施例 中，引物扩增免疫球蛋白轻链中 V-J 重排构成的 CDR3 序列的示意图；
图 7 是本发明实施例 2 中的多重 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果；
图 8 是本发明实施例 2 中，对免疫球蛋白轻链 CDR3 序列测序后，所得到的 V -J 基因片段配

对分布及丰度的结果示意图；
图 9 是本发明实施例 中，对免疫球蛋白轻链 CDR3 序列测序后，所得到的 V -J 基因片段配

对分布及丰度的结果示意图；
图 10 是本发明实施例 3 中的多重 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果；
图 11是本发明实施例 3 中，对 T 细胞受体 链 CDR3 编码序列进行测序后，所得到的 V-J 基

因片段配对分布及丰度的结果示意图；
图 12 是本发明实施例 4 中的多重 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果；以及
图 13 是本发明实施例 4 中，对 T 细胞受体 β 链 CDR3 编码序列进行测序后，所得到的 V-J 基

因片段配对分布及丰度的结果示意图。



发明详细描述
下面详细描述本发明的实施例。下面通过参考附图描述的实施例是示例性的，仅用于解释本发

明，而不能理解为对本发明的限制。需要说明的是，术语 "第一" 、 "第二" 仅用于描述目的，而
不能理解为指示或暗示相对重要性或者隐含指明所指示的技术特征的数量。由此，限定有 "第一" 、
"第二" 的特征可以明示或者隐含地包括一个或者更多个该特征。进一步地，在本发明的描述中，
除非另有说明， "多个" 的含义是两个或两个以上。

用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物
根据本发明的一个方面，本发明提出了一种用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物。根据本发明的

实施例，该引物组合物包括第一引物组和第二引物组。其中，第一引物组由至少一种 V 区引物组成，第
二引物组由至少一种 J 区引物组成，该 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T

细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。
在本文中所使用的术语 "V 区引物" 指的是这样的一种引物，其能够特异性地识别免疫球蛋白重链、

免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链或 T 细胞受体 β 链家族中的 V 基因片段，从而可以引导进行聚合酶链
式反应，由此第一引物组中所包含的V 区引物的每一种均包含与至少一个 V 基因片段互补的序列。类似
的，在本文中所使用的术语 " J 区引物" 指的是这样的一种引物，其能够特异性地识别免疫球蛋白重链、
免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链或 T 细胞受体 β 链家族中的 J 基因片段，从而可以引导进行聚合酶链
式反应，由此第一引物组中所包含的 J 区引物的每一种均包含与至少一个 J基因片段互补的序列。进而，
在 V 区引物和 J 区引物的引导下，可以通过扩增反应例如 PCR 扩增，从含有编码 CDR3 的核酸序列的核
酸样本中特异性地扩增包含 V 基因片段和 J 基因片段的编码序列。由于免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻
链、T 细胞受体 α 链和 T 细胞受体 β 链，是由V 、D、J基因片段或着 V 、J基因片段重排产物所编码的，
因而通过特异性识别 V 和 J基因片段的引物，即第一引物组和第二引物组，能够有效地从包含上述 CDR3

编码序列的核酸样本中扩增获得 CDR3 编码序列的扩增产物。进而，通过采用才艮据本发明实施例的引物
组合物，能够高特异性地从样本中扩增富集获得 CDR3 的编码序列，且不会存在其他的干扰序列。从而
能够实现对免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 链以及 T 细胞受体 β 链的 CDR3 编码序列
的有效富集，进而为针对 CDR3 进行深入研究提供了便利的工具。

下面针对不同来源的 CDR3 编码序列，例如来源于免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α

链或 Τ 细胞受体 β 链的 CDR3 编码序列，分别详细描述本发明的用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物。
1、CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白重链
当 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白重链时，本发明的用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物的可

以具有以下特征：
根据本发明的实施例，V 区引物和 J 区引物在 PCR 扩增过程中的作用，并不受特别限制。根据本发

明的一个具体示例，V 区引物可以作为正义链引物， J 区引物可以作为反义链引物。发明人发现，通过
如此设置 V 区引物和 J 区引物，能够进一步提高将引物组合物用于富集 CDR3 编码序列时的富集效率。
根据本发明的实施例，上述引物组合物能够适用的免疫球蛋白类型，不受特别限制，本领域技术人员可
以根据研究需要，选择适当的免疫球蛋白作为研究对象。根据本发明的一个实施例，所述免疫球蛋白为
人类免疫球蛋白。由此，可以有效地将引物组合物用于对人类免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列进行富集，
从而可以有效地用于对人体免疫状况进行研究。

另外，根据本发明的实施例，可以通过对 V 区引物和 J 区引物的序列进行选择，实现一条引物可以
识别多种 V 基因片段，从而可以进一步提高扩增的效率，减少引物的数目，争低成本。根据本发明的一
个实施例，第一引物组的至少一种引物包含与多个 V 基因片段的保守区互补的序列。由此，可以在减少
引物的数量的同时，提高对免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列进行富集的效率，发明人还发现，这样操作
能够提高各 CDR3 编码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 编码序列在宿主中的分布比例。
类似的，根据本发明的一个实施例，第二引物组的至少一种包含与多个 J基因片段的保守区互补的序列。
由此，可以在减少引物的数量的同时，提高对免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列进行富集的效率，发明人
还发现，这样操作能够提高各 CDR3 编码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 编码序列在宿
主中的分布比例。另外，根据 J 基因片段的序列特点，第二引物组可以仅由一条引物构成。因而根据本



发明的一个实施例，第二引物组由一种简并引物构成，该引物包含与多个 J 基因片段的保守区互补的序
列。由此，可以在减少引物的数量的同时，提高对免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列进行富集的效率，发
明人还发现，这样操作能够提高各 CDR3 编码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 编码序列
在宿主中的分布比例。

具体地，根据本发明的实施例，针对人类免疫球蛋白重链 CDR3 的序列特征，本发明提出了一组 V
区引物 （SEQ ID NO: 1-20 ) 和一种 J 区引物 （SEQ ID NO: 2 1 )，其序列和名称分别总结如下：

R=A/G, Y=C/T, M=A/C , K=G/T, S=C/G, W = A/T
上表中所列出的序列，可以至少识别一种 V 区或 J 区亚家族的编码序列，其所识别的代表性亚家族

总结如下：



需要说明的是，上表中所列出的 V 区或 J 区亚家族并不是穷尽的，而仅仅是 目前有报道的所有亚家
族。事实上，发明人惊奇地发现，采用上述具体的引物序列，能够全面覆盖人类免疫球蛋白 CDR3 的全
部亚家族，包括发现新的 CDR3 亚家族，从而能够全面的富集人类免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列，另
夕卜，发明人还发现通过采用上述引物序列，能够同时在一个 PCR 反应体系中进行多重引物 PCR ( 有时也
称为 "多重 PCR " )，可以有效地对样本中所包含的 CDR3 编码序列进行扩增，并且能够保证各 CDR3 编
码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 编码序列在宿主中的分布比例。根据本发明的实施例，
多重引物 PCR 的退火温度可以为 60 摄氏度。发明人惊奇地发现，当退火温度为 60 摄氏度时，多重引物
PCR 扩增 CDR3 的效率得到显著提高。

由此，现有技术相比，本发明含有可扩增 IMGT 数据库免疫球蛋白 CDR3 序列所有 V 区和 J 区的特
异性引物，可 以最全面的富集人类免疫球蛋白重链 CDR3 的编码序列，扩增出来的产物能够区分免疫球
蛋白重链的各个亚家族，且同一模板不会被两组引物特异性结合扩增。本发明中的引物能更好的呈现机
体免疫大分子的集合与分布，对找到与疾病相关的信息或者免疫系统变化的信息具有更可靠的作用。

2、CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白轻链
当 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白轻链时，本发明的用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物的可

以具有以下特征：
由于免疫球蛋白轻链有 、κ 两种类型，存在 V -J 重排和 V -J 重排两种方式，具体地，在本发明

实施例中，通过特异性识别 V 。 入基因片段引物，即第一引物组中的 SEQ I D NO: 22-36 和第二引物组
中的 SEQ ID NO: 41-43 , 能够选择性地有效地从包含 CDR3 编码序列的核酸样本中扩增获得 λ 型轻链
CDR3 序列的扩增产物；κ 型轻链 CDR3 扩增产物的选择性获得类似，利用第一引物组中的 SEQ ID NO:

37-40 和第二引物组中的 SEQ I D NO: 44 和 SEQ I D NO: 45 引物组来进行；类似的，混合使用第一引物
组 SEQ ID NO: 22-40 和第二引物组的 SEQ ID NO: 4 1-45，多重 PCR 可一并获得 λ、κ 两种类型轻链的
CDR3 序列；在轻链中，CDR3 是 V-J 重排的产物，因而通过采用根据本发明实施例的引物组合物，能够
高特异性地从样本中扩增富集获得 CDR3 序列，而不会存在其他的干扰序列。从而能够实现对轻链 CDR3

序列的有效富集，进而为针对 CDR3 进行深入研究提供了便利的工具。
根据本发明的实施例，V 区引物和 J 区引物在 PCR 扩增过程中的作用，并不受特别限制。根据本发

明的一个具体示例，V 区引物可以作为正义链引物，J 区引物可以作为反义链引物。发明人发现，通过如
此设置 V 区引物和 J 区引物，能够进一步提高将引物组合物用于富集免疫球蛋白轻链 CDR3 序列时的富



集效率。根据本发明的实施例，上述引物组合物能够适用的免疫球蛋白类型，不受特别限制，本领域技
术人员可以根据研究需要 ，选择适当的免疫球蛋白作为研究对象。根据本发明的一个实施例，所述免疫
球蛋白为人类免疫球蛋白。由此，可 以有效地将引物组合物用于对人类免疫球蛋白轻链 CDR3 序列进行
富集，从而可以有效地用于对人体免疫状况进行研究。

另外，根据本发明的实施例，可 以通过对 V 区引物和 J 区引物的序列进行选择，实现一条引物可以
识别多种 V 基 因片段，从 而可 以进一步提高扩增的效率，减少引物的数 目，争低成本。根据本发明的一
个实施例，第一引物组的至少一种引物包含与多个 V 基 因片段的保守区互补的序列。由此，可 以在减少
引物的数量的同时，提高对免疫球蛋白轻链 CDR3 序列进行富集的效率，发明人还发现，这样操作能够
提高各 CDR3 序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 序列在宿主中的分布比例。类似的，根据

本发明的一个实施例，反向引物组的至少一种包含与多个 J 基 因片段的保守区互补的序列。由此，可 以

在减少引物的数量的同时，提高对免疫球蛋白轻链 CDR3 序列进行富集的效率，发明人还发现，这样操
作能够提高各 CDR3 序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 序列在宿主中的分布比例。

具体地，根据本发明的实施例，针对人类免疫球蛋白轻链 CDR3 的序列特征，本发明提 出了一组 V

区引物 （SEQ IDNO: 22-40 ) 和一组 J 区引物 （SEQ IDNO: 41-45 )，其序列和名称分别总结如下：

R=A/G, Y=C/T, M=A/C, H =A/C/T, S=C/G, W=A/T
上表 中所列出的序列，可 以至少识别一种 V 区或 J 区亚家族的序列，其所识别的代表性亚家族总结



需要说明的是，上表中所列出的 V 区或 J 区亚家族并不是穷尽的，而仅仅是 目前有报道的所有亚家
族。事实上，发明人惊奇地发现，采用上述具体的引物序列，能够全面覆盖人类免疫球蛋白轻链 CDR3

