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前言
脑血管疾病（Cerebrovascular disease，CVD）是目前致人类

死亡的三大主要疾病之一，存活者中多数患者遗留有严重残
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摘要 目的：探讨 CD8+CD122+T细胞在脑缺血过程中的作用及其机制。方法：线栓法建立小鼠大脑中动脉栓塞模型（MCAO）；激光

共聚焦显微镜检测小鼠脑缺血组织中 CD8+CD122+T细胞浸润情况；流式细胞仪检测脑缺血组织中 CD8+CD122+T细胞 /CD3+T细

胞的比例及脾和胸腺中 CD8+CD122+T细胞数量变化；RT-PCR 方法检测 CD8+CD122+T细胞对氧糖剥夺（Oxygen-glucose

deprivation, OGD）条件下星形胶质细胞表达 TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌的影响。结果：各时间点脑缺血组织中均有 CD8+CD122+T细胞浸

润，且随脑缺血时间延长，缺血侧脑组织中 CD8+CD122+T细胞 /CD3+T细胞比例逐渐增加，5 d和 7 d组差异显著，与非缺血侧相

比，P5d<0.05，P7d<0.05；MCAO小鼠脾及胸腺中 CD8+CD122+T细胞呈现先增高后降低的趋势。星形胶质细胞经 OGD处理后，与对

照组相比，IFN-酌、TNF-琢、IL-1茁 表达显著增高，PIFN-酌<0.01、PTNF-琢<0.001、PIL-1茁<0.01；CD122-blocked 组与 CD8+组相比，IFN-酌、
TNF-琢、IL-1茁表达明显增高，PIFN-酌<0.05、PTNF-琢<0.05、PIL-1茁<0.01；CD8+组与 HBSS组相比，IFN-酌表达降低，P<0.05；IL-1茁表达有降
低的趋势。结论：CD8+CD122+T细胞在脑缺血过程中发挥保护性作用，其保护作用通过 CD122抑制星形胶质细胞 TNF-琢，IL-1茁，
IFN-酌炎症因子表达实现的。
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Effect of CD8+CD122+T Cells on Cerebral Ischemia Injury in Mouse*

To investigate the effects of the CD8+CD122+T cells on the experimental brain ischemia. The

animal model of the brain ischemia was set up via the brain middle-artery occlusion by inserting nylon. Confocal microscopy analysis

was applied to detect the CD8+CD122+T cells in the ischemic brain. Quantitative flow cytometric analysis was used to measure the
inflammatory cells in ischemic brain, spleen and thymus. The relative amount of TNF-琢, IL-1茁 and IFN-酌 mRNA in astrocytes after

Oxygen-glucose-deprivation treatment was detected by RT-PCR. There were CD8+CD122+T cells infiltrated in the ischemic

brain at all the time points compared with the contralateral. There was significant difference at 5 d and 7 d (P5d<0.05, P7d<0.05).

CD8+CD122+T cells displayed the amount variation in the spleen and thymus by initial increase then decrease. After the treatment of

OGD, there was a significant increasing expression of IFN-酌, TNF-琢, IL-1茁 mRNA in astrocytes compared with that in the control group
(PIFN-酌<0.01, PTNF-琢<0.001, PIL-1茁<0.01). The inhibition of IFN-酌, TNF-琢, IL-1茁 mRNA by CD8+ T cells administration was reversed when

CD122 was blocked (PIFN-酌<0.05, PTNF-琢<0.05、PIL-1茁<0.01). CD8+CD122+T cells take part in the process of brain ischemia and

they display a significant neuroprotective effects by inhibiting the expression of TNF-琢，IL-1茁 and IFN-酌 mRNA in astrocytes.
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疾，给社会和家庭带来沉重的负担。CVD中缺血性脑血管疾病

约占 80%左右。研究表明，炎症机制在缺血性脑卒中的病理损

伤过程中发挥了重要的作用，其中中枢与外周细胞因子网络的

活化得到广泛证实[1]。脑缺血发生之后，关于 T淋巴细胞、中性

粒细胞等炎症细胞参与脑缺血损伤病理过程已做了深入的研

究：在脑缺血发生后的 30 min就有白细胞的浸润，继而是单核

细胞和 T淋巴细胞[2]。关于 T细胞参与脑缺血的研究中，调节

性 T细胞的研究已经得到重视。有研究表明 CD4+CD25+调节

性 T 细胞（CD4+CD25+Treg）通过抑制 TNF-琢 及 IFN-酌等促炎
性因子在脑缺血发生后起到保护性作用[3,4]。CD8+CD122+T细胞

是一群新近被确定的调节性 T细胞亚群[5]，在实验性自身免疫

性脑脊髓炎（Experimental autoimmune encephalomyelitis，EAE）

的研究中该群细胞通过分泌细胞因子 IL-10延缓 EAE鼠的发

病高峰时间并减轻发病症状。在维持 T细胞的稳态中抑制 T

细胞 IFN-酌的分泌及 CD8+细胞的增殖[6, 7]。脑缺血发生之后脑

内发生了一系列免疫反应，CD8+CD122+T细胞是否参与这个过

程尚未见报道。本实验通过建立 MCAO小鼠模型结合体外细

胞培养旨在探讨 CD8+CD122+T细胞是否参与了脑缺血的病理

过程及其在脑