的全部亚家族，包括发现新的 CDR3 亚家族，从而能够全面的富集人类免疫球蛋白轻链 CDR3 序列，另
外，发明人还发现通过采用上述引物序列，能够进行多重 PCR ，可以有效地对样本中所包含的 CDR3 序
列进行扩增，并且能够保证各 CDR3 序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 序列在宿主中的分
布比例。根据本发明的实施例，多重引物 PCR 的退火温度可以为 60 摄氏度。发明人惊奇地发现，当退
火温度为 60摄氏度时，多重 PCR 扩增 CDR3 的效率得到显著提高。

由此，现有技术相比，本发明含有可扩增 IMGT 数据库免疫球蛋白 CDR3 序列所有 V 区和 J 区的特
异性引物，可 以最全面的富集人类免疫球蛋白轻链 CDR3 序列，扩增出来的产物能够区分免疫球蛋白轻
链的各个亚家族，且同一模板不会被两条引物特异性结合扩增。本发明中的引物能更好的呈现机体免疫
大分子的集合与分布，对找到与疾病相关的信息或者免疫系统变化的信息具有更可靠的作用。

3、CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 链



当 CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 链时，本发明的用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物的可
以具有以下特征：

根据本发明的实施例，V 区引物和 J 区引物在 PCR 扩增过程中的作用，并不受特别限制。根据本发
明的一个具体示例，V 区引物可以作为正义链引物，J 区引物可以作为反义链引物。发明人发现，通过如
此设置 V 区引物和 J 区引物，能够进一步提高将引物组合物用于富集 T 细胞受体 链 CDR3 编码序列时
的富集效率。才艮据本发明的实施例，上述引物组合物能够适用的 T 细胞受体类型，不受特别限制，本领
域技术人员可以根据研究需要 ，选择适当的 T 细胞受体作为研究对象。根据本发明的一个实施例，所述
T 细胞受体为人类 T 细胞受体。由此，可以有效地将引物组合物用于对人类 T 细胞受体 a 链 CDR3 编码
序列进行富集，从而可以有效地用于对人体免疫状况进行研究。

另外，根据本发明的实施例，可以通过对 V 区引物和 J 区引物的序列进行选择，实现一条引物可以
识别多种 V 基 因片段，从 而可 以进一步提高扩增的效率，减少引物的数 目，争低成本。根据本发明的一
个实施例，第一引物组的至少一种引物包含与多个 V 基 因片段的保守区互补的序列。由此，可 以在减少
引物的数量的同时，提高对 T 细胞受体 链 CDR3 编码序列进行富集的效率，发明人还发现，这样操作
能够提高各 CDR3 编码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 编码序列在宿主中的分布比例。
类似的，根据本发明的一个实施例，第二引物组的至少一种 包含与多个 J基 因片段的保守区互补的序列。
由此 ，可 以在减少引物的数量的同时，提高对 T 细胞受体 α 链 CDR3 编码序列进行富集的效率，发明人
还发现，这样操作能够提高各 CDR3 编码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映 CDR3 编码序列在宿
主中的分布比例。

具体地，根据本发明的实施例，针对人类 Τ 细胞受体 α 链 CDR3 的序列特征，本发明提供 了一组 V

区引物 （SEQ I D NO: 46-84 ) 和一组 J 区引物 （SEQ I D NO: 85-134 ), 其序列和名称分别总结如下：

引物类型 引物序号 引物序列（SEQ I D NO: )

TRAV1- 1-F GTTATGGTTACCTCCTTCTACAGGA(46)

TRAV1-2-F AGGGTACAGTTACCTCCTTTTGAAG(47)

TRAV2-F CTTCATCGCTGCTCATCCTCCAG(48)

TRAV3-F GAAACCATCTGCCCTTGTGAGCG(49)

TRAV4-F CCTGTTTATCCCTGCCGACAGAA(50)

TRAV5-F2 TGAAACAAGACCAAAGACTCACTG(5 1)

TRAV6-F GGTCACCTTTGATACCACCCTTAA(52)

TRAV7-F2 GCTACATTACTGAAGAATGGAAGCA(53)

TRAV8- 1/8-3-F TAATCTGAGGAAACCCTCTGTGCA(54)

TRAV8-2/8-4-F CCTGACGAAACCCKCAGCCCAT(55)

TRAV8-6-F AGGAAACCCTCAGTCCATATAAGC(56)

TRAV9- 1/9-2-F AAGGTTTTGAAGCCAYGTACCGTA(57)

TRAV10-F CAAAGCTCTCTGCACATCACAGC(58)

TRAV12-1/12-2-F ATTTCCCTGCTCATCAGAGACTCC(59)

TRAV12-3-F ATCTCCTTGTTCATCAGAGACTCAC(60)

V 区引物 TRAV13-1-F GACAGCCAAACATTTCTCCCTGC(6 1)

TRAV13-2-F GCAAATTGCAGCTACTCAACCTGG(62)





TRAJ12-R AGGCCTGACCAGCAGTCTGGT(96)

TRAJ54-R TTGGGTTGATAGTCAGCCTGGTTC(97)

TRAJ45-R AGGGCTGGATGATTAGATGAGTC(98)

TRAJ4 1-R TGTGACCAACAGCGAGGTGCC(99)

TRAJ22-R CAGGTAAAACAGTCAATTGTGTCC(IOO)

TRAJ36-R AGGGAATAACGGTGAGTCTCGTTC(lO l )

TRAJ6-R ACGGATGAACAATAAGGCTGGTTC( 102)

J 区引物 TRAJ26-R GGCAGCACGGAC AATCTGGTTC( 103)

TRAJ5-R TTGGTTGCACTTGGAGTCTTGTTC( 104)

TRAJ34-R TTGGAAAGACTTGTAATCTGGTCC( 105)

TRAJ1 1-R CTGGAGAGACTAGAAGCATAGTCC(106)

TRAJ14-R CAGGTTTTACTGATAATCTTGTCCC(107)

TRAJ3 1-R GGGCTTCACCACCAGCTGAGTT( 108)

TRAJ39-R GGGTTTGACCATTAACCTTGTTC(109)

TRAJ1 8-R AGGCCAGACAGTCAACTGAGTTC(1 10)

TRAJ30-R TGGGGAGAATATGAAGTCGTGTC(1 11)

TRAJ48-R TGGGTATGATGGTGAGTCTTGTTC(1 1 )

TRAJ10-R TGAGTTCCACTTTTAGCTGAGTGC(1 13)

TRAJ3-R2 TACTTACTTGGCCGGATGCTGAG(1 14)

TRAJ44-R GAGCGTGACCTGAAGTCTTGTTC(1 15)

TRAJ53-R TTGGATTCACGGTTAAGAGAGTTC( 116)

TRAJ17-R TTGGTTTAACTAGCACCCTGGTTC(1 17)

TRAJ40-R TGCTAAAACCTTCAGCCTGGTGC(1 18)

TRAJ57-R ATGGGTTTACTGTCAGTTTCGTTC( 119)

TRAJ43-R TTGGTTTTACTGTCAGTCTGGTCC(120)

TRAJ37-R CTGGTTTTACTTGTAAAGTTGTCCC(12 1)

TRAJ42-R TTGGTTTAAC AGAGAGTTTAGTGC C( 1 2)

TRAJ2 1-R TTGGTTTTACATTGAGTTTGGTCCC(123)

TRAJ28-R TTGGTATGACCGAGAGTTTGGTCC(124)

TRAJ27-R TTGGCTTCAC AGTGAGCGTAGTC( 125)

TRAJ52-R TTGGATGGACAGTCAAGATGGTCC(126)

TRAJ49-R TTGGAATGACCGTCAAACTTGTCC(127)

TRAJ50-R TTGGAATGACTGATAAGCTTGTCC(128)



TRAJ15-R TGGAACTCACTGATAGGTGGGTTC(129)

TRAJ13-R GGGATGACTTGGAGCTTTGTTCC( 130)

TRAJ24-R2 GAATGGGGCTTACCTGGGGTGAC(13 1)

TRAJ23-R GGGTTTCACAGATAGCTCCGTTC(132)

TRAJ47-R GGACTTGACTCTCAGAATGGTTCC(133)

TRAJ32-R TGGCTGGACAGCAAGCAGAGTG(134)

根 据 本发 明 的 实施 例 ，本 发 明 的 V 区 引物 （SEQ IDNO: 46-84 ) 和 J 区 引物 （SEQ ID NO: 85-134 )

能 够 区分 各 亚 家族 ，且 能 够 更 直观 地 呈现 基 因重排 后 V-J 配对 的 情 况和 V 基 因的使 用偏 好 性 ，此 外 ， 引

物合 成 容 易，错 配率低 、特 异 性 高 ，且 所有 引物 的 退 火温度 接 近 ，从 而能 够 降低 扩 增 的偏 向性 。

发 明人 惊 奇 地发 现 ，采 用 上 述 具 体 的 引物序 列 ，能 够全 面覆 盖 人 类 T 细胞 受体 CDR3 的 全部 亚 家族 ，

包括 发 现 新 的 CDR3 亚 家族 ，从 而 能 够 全 面 的 富 集人 类 T 细胞 受体 CDR3 编 码 序 列 ，另 外 ，发 明人 还 发

现 通 过 采 用 上 述 引物 序 列 ，能够 同时在 一 个 PCR 反 应 体 系 中进 行 多重 引物 PCR( 有 时也 称 为 " 多 重 PCR" )，

能 够有 效 地对 样 本 中所 包含 的 CDR3 编 码 序 列 进行 扩 增 ，并 且 能够保 证 各 CDR3 编 码 序 列扩 增 的 均 一 性 ，

从 而 能 够真 实地 反 映 CDR3 编 码 序 列 在 宿 主 中的分 布 比例 。根 据 本发 明 的 实施 例 ，多重 引物 PCR 的 退 火

温度 可 以 为 60 摄 氏度 。发 明人 惊 奇 地 发 现 ， 当退 火温度 为 60 摄 氏度 时 ，多重 引物 PCR 扩 增 CDR3 的效

率得 到 显 著 提 高 。

由此 ，与现 有 技 术相 比 ，本 发 明含 有 可 扩 增 IMGT 数 据 库 T 细胞 受体 链 CDR3 序 列 所有 V 区基 因

和 J 区基 因的特 异 性 引物 ，可 以最 全 面 的 富 集人 类 T 细胞 受体 链 CDR3 的 编 码 序 列 ，扩 增 出来 的产 物

能够 区分 T 细胞 受体 链 的各 个 亚 家族 ，且 同一 模 板 不会 被 两组 引物 特 异 性 结合 扩 增 。本 发 明 中的 引物

能 更好 的 呈现 机 体 免 疫 大分 子 的 集合 与 分 布 ，对 找 到 与 疾 病相 关 的信 息或 者 免 疫 系统 变化 的信 息具 有 更

可 靠 的作 用 。

4、 CDR3 编 码 序 列 来 源 于 T 细胞 受体 β 链

当 CDR3 编 码 序 列 来 源 于 Τ 细胞 受体 β 链 时 ，本 发 明 的用 于扩 增 CDR3 编 码 序 列 的 引物 组 合 物 的可

以具 有 以 下特 征 ：

根 据 本发 明 的 实施 例 ，V 区 引物 和 J 区 引物 在 PCR 扩 增 过程 中的作 用 ，并 不 受特 别 限制 。根 据 本发

明的一 个 具体 示 例 ，V 区 引物 可 以作 为正 义链 引物 ， J 区 引物 可 以作 为反 义链 引物 。发 明人 发 现 ，通 过

如 此设 置 V 区引物 和 J 区 引物 ，能 够进 一 步提 高将 引物 组 合 物 用 于 富 集 T 细胞 受体 β 链 CDR3 编 码 序 列

时的 富 集效 率 。才艮据 本 发 明的 实施 例 ，上 述 引物 组 合 物 能 够 适 用 的 Τ 细胞 受体 类 型 ，不 受 特 别 限制 ，本

领 域 技 术 人 员可 以根 据 研 究需要 ，选择 适 当的 Τ 细胞 受体 作 为研 究对 象 。根 据 本 发 明 的一 个 实施 例 ，所

述 Τ 细胞 受体 为人 类 Τ 细胞 受体 。 由此 ，可 以有 效 地 将 引物 组 合 物 用 于对 人 类 Τ 细胞 受体 β 链 CDR3 编

码 序 列 进 行 富 集 ，从 而 可 以有 效 地 用 于对 人 体 免 疫 状 况进 行 研 究 。

另 外 ，根 据 本发 明 的 实施 例 ， 可 以 通 过对 V 区 引物 和 J 区 引物 的序 列 进行 选 择 ， 实现 一条 引物 可 以

识 别 多种 V 基 因片段 ，从 而可 以进 一 步提 高扩 增 的效 率 ，减 少 引物 的数 目， 争低 成 本 。根 据 本 发 明 的一

个 实施 例 ，第一 引物 组 的 至 少一 种 引物 包含 与 多个 V 基 因片段 的保 守 区互 补 的序 列 。 由此 ，可 以 在 减 少

引物 的数 量 的 同时 ，提 高对 T 细胞 受体 β 链 CDR3 编 码 序 列 进 行 富 集 的效 率 ，发 明人 还 发 现 ，这 样 操 作

能够提 高各 CDR3 编 码 序 列扩 增 的均 一 性 ，从 而 能够真 实地反 映 CDR3 编 码 序 列 在 宿 主 中的分 布 比例 。

类似 的 ，根 据 本 发 明的一 个 实施 例 ，第二 引物 组 的 至 少一种 包含 与 多个 J 基 因片段 的保 守 区互 补 的序 列 。

由此 ，可 以 在 减 少 引物 的数 量 的 同时 ，提 高对 T 细胞 受体 β 链 CDR3 编 码 序 列 进 行 富 集 的效 率 ，发 明人

还 发 现 ，这样 操 作 能 够提 高各 CDR3 编 码 序 列扩 增 的 均 一 性 ，从 而 能够真 实地反 映 CDR3 编 码 序 列 在 宿

主 中的分 布 比例 。

具 体 地 ，根 据 本发 明 的 实施 例 ，针 对 人 类 Τ 细胞 受体 β 链 CDR3 的序 列 特征 ，本 发 明提 供 了一 组 （SEQ

ID NO: 135-164 ) 和 一 组 J 区 引物 （SEQ ID NO: 165-177 ) , 其 序 列 和 名 称 分 别 总结 如 下 ：

引物 类型 引物 序 号 引物 序 列 （SEQ I D NO: )
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注：R=A/G ，Y=C/T, M=A/C 。

根据本发明的实施例，本发明的 V 区引物和 J 区引物能够区分各亚家族，且能够更直观地呈现基因
重排后 V-J 配对的情况和 V 基因的使用偏好性，此外，引物合成容易，错配率低、特异性高，且所有引
物的退火温度接近，从而能够 低扩增的偏向性。

发明人惊奇地发现，采用上述具体的引物序列，能够全面覆盖人类 T 细胞受体 CDR3 的全部亚家族，
包括发现新的 CDR3 亚家族，从而能够全面的富集人类 T 细胞受体 CDR3 编码序列，另外，发明人还发
现通过采用上述引物序列，能够同时在一个 PCR 反应体系中进行多重引物 PCR( 有时也称为"多重 PCR" )，
能够有效地对样本中所包含的 CDR3 编码序列进行扩增，并且能够保证各 CDR3 编码序列扩增的均一性，
从而能够真实地反映 CDR3 编码序列在宿主中的分布比例。根据本发明的实施例，多重引物 PCR 的退火
温度可以为 60 摄氏度。发明人惊奇地发现，当退火温度为 60 摄氏度时，多重引物 PCR 扩增 CDR3 的效
率得到显著提高。

由此，与现有技术相比，本发明含有可扩增 IMGT 数据库 T 细胞受体 β 链 CDR3 序列所有 V 区基因
和 J 区基因的特异性引物，可以最全面的富集人类 T 细胞受体 β 链 CDR3 的编码序列，扩增出来的产物
能够区分 Τ 细胞受体 β 链的各个亚家族，且同一模板不会被两组引物特异性结合扩增。本发明中的引物
能更好的呈现机体免疫大分子的集合与分布，对找到与疾病相关的信息或者免疫系统变化的信息具有更
可靠的作用。

富集 CDR3 编码序列的方法
在本发明的又一方面，本发明还提出了一种富集 CDR3 编码序列的方法。根据本发明的实施例，该

方法包括以下步骤：首先，提供核酸样本，该核酸样本中包含编码 CDR3 的核酸序列；接下来，利用前
面所述的引物组合物，以所提供的核酸样本作为模板，进行 PCR 扩增，如前所述，基于引物组合物的特
点，可以通过 PCR 扩增获得扩增产物，该扩增产物中富集了 CDR3 编码序列。其中，所述 CDR3 编码序
列来源于选 自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。利用
该方法，能够有效地对免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列进行扩增，从而有效地实现免疫球蛋白 CDR3 编
码序列的富集。



根据本发明的实施例，核酸样本的来源不受特别限制。本领域技术人员可以根据研究需要，选择可
以获得核酸样本的来源。例如为了研究某一组织的特有免疫状态，可以从该组织或其附近提取免疫细胞
作为核酸样本的来源。根据本发明一个实施例，可以采用从人外周血能够分离含有上述核酸样本的单个
核细胞，并且通过分离核酸来获得上述核酸样本。由此，提供核酸样本的步骤可以进一步包括：首先，
从人外周血分离外周血单个核细胞；接下来，从外周血单个核细胞提取核酸样本。由此，可以有效地获
得含有编码 CDR3 的核酸序列的核酸样本，从而，可以进一步提高富集 CDR3 编码序列的效率。本领域
技术人员可以通过任何常规的手段从外周血中提取外周血单个核细胞。根据本发明的一个实施例，可以
通过密度梯度离心分离所述外周血单个核细胞。并且可以采用常规的手段从所分离的外周血单个核细胞
中提取基因组 DNA 和总 R A 作为用于扩增的核酸样本。由此，可以方便快捷且低成本地获得核酸样本。
本领域技术人员能够理解的是，当采用总 R A 时作为核酸样本进行扩增时，根据试验需要，可以首先通
过逆转录将总 R A 转换为 cDNA 。

根据本发明的实施例，上述 PCR 的类型并不受特别限制，即可以依次进行多次 PCR 反应，也可以在
一个 PCR 体系中完成多轮 PCR 扩增。根据本发明的一个实施例，PCR 扩增为多重引物 PCR 扩增。由此，
可以同时在一个反应体系中完成对目标序列，即多种样本的 CDR3 编码序列的扩增，并且能够保证各样
本的 CDR3 编码序列扩增的均一性，从而能够真实地反映各样本的 CDR3 编码序列的真实相对比例。在
进行 PCR 扩增之后，可以进一步包括通过选自琼脂糖凝胶电泳、磁珠纯化和纯化柱纯化的至少一种分离
纯化所得到的扩增产物。由此，可以提高扩增产物的纯度，从而提高富集免疫球蛋白重链 CDR3 编码序
列的效率。

此外，需要说明的是，当 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白重链时，本发明的富集 CDR3 编码序列
的方法中 PCR 扩增所采用的引物组合物，其第一引物组中的 V 区引物可以具有 SEQ ID NO: 1-20 所示的
核苷酸序列，其第二引物组中的J 区引物具有如 SEQ ID NO: 2 1所示的核苷酸序列，获得的扩增产物的
长度为 140-280bp; 当CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白轻链时，本发明的富集 CDR3 编码序列的方法中
PCR 扩增所采用的引物组合物，其第一引物组中的 V 区引物可以具有 SEQ ID NO: 22-40 所示的核苷酸
序列，其第二引物组中的J 区引物可以具有 SEQ ID NO: 4 1-45 所示的核苷酸序列，获得的扩增产物的长
度为 110-250bp; 当 CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 α 链时，本发明的富集 CDR3 编码序列的方法中
PCR 扩增所采用的引物组合物，其第一引物组中的 V 区引物可以具有 SEQ ID NO: 46-84 所示的核苷酸
序列，其第二引物组中的J 区引物可以具有如 SEQ ID NO: 85- 134 所示的核苷酸序列，获得的扩增产物
的长度为 100-200bp; 当CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 β 链时，本发明的富集 CDR3 编码序列的方法
中 PCR 扩增所采用的引物组合物，其第一引物组中的 V 区引物可以具有 SEQ ID NO: 135- 164 所示的核
苷酸序列，其第二引物组中的J 区引物可以具有如 SEQ ID NO: 165- 177 所示的核苷酸序列，获得的扩增
产物的长度为 100-200bp 。由此，可以进一步提高扩增产物中 CDR3 编码序列的纯度，从而能够提高富集
CDR3 编码序列的效率。

构建 CDR3 编码序列的测序文库及确定其序列信息的方法
在本发明的又一方面，本发明提出了一种构建 CDR3 编码序列的测序文库的方法。根据本发明的实

施例，该方法可以包括以下步骤：首先，根据前面所述的方法，获得富集所述 CDR3 编码序列的扩增产
物。接下来，针对所得到的扩增产物，构建 DNA 测序文库，该 DNA 测序文库可以作为 CDR3 编码序列
的测序文库。其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体
链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。由此，可以在对免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 a 链
或 T 细胞受体 β 链的 CDR3 编码序列进行富集的基础上，构建可以用于测序的测序文库。

根据本发明的实施例，针对扩增产物构建 DNA 测序文库的方法并不受特别限制。根据本发明的一个
实施例，针对扩增产物，构建 DNA 测序文库可以进一步包括：

首先，对扩增产物进行末端修复，以便获得经过末端修复的扩增产物。根据本发明的一个实施例，
所述末端修复是利用 Klenow 片段、T4 DNA 聚合酶和 T4 多核苷酸激酶进行的，所述 Klenow 片段具有 5 '

3 '聚合酶活性和 3 ' 5 '外切酶活性，但缺少 5 ' 3 '外切酶活性。由此，可以进一步提高末端修复的效率，
从而可以进一步提高构建测序文库的效率。



接下来，对经过末端修复的扩增产物进行 3'端添加碱基 A ，以便获得 3 '末端添加碱基 A 的扩增产物。
根据本发明的一个实施例，利用 Klenow (3 '-5' exo-)对所述经过末端修复的扩增产物进行 3，端添加碱基 A 。

由此，可以进一步提高在扩增产物的 3，末端添加碱基 A 的效率，从而可以进一步提高构建测序文库的效
率。

接着，将所得到的 3 '末端添加碱基 A 的扩增产物与接头相连，以便获得连接产物；对所得到的连接
产物进行 PCR 扩增，以便获得第二扩增产物。根据本发明的一个实施例，将所述具有粘性末端 A 的扩增
产物与接头相连是利用 T4 DNA 连接酶进行的。由此，可以进一步提高扩增产物与接头连接的效率，进
而可以进一步提高构建测序文库的效率。

最后，将所得到的第二扩增产物进行纯化回收，以便获得回收产物，所得到的回收产物构成所述测
序文库。根据本发明的实施例，对第二扩增产物进行纯化回收的方法并不受特别限制，根据本发明的具
体实例，可以通过选自琼脂糖凝胶电泳、磁珠纯化和纯化柱纯化的至少一种分离纯化所第二扩增产物。
由此，可以进一步提高构建测序文库的效率。

由此，可以有效地构建测序文库，从而便于后续的测序及进一步分析。
根据本发明的再一方面，本发明提出了一种确定 CDR3 编码序列的序列信息的方法。根据本发明的

实施例，该方法可以包括以下步骤：
首先，才艮据前面所述的方法，构建 CDR3 编码序列的测序文库。其中，该 CDR3 编码序列来源于选

自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。
接下来，对该 CDR3 编码序列的测序文库进行测序，以便确定该 CDR3 编码序列的序列信息。根据

本发明的实施例，利用选自 Hiseq2000 、SOLiD 、454、和单分子测序装置的至少一种进行所述测序。由
此，能够高通量高精度地对所得到的免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 链或 T 细胞受体 β

链的 CDR3 编码序列，从而进一步提高了确定 CDR3 编码序列的序列信息的方法的效率。

确定个体免疫状态的方法和系统、试剂盒
免疫组库作为多样性的免疫细胞在一个个体内某一时刻的总和，它反应了个体遗传因素、抗原接触

史和个体时刻的免疫调控。免疫组库能用于疾病相关研究，对疾病机理进行探讨，可作为寻找生物标记
物的一个有效手段，免疫组库的研究结果可以促进对更多疾病的早期诊断，治疗甚至预防。目前已有相
关研究表明 IgH 、TCR 与免疫系统疾病的发生有一定关系，某一种克隆的增多或减少直接影响疾病的发
生和进展，例如有研究表明特定 IgH 克隆的重排是非霍奇金淋巴瘤的生物标志物；特异性的 B 细胞单克
隆增多是慢性淋巴细胞性白血病的首个生物标志物。由此，本发明再一方面提出了一种确定个体免疫状
态的方法。

根据本发明的实施例，本发明的确定个体免疫状态的方法可以包括以下步骤：首先，根据前面所述
的方法，对所述个体的免疫球蛋白重链 CDR3 编码序列进行测序，以便获得由多个测序数据构成的测序
结果；然后，基于所得到的测序结果，确定该个体的免疫状态。其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自
免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。通过该方法，能够
有效地获得个体的免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链或 T 细胞受体 β 链的 CDR3 编码
序列的序列信息，从而可以有效地确定个体免疫状态。在本文中所使用的术语 "免疫状态" 应作广义理
解，其是指任何可以通过免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α 链或 Τ 细胞受体 β 链的 CDR3

编码序列的序列信息反映出的免疫信息。
根据本发明的一个实施例，基于所得到的测序结果，确定个体的免疫状态可以进一步包括：将所得

到的测序结果与对照序列进行比对，以便确定所述个体中所包含的 CDR3 的亚家族类型，以及各亚家族
类型的相对比例。由此，可以有效地判断个体免疫系统的组成和分布情况，从而有效地确定个体的免疫
状态。另夕卜，才艮据本发明的实施例，可以对个体进行多次监控，判断 CDR3 的亚家族类型，以及各亚家
族类型的相对比例随时间的变化。为此，才艮据本发明的一个实施例，在多个不同的时间点，从相同的个
体提取样品，并分别根据前面所述的方法对样品，获得多个测序结果；以及将所述多个测序结果进行比
对，以便确定所述个体中 CDR3 亚家族类型以及相对比例的变化。由此，可以基于不同时间点的样品的
测序结果的比对，有效地确定个体中 CDR3 亚家族类型以及相对比例的变化，从而更加有效地判断个体



的免疫状态。由此，可以在不同时间对同一个体或多个体进行采样，分析例如疾病前后或某种特定事件、
时期前后个体免疫组库的变化，了解个体对特定事件、在特定时期的免疫系统变化。例如，能够从单一
克隆水平知道当前样本的细致变化，从而寻找与疾病发生发展史相关的信息。

本发明的又一方面提出了一种确定个体免疫状态的系统。根据本发明的实施例，参考图 3，该确定个
体免疫状态的系统 1000 包括：CDR3 编码序列富集装置 100、文库构建装置 200 、测序装置 300 以及分析
装置 400 。其中，CDR3 编码序列富集装置 100 中设置有前面所述的引物组合物，以便对个体的核酸样本
富集 CDR3 编码序列，其中所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞
受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种。文库构建装置 200 与 CDR3 编码序列富集装置 100 相连，以便
针对经过富集的 CDR3 编码序列构建 CDR3 编码序列的测序文库。才艮据本发明的实施例，关于针对扩增
产物，构建测序文库的方法和流程，本领域技术人员可以根据不同的测序技术进行适当选择，关于流程
的细节，可以参见测序仪器的厂商例如 Illumina 公司所提供的规程，例如参见 Illumina 公司Multiplexing

Sample Preparation Guide ( Part# 100536 1; Feb 20 10 ) 或 Paired-End SamplePrep Guide ( Part# 1005063 ; Feb

2010 ) , 通过参照将其并入本文。在本文中所使用的术语 "相连" 应作广义理解，既可 以是直接相连，也
可 以是间接相连，只要能够实现上述功能上的衔接即可。测序装置 300 与文库构建装置 200 相连，用于
对 CDR3 编码序列测序文库进行测序，以便获得由多个测序数据构成的测序结果。分析装置 400 与测序
装置 300 相连，用于基于测序结果，确定所述个体的免疫状态。由此，利用该系统，能够有效地实施前
述确定个体免疫状态的方法，从而有效地确定个体的免疫状态。根据本发明的一个实施例，分析装置 400

可以进一步包括比对单元，比对单元中存储有对照序列，用于将测序结果与对照序列进行比对，以便确
定个体中所包含的 CDR3 的亚家族类型，以及各亚家族类型的相对比例。根据本发明的实施例，可以采
用在分析装置 300 中预存有相关的序列信息，也可以采用分析装置 300 与远程数据库 （图中未显示 ) 相
连，进行联网操作。由此，可以通过将测序结果与对照序列例如已知的免疫基因组数据库 IMGT 进行比
对，确定 CDR3 的亚家族类型分布以及各亚家族类型的分布，从而进一步提高确定个体免疫状态的效率。

根据本发明的又一方面，本发明还提出了一种试剂盒。根据本发明的实施例，该试剂盒中设置有前
面所述的引物组合物。利用该试剂盒可以有效地用于检测免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受
体 α 链和 Τ 细胞受体 β 链的 CDR3 的编码序列，从而可以有效地确定个体的免疫状态。

根据本发明的实施例，该试剂盒可以包含根据前面所述的引物组合物。由此，该试剂盒可以用于检
测免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的 V -J 重排。根据本发明的另一
个实施例，本发明的试剂盒可以用于检测免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 α 链和 Τ 细胞
受体 β 链的 CDR3 的编码序列。根据本发明的实施例，在该试剂盒中，第一引物组和第二引物组可 以设

置在不同的容器中，也可 以设 置在相同的容器中以组合物的方式存在。需要说明的是，前面描述的关于
本发明的用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物的优点，同样适用于该试剂盒，在此不再赘述。

下面参考具体实施例，对本发明进行说明，需要说明的是，这些实施例仅仅是说明性的，而不能理
解为对本发明的限制。

若未特别指明，实施例中所采用的技术手段为本领域技术人员所熟知的常规手段，可以参照 《分子
克隆实验指南》第三版或者相关产品进行，所采用的试剂和产品也均为可商业获得的。未详细描述的各
种过程和方法是本领域中公职的常规方法，所用试剂的来源、商品名以及有必要列出其组成成分者，均
在首次出现时标明，其后所用相同试剂如无特殊说明，均以首次标明的内容相同。

一般方法
参考图2，本发明的富集 CDR3 编码序列、构建测序文库和测序的方法，一般可以包括以下步骤：
S100: 从外周血分离单个核细胞 （PBMC )

抽取正常人外周血，具体地，用含抗凝剂的无菌采血管进行采血，然后利用 Ficoll-Paque PLUS 或
Percoll 淋巴细胞分离液进行密度梯度离心分离PBMC 。

S200: 提取核酸样本
即提取基因组DNA 和总R A , 具体地，利用蛋白酶 K 消化或者酚氯仿抽提的方法提取基因组 DNA;

利用 Trizol 法提取总 R A 。



S300: 利用引物组合物扩增
以上述核酸样本为模板，采用本发明的引物组合物进行多重 PCR 扩增，以便获得富集 CDR3 编码序

列的扩增产物。
S400: 回收&纯化扩增产物
然后，利用琼脂糖凝胶电泳以及 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 回收纯化扩增产物。其中，当

以总 R A 为模板时，需要先将 R A 逆转录为 cDNA 。

S500: 构建测序文库
5.1、末端修复及 3 '末端添加碱基 A

将回收纯化的扩增产物通过 T4 DNA 聚合酶、Klenow 片段和 T4 多核苷酸激酶等酶的作用以 dNTP

为作用底物进行末端修复，获得经过末端修复的扩增产物。然后利用 Klenow 片段(3 '-5'exo-) 聚合酶及
dATP 在经过末端修复的扩增产物的 3 '末端添加碱基 A , 以便获得 3 '末端添加碱基 A 的扩增产物。然后，
利用 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 回收纯化 3 '末端添加碱基 A 的扩增产物。

5.2、接头连接
将所得到的 3，末端添加碱基 A 的扩增产物在 T4 DNA 连接酶的作用下与接头进行连接，以便获得连

接产物。然后，利用琼脂糖凝胶电泳以及 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 回收纯化连接产物。
5.3 、 PCR 扩增
以连接产物为模板，加入通用 PCR 引物和测序引物，用 Phusion 酶进行 PCR 扩增，以便获得第二扩

增产物。然后，利用琼脂糖胶电泳回收纯化第二扩增产物，以便获得回收产物，该回收产物构成 DNA 测
序文库。

S600: 测序
将上述获得的 DNA 测序文库经安捷伦 100 检测和 Q-PCR 定量后，利用 Hiseq2000 测序平台进行测

序，以便获得由多个测序数据构成的测序结果，然后，以 IMGT 上免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T

细胞受体 链或 T 细胞受体 β 链的 CDR3 的序列作为参考序列，对测序结果进行分析。

实施例 1
参照上述一般方法，按照以下步骤，对免疫球蛋白重链的 CDR3 编码序列进行富集、构建测序文库、

测序及分析：
1.分离人外周血单个核细胞
1 ) 取健康人新鲜外周血 lOmL, 注入含有抗凝剂的无菌试管中摇匀，并加入等量的无菌 PBS 摇匀。
2 ) 取适量体积 Percoll 分层液 （外周血和分层液的体积比为 2 :1~3 :1 ) 于试管中，将稀释的血液慢慢

加到分层液液面上，形成清晰界面，置于水平离心机中离心，2000 r/m, 20 分钟。
3 ) 离心后，可见从离心管底部到液面分为四层 ，分别为红细胞和粒细胞层、分层液层、单个核细胞

层、血浆层。用吸管插入液面下，吸取单个核细胞层，置于另一个无菌试管中。
4 ) 加入 4 倍体积的无菌 PBS 充分混匀，萬 心 , 1000 r/m, 10 分钟；重复洗涤一次。
5 ) 用 PBS 稀释，进行细胞计数，提取的单个核细胞保存于 4 C备用。整个分离过程常温下进行。
2 . DNA 提取
DNA 提取试剂盒提取 PBMC DNA 。（Qiagen )

1 ) 将 2(^L QIAGEN 蛋白酶加入 200 µ1样品中，混匀。
2 ) 将 200 µ 緩冲液 A L 加入样品中，充分混匀，56 °C孵育 10 分钟。
3 ) 加入 200 µ 无水乙醇，充分混匀，将混合物转移到吸附柱上，萬 心 , 8000r/m, 1分钟，弃废液。
4 ) 加入 50(^L 緩冲液 AW1 ，离心，8000r/m, 1分钟，弃废液。
5 ) 加入 500mL 緩冲液 AW2 , 离心，8000 r/m ， 1分钟，弃废液。
6 ) 全速 （14000 r/m ) 空甩 1分钟。
7 ) 加入 200 µ 緩冲液 A E , 室温静置 1分钟，萬 心 , 8000 r/m, 1分钟。DNA 保存于-20 °C备用。
3. 多重 PCR 扩增 CDR3

将上一步得到的DNA 作为模板 DNA 进行多重 PCR 扩增。按下表在 200 µ 的PCR 管中配制 4 个 PCR



反应体系，分别为 LX500 , LX800 , ZXJ500 , ZXJ800 , 4 个平行实验。

PCR 反应条件为：
95 °C 15min

94 °C 30s

60 °C 90s 30 个循环

72 °C 30s

72 °C 5min

15 °C

PCR 产物用 2%琼脂糖凝胶电泳，电压为 4V/cm, 电泳时间为 2h。然后切胶，取 140-280 bp 片段，
用 QIAquick Gel 纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 30µ 洗脱緩冲液。结果如图 4 所示，
有多个扩增条带，在正式建库之前做过摸索实验，Sanger 测序结果表明 140-280bp 条带才是 目的产物即
重链 CDR3 编码序列，建库时回收 140-280bp 条带。

4. PCR 产物末端修复
将上一步得到的 DNA 分别按下表在 1.5mL 的离心管中配制 4 个末端修复反应体系

然后将管子放到调至 20 °C的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 30 min, 反应结束后，用 QIAquick PCR

纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 32µ 洗脱緩冲液。
5. DNA 片段 3 '末端添加碱基 A

将上一步所得的 DNA 分别按下表在 200 µ 的 PCR 管中配制 4 个 3 '末端添加碱基 Α 反应体系

组分 体积 （ )
DNA 32



K lenow 緩 冲液 5

dATP 10

Klenow (3'-5' exo-) 3

总体积 50

然后将管子放到调至 37 C 的 Thermomixer(Eppendrof) 上反应 30 min 。反应结束后 ，用 MiniElute PCR

纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化 ，最后将样品溶于 ΙΟµ 洗脱緩 冲液。

6. 连接接 头

其 中接 头序列为：

接 头 1: 5，GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG ( SEQ ID NO: 178 );

接 头 : 5'TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT ( SEQ ID NO: 179 )。

然后将管子放到调至 20 C 的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 15 min 。反应结束后 ，用 2%琼脂糖凝胶

电泳分 离，电压 为 120V, 电泳 时间为 120 分钟 。电泳结束后切下 目的条 带，用 QIAquick PCR 纯化试剂

盒 （Qiagen) 进行纯化 ，最后将样 品溶于 30µ 洗脱緩 冲液。

7. PCR 扩增 目的产物 ，并加入测序 引物

将上一步得到的 DNA 分别按 以下体 系配制 4 个 PCR 反应体 系

PI 公用 引物 :

( SEQ ID

NO: 180 );

Index :

T ( SEQ ID O : 181 )，其 中碱基 为 八、T 、 C、 G 四个碱基 的任意组合作为 区别标识 。

PCR 反应条件 为：

98 C 30s

98 C 10s

65 C 30s 1 个循环

72 C 30s

72 C 5min

4 C oo

反应结束后 ，用 QIAquick PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化 ，最后将样 品溶于 50µ 洗脱緩 冲液。



8. 文库检测
Agilent 2 100 Bioanalyzer analysis system 检测文库插入片段大小及含量；Q-PCR 精确定量文库的浓度。
9. 测序与数据分析
文库检测合格后将按照双末端 15 1个碱基的读长在 Hiseq2000 测序仪上进行序列分析。
测序所得的原始数据的基本分析过程主要 包括以下步骤：首先进行数据处理，通过接头或 PCR 引物

上的序列标签区分不同样本的文库数据，对测序所得的原始数据进行去污染、去接头和去低质量过滤；
然后将 reads 与 IMGT 数据库的参考序列进行 丫、D 、 J基因比对，分析。

过滤之后的测序原始数据进行比对分析的结果，见下表 1，我们平均得到的总序列有 4 1.46 兆条，特
异性的克隆平均有 2.27 兆条。

表 1

文库 LX500 测序后获得的各种 V - 基因配对的序列的数量示于表 2 中。



IGHV3-20 86 280 1568 3902 1099 2503

IGHV3-2 1 629 1124 5739 22727 5974 13876

IGHV3-23 4048 4958 22856 105585 27584 43089

IGHV3-30-3 279 379 1820 8628 198 1 3796

IGHV3-30 3053 5355 27359 1182 10 29122 68466

IGHV3-33 9 13 1545 7584 33983 8 111 18606

IGHV3-43 15 17 139 502 142 262

IGHV3-48 1176 20 13 10459 4 1097 10972 2478 1

IGHV3-49 77 116 733 3305 868 2 118

IGHV3-53 938 140 1 8393 30037 8680 19023

IGHV3-64 266 447 22 14 10022 2480 5449

IGHV3-66 135 1 2707 12582 49294 13083 2742 1

IGHV3-72 4 1 37 295 1226 308 577

IGHV3-73 48 80 300 1230 28 1 770

IGHV3-74 440 1104 4068 144 17 4482 8542

IGHV3-7 502 88 1 4756 18 178 4742 10843

IGHV3-9 123 116 683 3042 765 1253

IGHV3-d 62 63 352 143 1 440 794

IGHV3-NL1 122 128 765 3905 778 1702

IGHV4-28 2 16 734 3 178 7763 4504 5715

IGHV4-30-2 1089 2557 8825 28693 13927 12948

IGHV4-30-4 30 89 4 18 1280 111 1363

IGHV4-3 1 360 1146 483 1 11602 66 14 9944

IGHV4-34 24 17 4052 17750 62345 26275 39808

IGHV4-39 1933 426 1 159 10 53278 24095 28 184

IGHV4-4 33 1 939 4037 9958 5469 8225

IGHV4-59 170 1 399 1 16976 48053 228 18 29273

IGHV4-6 1 797 23 14 1015 1 25 134 12674 17368

IGHV4-b 183 394 1752 4962 2334 2684

IGHV5-5 1 1120 2040 1114 1 33538 12097 17690

IGHV5-a 335 565 309 1 9606 3522 4 134

IGHV6-1 564 1288 4896 20 188 6636 12746

IGHV7-4-1 494 893 5 175 22487 8672 139 10

图 5 是基于表 2 中数据 ，作 出的 4 个平行文库的 V-J 基 因配对分布图，图 5 显示 了所有的 V 基 因亚
家族与 J 基 因亚家族重排后相互配对和各种 V J 配对 CDR3 的丰度 ，图右侧坐标是 J 基 因全部亚家族的分
类，图中横坐标是 V 基 因的每一种亚家族分类，两坐标相交点是 V-J 基 因配对产生的一种 CDR3 序列，

左侧坐标则是每种 V-J 配对的丰度 。从表 2 及 图 5 可以得 出结论 ，使用本发明提供的引物能够全面地富集
人类免疫球蛋 白重链 CDR3 的编码序列，扩增 出来的产物能够区分免疫球蛋 白重链的各个亚家族 ，并且
通过上述本发明的方法能够确定各种重链 CDR3 编码序列的相对比例，从而可以进一步基于这些编码序
列的相对比例或该比例的变化 ，确定个体的免疫状态。

实施例
参照上述一般方法，按照以下步骤 ，对免疫球蛋 白轻链的 CDR3 编码序列进行富集、构建测序文库、

测序及分析：
1.分 离人外周血单个核细胞



1 ) 取健康人新鲜外周血 10mL, 注入含有抗凝剂的无菌试管中摇匀，并加入等量的无菌 PBS 摇匀，
样品名 ZXJ 。

2 ) 取适量体积 Percoll 分层液 （外周血和分层液的体积比为 2 :1~3 :1 ) 于试管中，将稀释的血液慢慢
加到分层液液面上，形成清晰界面，置于水平离心机中离心，2000 r/m, 20 分钟。

3 ) 离心后，可见从离心管底部到液面分为四层 ，分别为红细胞和粒细胞层、分层液层、单个核细胞
层、血浆层。用吸管插入液面下，吸取单个核细胞层，置于另一个无菌试管中。

4 ) 加入 4 倍体积的无菌 PBS 充分混匀，萬 心 , 1000 r/m, 10 分钟；重复洗涤一次。
5 ) 用 PBS 稀释，进行细胞计数，提取的单个核细胞保存于 4 C备用。整个分离过程常温下进行。
2 . DNA 提取
DNA 提取试剂盒提取 PBMC DNA 。( Qiagen )

1 ) 将 2(^L QIAGEN 蛋白酶加入 200 µ1样品中，混匀。
2 ) 将 20(^L 緩冲液 A L 加入样品中，充分混匀，56 °C孵育 10 分钟。
3 ) 加入 200 µ 无水乙醇，充分混匀，将混合物转移到吸附柱上，萬 心 , 8000r/m, 1分钟，弃废液。
4 ) 加入 50 L 緩冲液 AW1 ，离心，8000r/m ， 1分钟，弃废液。
5 ) 加入 500mL 緩冲液 AW2 , 离心，8000 r/m, 1分钟，弃废液。
6 ) 全速 （14000 r/m ) 空甩 1分钟。
7 ) 加入 20(^L 緩冲液 A E，室温静置 1分钟，萬 心 , 8000 r/m, 1分钟。DNA 保存于-20 °C备用。
3. 多重 PCR 扩增 CDR3

将上一步得到的 DNA 作为模板 DNA 进行多重 PCR 扩增。按下表在 200 µ 的 PCR 管中配制 PCR 反
应体系，为 ZXJ 。

PCR 反应条件为：
95 °C 15min

94 °C 30s

60 °C 90s 30 个循环

72 °C 30s

72 °C 5min

15 °C

其中，图 6 是 引物扩增免疫球蛋 白轻链 中 V-J 重排构成的 CDR3 序列的示意图。
PCR 产物用 2%琼脂糖凝胶电泳，电压为 4V/cm, 电泳时间为 2h。然后切胶，取 110-250 bp 片段，

用 QIAquick Gel 纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 30µ 洗脱緩冲液。结果如图 7 所示，
有多个扩增条带，在正式建库之前做过摸索实验，Sanger 测序结果表明 110-250bp 条带才是 目的产物即轻
链 CDR3 序列，建库时回收 110-250bp 条带。

4 . PCR 产物末端修复
将上一步得到的 DNA 分别按下表在 1.5mL 的离心管中配制 4 个末端修复反应体系



组分 体积 （ )

DNA 30

T4 DNA 连接酶緩冲液 10

dNTP 混合物 4

T4 DNA 酶 5

Klenow 酶 1

T4 PNK 5

超纯水 45

总体积 100

然后将管子放到调至 20 °C的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 30 min, 反应结束后，用 QIAquick PCR

纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 32µ 洗脱緩冲液。
5. DNA 片段 3'末端添加碱基 A

将上一步所得的 DNA 分别按下表在 00µ 的 PCR 管中配制 4 个 3'末端添加碱基 Α 反应体系

然后将管子放到调至 37 °C的 Thermomixer(Eppendrof) 上反应 30 min 。反应结束后，用 MiniElute PCR

纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 ΙΟµ 洗脱緩冲液。
6. 连接接头
将上一步得到的 DNA 分别按下表在 1.5mL 的离心管中配制 4 个末端修复反应体系

其中接头序列为：
接头 1: 5，GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG ( SEQ ID NO: 178 );

接头 : 5'TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT ( SEQ ID NO: 179 )。
然后将管子放到调至 20 °C的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 15 min 。反应结束后，用 2%琼脂糖凝胶

电泳分离，电压为 120V, 电泳时间为 120 分钟。电泳结束后切下目的条带，用 QIAquick PCR 纯化试剂
盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 30µ 洗脱緩冲液。

7. PCR 扩增目的产物，并加入测序引物
将上一步得到的 DNA 分别按以下体系配制 4 个 PCR 反应体系

组分 体积 （ )
接头连接的 DNA 1

P 1 公用引物 1



index 5 物 1

超纯水 22

Phusion DNA 酶 25

总体积 50

P I 公用引物:
A ATG ( SEQ ID

NO: 180 );

index 引物：

T ( SEQ ID NO: 18 1 )，其中碱基 为 八、T 、 C、 G 四个碱基的任意组合作为区别标识。
PCR 反应条件为：

98 °C 30s

98 °C 10s

65 °C 30s 1 个循环
72 °C 30s

72 °C 5min

4 °C oo

反应结束后，用 QIAquick PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 进行纯化，最后将样品溶于 50µ 洗脱緩冲液。
8. 文库检测
Agilent 2 100 Bioanalyzer analysis system 检测文库插入片段大小及含量；Q-PCR 精确定量文库的浓度。
9. 测序与数据分析
文库检测合格后将按照双末端 15 1个碱基的读长在 Hiseq2000 测序仪上进行序列分析。
测序所得的原始数据的基本分析过程主要包括以下步骤：首先进行数据处理，通过接头或 PCR 引物

上的序列标签区分不同样本的文库数据，对测序所得的原始数据进行去污染、去接头和去低质量过滤；
然后将 reads 与 IMGT 数据库的参考序列进行 丫、J基因比对，分析。

过滤之后的测序原始数据进行比对分析的结果，见表 3，我们平均得到的总序列有 0.4 兆条，特异性
的克隆平均有 0.16 兆条。

表 3

文库 ZXJ 测序后获得的各种 V-J 基因配对的序列的数量示于表 4 和表 5 中，表 4 为 κ 型 IGL V-J 配对的序
列的数量，表 5 为 λ 型 IGL V -J 配对的序列的数量。

表 4

因

IGKJ1 IGKJ2 IGKJ3 IGKJ4 IGKJ5列数 "
V K 基因\

IGKV1-12 143 157 48 657 4 12

IGKV1-13 136 136 4 1 6 12 400

IGKV1-16 503 486 133 1585 893

IGKV1-17 164 108 25 5 17 22 1

IGKV1-27 253 123 7 1 738 466

IGKV1-33 9 1 188 63 63 1 356
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IGLV1-5 1 198 294 1187 55 8 1
IGLV2-1 1 1835 2252 9958 603 463
IGLV2-14 5869 5300 17601 659 477
IGLV2-1 8 1035 1095 4879 498 128
IGLV2-23 2145 2273 9 111 447 333
IGLV2-8 1213 1046 3 12 1 103 193
IGLV3-10 182 57 1 1898 147 2 15
IGLV3-12 217 337 119 1 35 23
IGLV3-16 220 337 1050 66 200
IGLV3-19 777 925 3070 149 192
IGLV3-1 953 1707 4049 199 2 17
IGLV3-2 1 1452 2022 6594 223 346
IGLV3-22 33 84 347 14 49
IGLV3-25 532 1340 4094 93 6 11
IGLV3-27 114 257 1185 7 1 105
IGLV3-9 82 228 768 26 37
IGLV4-3 7 3 32 0 0
IGLV4-60 169 486 1936 75 226
IGLV4-69 540 1243 6 134 322 350
IGLV5-37 163 2 13 980 25 3 1
IGLV5-39 67 110 5 11 14 18
IGLV5-45 392 522 2209 50 69
IGLV5-52 14 1 184 908 5 15
IGLV6-57 373 768 396 1 166 87
IGLV7-43 79 236 1095 28 46
IGLV7-46 92 290 1192 29 138
IGLV8-6 1 117 174 1006 29 40
IGLV9-49 139 224 1250 45 46

图 8 是基于表 4 数据作出的文库 ZXJ V K-JK基 因配对分布图，图 9 是基于表 5 数据作 出的 ν λ-· λ基 因
配对分布图，图 8-9 显示了所有的 V 基因亚家族与 J 基因亚家族重排和各种 CDR3 的丰度 ，图中，纵坐
标是 J 基 因全部亚家族的分类，横坐标是 V 基 因的每一种亚家族分类，两坐标相交点是 V-J 基因配对产
生的一种 CDR3 序列，相交点每一方格颜 色深浅代表每种 V - 配对的丰度 ，图右侧对应有丰度颜 色指示
带。从表 4-5 及图 8-9 可以得 出结论，使用本发明提供的引物能够全面地富集人类免疫球蛋白轻链 CDR3

序列，扩增出来的产物能够区分免疫球蛋白轻链的各个亚家族，并且通过上述本发明的方法能够确定各
种轻链 CDR3 序列的相对比例，从而可以进一步基于这些序列的相对比例或该比例的变化，确定个体的

免疫状态。

实施例 3

参照上述一般方法，按照以下步骤，对 T 细胞受体 α 链的 CDR3 编码序列进行富集、构建测序文库、
测序及分析：

1. 分离人外周血单个核细胞
1 ) 取健康人新鲜外周血 5ml 于 15ml 的离心管中，并添加 5ml PBS ，混匀，然后将其靠管壁緩慢加

入到装有 6ml 的单核细胞分离液的 50ml 离心管中， l，800rpm 离心 15min 。
2 ) 吸取单核细胞层于新的 15ml 离心管中，加入三倍体积的 PBS ，轻轻混匀， l，800rpm 离心 10min ，

弃上清，获得沉 淀 。

3 ) 用 1ml 的 PBS 将上述沉淀重悬，然后转移至新的 1.5ml EP 管中， l，800rpm 离心 lOmin, 弃上清，
获得沉 淀 。

4 ) 用 ΙΟΟµΙ 的 PBS 将上述步骤获得的沉淀重悬，则单核细胞提取完成。
2 . 核酸样本提取
利用 DNA 提取试剂盒 （Qiagen ) 提取人外周血单个核细胞基因组 DNA, 具体地，包括：
1 ) 将 20µ1QIAGEN 蛋白酶加入 200 µ1单核细胞样品中，混匀。



2 ) 将 200 µ1緩冲液 A L 加入样品中，充分混匀， 56 °C 孵育 10 分钟。
3 ) 加入 200 µ1无水乙醇，充分混勾，将混合物转移到吸附柱上，8000r/m 离心 1分钟，弃废液。
4 ) 然后加入 500 µ1緩冲液 AW1 , 8000r/m 离心 1分钟，弃废液。
5 ) 再加入 500ml 緩冲液 AW2 , 8000r/m 离心 1分钟，弃废液。
6 ) 然后全速 （14000 r/m ) 空甩 1分钟。
7 ) 再加入 200 µ1緩冲液 A E , 室温静置 1分钟，8000r/m 离心 1分钟，以便提取获得 DNA ，保存于

-20 °C , 备用。
3. 多重 PCR 扩增
以上一步得到的 DNA 作为模板，采用具有 SEQ ID NO: 46-84 所示的核苷酸序列的 V 区引物组成的

第一引物组和具有 SEQ ID NO: 85- 134 所示的核苷酸序列的 J 区引物组成的第二引物组，进行多重 PCR

扩增。
具体地，首先，将浓度均为 ΙΟΟµΜ 的 39 种 V 区引物各取 Ι µΐ 混合，然后加 Ι ΐ µΐ 的水稀释混匀，以

便获得第一引物组，则获得的第一引物组中各 V 区引物的浓度均为 2µΜ 。然后，同样将浓度均为 ΙΟΟµΜ

的 50种 J 区引物各取 Ι µΐ 混合，以便获得第二引物组，则获得的第二引物组中各 J 区引物的浓度均为 2µΜ

然后，按下表的配比，配制多重 PCR 扩增的反应体系：

然后，将配制好的反应体系按以下反应条件进行 PCR 扩增:
95 °C 15min

94 °C 30s

60 °C 90s 30 个循环

72 °C 30s

72 °C lOmin

12 °C oo

由此，获得扩增产物。

然后，将扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，并切取 10-200bp 的胶 （如图 10 所示 ），并用 QIAquick

Gel 纯化试剂盒 （Qiagen ) 对其进行纯化回收，然后将回收产物溶于 34µ1的洗脱緩冲液，备用。
4 . 末端修复
将上一步得到的扩增产物，按下表中的配比于 1.5ml 离心管中配制末端修复反应体系：

扩增产物 32 µΐ

10 多聚核苷酸激酶緩冲液 10

dNTP 溶液 （每种 10mM ) 3 µΐ

T 4 DNA 聚合酶 5 µΐ

双蒸水 44 µΐ



Klenow 片段 1 µΐ

T 4 多聚核苷酸激酶 5 µΐ

总体 积 100 µΐ

然后将 离心管放 置于调至 20 C 的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 30 min, 以便 获得 经过末端修复的

扩增产物 ，然后 利用 QIAquick PCR 纯化试剂盒 （Qiagen) 将 经过末端修 复的扩增产物进行 纯化 ，最后将

其溶 于 34µ1洗脱緩 冲液 中，备 用 。

5. 3 '末 端 添加碱基 A

将 经过末端修复的扩增产物 ，按 下表 中的配比于 1.5ml 离心管 中配制 3'末端 添加碱基 A 的反应体 系：

然后将 离心管放 置于调至 37 C 的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 30 min, 以便 获得 3，末端添加碱基

A 的的扩增产物 ，然后利用 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 将 3 '末端 添加碱基 A 的的扩增产物进

行 纯化 ，最后将其溶 于 20µ1洗脱緩 冲液 中，备 用 。

6. 连接接 头

将 3'末端 添加碱基 Α 的的扩增产物 ，按 下表 中的配比于 1.5ml 离心管 中配制接 头连接 的反应体 系：

其 中 ΡΕΙ-接 头的序列为：

接 头 1: TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT ( SEQ ID O : 179 );

接 头 2: 5-Phos/GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTC A C ( SEQ ID NO: 182 )。

然后将 离心管放 置于调至 20 C 的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 15min, 以便 获得连接 产物 ，然后利

用 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 将连接 产物进行 纯化 ，最后将其溶 于 28µ1洗脱緩 冲液 中，备用 。

7. PCR 扩 增

将上一步得到的连接 产物 ，按 下表 中的配比配制 PCR 反应体 系：

连接 产物 12.5 µΐ

P 1公 用 引物 1 µΐ

标签 7 引物 ( Primer index 7 ) 1 µΐ

双 蒸水 10.5 µΐ

2 phusion master mix 25

总体 积 50 µΐ



P I 公用引物：
AATG^ ( SEQ ID

NO: 180 );

标签 7 引物 ( Primer index7 )

T ( SEQ ID NO: 183 )。
然后，将配制好的反应体系于 PCR 仪上进行 PCR 反应，以便获得第二扩增产物，其中 PCR 反应条

件为：
98 °C lmin

10 个循环

12 °C

然后，利用 QIAquick PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 纯化回收 200-300bp 的第二扩增产物，以便获得回
收产物，该回收产物构成 DNA 测序文库。然后，将获得的测序文库样品溶于 20µ1洗脱緩冲液。

8. 文库检测
利用 Agilent 2 100 Bioanalyzer analysis system 检测获得的测序文库中插入片段大小及含量；利用

Q-PCR 精确定量该文库的浓度。
9. 测序与数据分析
文库检测合格后将按照双末端 15 1个碱基的读长在 Hiseq2000 测序仪上进行测序及序列分析。

序列 定。为了将来源 不同样本制备的 DNA 文库在测序后区分开来，将 bp 或 8bp 的标签序列通过接
头或者 PCR 引物引入到片段的一侧，以便 将不同文库直接混合后上机测序。测序时，先用 SP1 引物对样
品 DNA 的一端进行测序，再用 SP2 引物对样品 DNA 的另一端进行测序。

然后，对获得的测序结果进行数据分析，其中分析数据时参考的序列为 IMGT 上 TCRA 的参考序列。
具体地，首先对测序所得的原始数据进行基本分析，其主要 包括以下步骤：对进行原始数据进行数据处
理，通过接头或 PCR 引物上的序列标签区分不同样本的文库数据，对测序所得的原始数据进行去污染、
去接头和去低质量过滤，以便确定 reads; 然后，将 reads 与 IMGT 数据库的参考序列进行 V 、J基因比对、
分析，结果见下表 6 以及图 11:

表 6 : reads 分析比对结果

此外，图 11 显示了所有的 V 基因亚家族与 J 基因亚家族重排后相互配对和各种 V 配对分布以及
CDR3 的丰度。如图 11所示，左侧坐标是 J基因全部亚家族的分类，横坐标是 V 基因的每一种亚家族分
类，两坐标相交点是 V-J 基因配对产生的一种 CDR3 序列，右侧颜色带指示每一方格的颜 色深浅，代表
每种 V-J 配对的丰度。从图 11 中可以看出，使用本发明提供的引物组合物能够全面地富集人类 T 细胞受
体 CDR3 的序列，扩增出来的产物能够区分 T 细胞受体 α 链的各个亚家族。

实施例 4



参照上述一般方法，按照以下步骤 ，对 T 细胞受体 β 链 的 CDR3 编码序列进行富集、构建测序文库 、

测序及分析 ：

1. 分 离人外周血单个核细胞

1 ) 取健康人新鲜外周血 5mL 于 15ml 的 离心管 中，并添加 5ml PBS , 混匀，然后将其靠管壁緩慢加

入到装有 6ml 的单核细胞分 离液的 50ml 离心管 中， l ，800rpm 离心 15min 。

2 ) 吸取单核 细胞层于新 的 15ml 离心管中，加入三倍体积的 PBS ，轻轻混匀， l ，800rpm 离心 10min ，

弃上清 ，获得沉淀。

3 ) 用 1ml 的 PBS 将上述沉淀重悬，然后转移至新的 1.5ml EP 管 中， l ，800rpm 离心 lOmin, 弃上清 ，

获得沉淀。

4 ) 用 Ι ΟΟµ 的 PBS 将上述步骤获得 的沉淀重悬，则单核 细胞提取 完成。

2 . 核 酸样本提取

2 . 1 DNA 提取

利用 DNA 提取试剂盒 （Qiagen ) 提取人外周血单个核 细胞基 因组 DNA, 具体地 ，包括 ：

1 ) 将 2(^L QIAGEN 蛋 白酶加入 200 µ 单核 细胞样 品中，混 匀。

2 ) 将 20(^L 緩 冲液 A L 加入样 品中，充分混 匀，56 °C 孵育 10 分钟 。

3 ) 加入 200 µ 无水 乙醇 ，充分混 勾，将 混合物转移到吸附柱上 ，8000r/m 离心 1分钟 ，弃废液。

4 ) 然后加入 50(^L 緩 冲液 AW1 , 8000r/m 离心 1分钟 ，弃废液。

5 ) 再加入 500mL 緩 冲液 AW2 , 8000r/m 离心 1分钟 ，弃废液。

6 ) 然后全速 （14000 r/m ) 空甩 1 分钟 。

7 ) 再加入 200 µ 緩 冲液 A E , 室温静置 1 分钟 ，8000r/m 离心 1 分钟 ，以便提取获得 DNA, 保存 于

-20 °C , 备用 。

2 . 总 R A 提取及逆转录

也可 以以总 R A 为核酸样本 。首先 ，利用 Trizol 法提取 总 RNA 。然后按照以下步骤将获得 的总 R A

逆转录为 cDNA:

( 1 ) 按 下表 中的配比配置混合物 ：

其 中，C 区引物 （TRBC-R1 ) 为：

CTCAAACACAGCGACCTC ( SEQ ID NO: 184 )。

然后 ，将获得的混合物于 PCR 仪上 65 C 变性 5min 后 ，立 即置于冰上 ，并向混合物 中继续添加 下表

中的试剂 ：

( 2 ) 混 匀后于室温下放置 2min ，然后加入 l L superscript I I ( 20υ /µ

( 3 ) 混 匀后 ，于 PCR 仪上按 下列条件进行反应 ：

42 °C 50min

72 °C 15min



以便提取获得 cDNA, 保存备用。
然后，分别以上一步得到的 DNA 和 cDNA 进行后续的步骤，其中，以 DNA 为例，具体步骤如下所

述:
3. 多重 PCR 扩增
以上一步得到的 DNA 作为模板，采用具有 SEQ ID NO: 135-164 所示的核苷酸序列的 V 区引物组成

的第一引物组和具有 SEQ ID NO: 165- 177 所示的核苷酸序列的 J 区引物组成的第二引物组，进行多重
PCR 扩增。

具体地，首先，将浓度均为 ΙΟΟµΜ 的 30 种 V 区引物各取 Ι µΣ 混合，然后加 20 L 的水稀释混匀，
以便获得第一引物组，则获得的第一引物组中各 V 区引物的浓度均为 2µΜ 。然后，同样将浓度均为 ΙΟΟµΜ

的 13 种 J 区引物各取 Ι 混合，然后加 37 L 的水稀释混匀， 以便获得第二引物组，则获得的第二引物
组中各 J 区引物的浓度均为 2µΜ 。

然后，按下表的配比，配制多重 PCR 扩增的反应体系：

然后，将配制好的反应体系按以下反应条件进行 PCR 扩增:
95 °C 15min

94 °C 30s

60 °C 90s 30 个循环

72 °C 30s

72 °C lOmin

12 °C oo

由此，获得扩增产物。
然后，将扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，其中电压为 100V, 电泳时间为 2 小时 20 分钟。然后切

取 100-200 b 的胶，并用 QIAquick Gel 纯化试剂盒 （Qiagen ) 对其进行纯化回收，然后将回收产物溶于
30µ 的洗脱緩冲液，备用。其中，电泳结果见图 12。如图 12 所示，其中 Mark 为 50bp DNA Ladder 。

4. 末端修复
将上一步得到的扩增产物，按下表中的配比于 1.5mL 离心管中配制末端修复反应体系：

扩增产物 32µ1

10 多聚核苷酸激酶緩冲液 10 µ∑

dNTP 溶液 （每种 10mM ) 3µ∑

T4 DNA 聚合酶 5 µ

双蒸水 44µ∑

Klenow 片段 1 µ∑

T4 多聚核苷酸激酶 5 µ



总体积 100 µ

然后将离心管放置于调至 20 °C的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 30 min, 以便获得经过末端修复的
扩增产物，然后利用 QIAquick PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 将经过末端修复的扩增产物进行纯化，最后将
其溶于 34µ 洗脱緩冲液中，备用。

5. 3'末端添加碱基 A

将经过末端修复的扩增产物，按下表中的配比于 1.5mL 离心管中配制 3'末端添加碱基 A 的反应体系：

然后将离心管放置于调至 37 °C的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 30 min, 以便获得 3，末端添加碱基
A 的的扩增产物，然后利用 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 将 3'末端添加碱基 A 的的扩增产物进
行纯化，最后将其溶于 2C^L 洗脱緩冲液中，备用。

6. 连接接头
将 3'末端添加碱基 A 的的扩增产物，按下表中的配比于 1.5mL 离心管中配制接头连接的反应体系：

其中 ΡΕΙ -接头的序列为：
接头 1: TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT ( SEQ ID O : 179 );

接头 2 : 5-Phos/GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTC A C ( SEQ ID NO: 182 )。
然后将离心管放置于调至 20 °C的 Thermomixer(Eppendorf) 上反应 15min, 以便获得连接产物，然后利

用 MiniElute PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 将连接产物进行纯化，最后将其溶于 32µ 洗脱緩冲液中，备用。
7. PCR 扩增
将上一步得到的连接产物，按下表中的配比配制 PCR 反应体系：

Ρ 1公用引物：



180 );

标签 5 引物 ( Primer index 5 )

( SEQ ID NO: 185 )。
然后，将配制好的反应体系于 PCR 仪上进行 PCR 反应，以便获得第二扩增产物，其中 PCR 反应条

件为：
98 °C lmin

10 个循环

12 °C

然后，利用 QIAquick PCR 纯化试剂盒 （Qiagen ) 对第二扩增产物进行纯化回收，以便获得回收产物，
该回收产物构成 DNA 测序文库。然后，将获得的测序文库样品溶于 20µ 洗脱緩冲液。

8. 文库检测
利用 Agilent 2 100 Bioanalyzer analysis system 检测获得的测序文库中插入片段大小及含量；利用

Q-PCR 精确定量该文库的浓度。
9. 测序与数据分析
文库检测合格后将按照双末端 15 1个碱基的读长在 Hiseq2000 测序仪上进行测序及序列分析。

序列 定。为了将来源 不同样本制备的 DNA 文库在测序后区分开来，将 bp 或 8bp 的标签序列通过接
头或者 PCR 引物引入到片段的一侧，以便 将不同文库直接混合后上机测序。测序时，先用 SP1 引物对样
品 DNA 的一端进行测序，再用 SP2 引物对样品 DNA 的另一端进行测序。

然后，对获得的测序结果进行数据分析，其中分析数据时参考的序列为 IMGT 上 TCRB 的参考序列。
具体地，首先对测序所得的原始数据进行基本分析，其主要 包括以下步骤：对进行原始数据进行数据处
理，通过接头或 PCR 引物上的序列标签区分不同样本的文库数据，对测序所得的原始数据进行去污染、
去接头和去低质量过滤，以便确定 reads; 然后，将 reads 与 IMGT 数据库的参考序列进行 V 、 D 、 J基因
比对、分析，结果见下表 7、表 8 以及图 13 :
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表 8: 表 7 的结果总结

此外，图 13 显示了所有的 V 基因亚家族与 J 基因亚家族重排后相互配对和各种 V 配对分布以及
CDR3 的丰度。如图 13 所示，左侧坐标是 J基因全部亚家族的分类，横坐标是 V 基因的每一种亚家族分
类，两坐标相交点是 V-J 基因配对产生的一种 CDR3 序列，右侧颜色带指示每一方格的颜色深浅，代表
每种 V-J 配对的丰度。从图 13 中可以看出，使用本发明提供的引物组合物能够全面地富集人类 T 细胞受
体 β 链 CDR3 的序列，扩增出来的产物能够区分 Τ 细胞受体 β 链的各个亚家族。
工业实用性

本发明的用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物、富集 CDR3 编码序列的方法、构建 CDR3 编
码序列的测序文库的方法、确定 CDR3 编码序列的序列信 息的方法、确定个体免疫状态的方法、确
定个体免疫状态的系统以及试剂盒，能够有效地应用于对个体的免疫球蛋白重链和轻链、Τ 细胞受体
α 链和 β 链的 CDR3 编码序列进行富集和测序，并且基于测序结果，能够准确、高效地确定个体的免疫
状态。

尽管本发明的具体实施方式已经得到详细的描述，本领域技术人员将会理解。根据 已经公开的所有
教导，可 以对那些细节进行各种修改和替换，这些改变均在本发明的保护范围之内。本发明的全部范围
由所附权利要求及其任何等同物给出。

在本说明书的描述中，参考术语 "一个实施例"、"一些实施例" 、"示意性实施例" 、"示例" 、"具体
示例" 、或 "一些示例" 等的描述意指结合该实施例或示例描述的具体特征、结构、材料或者特点包含于
本发明的至少一个实施例或示例中。在本说明书中，对上述术语的示意性表述不一定指的是相同的实施
例或示例。而且 ，描述的具体特征、结构、材料或者特点可以在任何的一个或多个实施例或示例中以合
适的方式结合。
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权利要求书

1、一种用于扩增 CDR3 编码序列的引物组合物，其特征在于，包括：
第一引物组，所述第一引物组由至少一种 V 区引物组成，所述至少一种 V 区引物的每一种均包含与

至少一个 V 基 因片段互补的序列；以及

第二引物组，所述第二引物组由至少一种 J 区引物组成，所述至少一种 J 区引物的每一种均包含与
至少一个 J 基因片段互补的序列，

其中，所述 CDR3 编码序列来源于选 自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细
胞受体 β 链的至少一种。

2、根据权利要求 1 所述的引物组合物，其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白重链。
3、根据权利要求 2 所述的弓I物组合物，其特征在于，所述 V 区引物是正义链引物，所述 J 区引物

是反义链引物。
4、根据权利要求 2 所述的引物组合物，其特征在于，所述免疫球蛋白为人类免疫球蛋白。
5、根据权利要求 2 所述的引物组合物，其特征在于，所述第一引物组的至少一种引物包含与多个 V

基因片段的保守区互补的序列。
6、根据权利要求 5 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物具有选 自 SEQ ID NO: 1-20 所

示的核苷酸序列。
7、根据权利要求 2 所述的引物组合物，其特征在于，所述第二引物组的至少一种 包含与多个 J 基 因

片段的保守区互补的序列。
8、根据权利要求 2 所述的引物组合物，其特征在于，所述第二引物组由一种引物构成，该引物包含

与多个 J 基 因片段的保守区互补的序列。
9、根据权利要求 8 所述的引物组合物，其特征在于，所述 J 区引物具有如 SEQ ID NO: 2 1 所示的

核苷酸序列。
10、根据权利要求 1 所述的引物组合物，其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白轻链。
11、根据权利要求 10 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物是正义链引物，所述 J 区引物

是反义链引物。
12、根据权利要求 10 所述的引物组合物，其特征在于，所述免疫球蛋白为人类免疫球蛋白。
13、根据权利要求 10 所述的引物组合物，其特征在于，所述第一引物组的至少一种引物包含与多个

V 基 因片段的保守区互补的序列。
14、根据权利要求 13 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物具有选 自 SEQ ID NO: 22-40

所示的核苷酸序列。
15、根据权利要求 10 所述的引物组合物，其特征在于，所述第二引物组的至少一种 包含与多个 J基

因片段的保守区互补的序列。
16、根据权利要求 15 所述的引物组合物，其特征在于，所述 J 区引物具有选 自 SEQ ID NO: 4 1-45

所示的核苷酸序列。
17、根据权利要求 1 所述的引物组合物，其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 α 链。
18、根据权利要求 17 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物是正义链引物，所述 J 区引

物是反义链引物。
19、根据权利要求 17 所述的引物组合物，其特征在于，所述 T 细胞受体为人类 T 细胞受体。
20、根据权利要求 17 所述的引物组合物，其特征在于，所述第一引物组的至少一种引物包含与多个

V 基 因片段的保守区互补的序列。
2 1、根据权利要求 20 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物具有选 自 SEQ ID NO: 46-84

所示的核苷酸序列。
22、根据权利要求 17 所述的引物组合物，其特征在于，所述第二引物组的至少一种引物包含与多个

J 基因片段的保守区互补的序列。
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23、根据权利要求 22 所述的引物组合物，其特征在于，所述 J 区引物具有选自SEQ ID NO: 85- 134

所示的核苷酸序列。
24、根据权利要求 1所述的引物组合物，其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 β 链。
25、根据权利要求 24 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物是正义链引物，所述 J 区引

物是反义链引物。
26、根据权利要求 24 所述的引物组合物，其特征在于，所述 T 细胞受体为人类 T 细胞受体。
27、根据权利要求 24 所述的引物组合物，其特征在于，所述第一引物组的至少一种引物包含与多个

V 基因片段的保守区互补的序列。
28、根据权利要求 27 所述的引物组合物，其特征在于，所述 V 区引物具有选自SEQ ID NO: 135-164

所示的核苷酸序列。
29、根据权利要求 24 所述的引物组合物，其特征在于，所述第二引物组的至少一种引物包含与多个

基因片段的保守区互补的序列。
30、根据权利要求 29 所述的引物组合物，其特征在于，所述 J 区引物具有选自SEQ ID NO: 165- 177

所示的核苷酸序列。
3 1、一种富集 CDR3 编码序列的方法，其特征在于，包括以下步骤：
提供核酸样本，所述核酸样本中包含编码 CDR3 的核酸序列；以及
利用权利要求 1-30 任一项所述的引物组合物，以所述核酸样本作为模板，进行 PCR 扩增，以便获

得富集所述 CDR3 编码序列的扩增产物，
其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细

胞受体 β 链的至少一种。
32、根据权利要求 3 1所述的方法，其特征在于，进一步包括：
从人外周血分离外周血单个核细胞；以及
从所述外周血单个核细胞提取所述核酸样本。
33、根据权利要求 32 所述的方法，其特征在于，所述外周血来源于正常人。
34、根据权利要求 32 所述的方法，其特征在于，通过密度梯度离心分离所述外周血单个核细胞。
35、根据权利要求 3 1所述的方法，其特征在于，所述 PCR 扩增为多重引物 PCR 扩增。
36、根据权利要求 35 所述的方法，其特征在于，所述多重引物 PCR 扩增的退火温度为 60摄氏度。
37、根据权利要求 3 1所述的方法，其特征在于，进一步包括通过选自琼脂糖凝胶电泳、磁珠纯化和

纯化柱纯化的至少一种分离纯化所述扩增产物。
38、根据权利要求 3 1所述的方法，其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白重链。
39、根据权利要求 38 所述的方法，其特征在于，所述 PCR 扩增采用权利要求 2-9 任一项所述的引

物组合物进行。
40、根据权利要求 39 所述的方法 其特征在于，所述扩增产物的长度为 140-280bp 。
4 1、根据权利要求 3 1所述的方法 其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于免疫球蛋白轻链。
42、根据权利要求 4 1 所述的方法 其特征在于，所述 PCR 扩增采用权利要求 10- 16 任一项所述的

引物组合物进行。
43、根据权利要求 42 所述的方法 其特征在于，所述扩增产物的长度为 110-250bp 。
44、根据权利要求 3 1所述的方法 其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 链。
45、根据权利要求 44 所述的方法 其特征在于，所述 PCR 扩增采用权利要求 17-23 任一项所述的

引物组合物进行。
46、根据权利要求 45 所述的方法 其特征在于，所述扩增产物的长度为 100-200bp 。
47、根据权利要求 3 1所述的方法 其特征在于，所述 CDR3 编码序列来源于 T 细胞受体 β 链。
48、根据权利要求 47 所述的方法 其特征在于，所述 PCR 扩增采用权利要求 24-30 任一项所述的

引物组合物进行。
49、根据权利要求 48 所述的方法 其特征在于，所述扩增产物的长度为 100-200bp 。
50、一种构建 CDR3 编码序列的测序文库的方法，其特征在于，包括以下步骤:
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根据权利要求 3 1-49 任一项所述的方法，获得富集所述 CDR3 编码序列的扩增产物；以及

针对所述扩增产物，构建 DNA 测序文库，所述 DNA 测序文库构成所述 CDR3 编码序列的测序文库，
其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细

胞受体 β 链的至少一种。
5 1、根据权利要求 50 所述的方法，其特征在于，针对所述扩增产物，构建 DNA 测序文库进一步包

括：
对所述扩增产物进行末端修复，以便获得经过末端修复的扩增产物；
对所述经过末端修复的扩增产物进行 3 '端添加碱基 Α , 以便获得 3 '末端添加碱基 Α 的扩增产物；
将所述 3，末端添加碱基 A 的扩增产物与接头相连，以便获得连接产物；
对所述连接产物进行 PCR 扩增，以便获得第二扩增产物；以及

将所述第二扩增产物进行纯化回收，以便获得回收产物，所述回收产物构成所述 DNA 测序文库。
52、根据权利要求 5 1所述的方法，其特征在于，所述末端修复是利用 Klenow 片段、T4 DNA 聚合

酶和 T4 多核苷酸激酶进行的，所述 Klenow 片段具有 5 ' 3 '聚合酶活性和 3 ' 5 '外切酶活性，但缺少 5 '

3 '外切酶活性。
53、根据权利要求 5 1所述的方法，其特征在于，利用 Klenow (3 '-5' exo-) 对所述经过末端修复的扩

增产物进行 3 '端添加碱基 A 。
54、根据权利要求 5 1 所述的方法，其特征在于，将所述具有粘性末端 A 的扩增产物与接头相连是

利用 T4 DNA 连接酶进行的。
55、根据权利要求 5 1所述的方法，其特征在于，通过选自琼脂糖凝胶电泳、磁珠纯化和纯化柱纯化

的至少一种分离纯化所述第二扩增产物。
56、一种确定 CDR3 编码序列信息的方法，其特征在于，包括以下步骤：
根据权利要求 50-55 任一项所述的方法，构建 CDR3 编码序列的测序文库；以及

对所述 CDR3 编码序列的测序文库进行测序，以便确定所述 CDR3 编码序列的序列信息，
其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细

胞受体 β 链的至少一种。
57、根据权利要求 56 所述的方法，其特征在于，利用选自Hiseq2000 、SOLiD 、454 和单分子测序

装置的至少一种进行所述测序。
58、一种确定个体免疫状态的方法，其特征在于，包括以下步骤：
根据权利要求 56 或 57 所述的方法，对所述个体的 CDR3 编码序列进行测序，以便获得由多个测序

数据构成的测序结果；以及

基于所述测序结果，确定所述个体的免疫状态，
其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、T 细胞受体 α 链和 T 细

胞受体 β 链的至少一种。
59、根据权利要求 58 所述的方法，其特征在于，基于所述测序结果，确定所述个体的免疫状态进一

步包括：
将所述测序结果与对照序列进行比对，以便确定所述个体中所包含的 CDR3 的亚家族类型，以及各

亚家族类型的相对比例。
60、根据权利要求 59 所述的方法，其特征在于，在多个不同的时间点，从相同的个体提取样品，并

分别根据权利要求 56 或 57 所述的方法，获得多个测序结果；以及

将所述多个测序结果进行比对，以便确定所述个体中CDR3 的亚家族类型以及相对比例的变化。
6 1、一种确定个体免疫状态的系统，其特征在于，包括：
CDR3 编码序列富集装置，所述 CDR3 编码序列富集装置中设置有权利要求 1-30 任一项所述的引物

组合物，以便对所述个体的核酸样本富集 CDR3 编码序列，其中，所述 CDR3 编码序列来源于选自免疫
球蛋白重链、免疫球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种；

文库构建装置，所述文库构建装置与所述 CDR3 编码序列富集装置相连，以便针对所述经过富集的
CDR3 编码序列构建 CDR3 编码序列的测序文库；
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测序装置，所述测序装置与所述文库构建装置相连，用于对所述 CDR3 编码序列的测序文库进行测
序，以便获得由多个测序数据构成的测序结果；以 及

分析装置，所述分析装置与所述测序装置相连，用于基于所述测序结果，确定所述个体的免疫状态。
62、根据权利要求 6 1 所述的系统，其特征在于，所述分析装置进一步包括比对单元，所述比对单元

中存储有对照序列，用于将所述测序结果与所述对照序列进行比对，以便确定所述个体中所包含的 CDR3

的亚家族类型，以及各亚家族类型的相对比例。
63、一种试剂盒，其特征在于，所述试剂盒中设置有权利要求 1-30 任一项所述的引物组合物。
64、根据权利要求 63 所述的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒用于检测选 自免疫球蛋白重链、免疫

球蛋白轻链、T 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种的 V -J 重排。
65、根据权利要求 63 所述的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒用于检测选 自免疫球蛋白重链、免疫

球蛋白轻链、Τ 细胞受体 链和 T 细胞受体 β 链的至少一种的 CDR3 的编码序列。
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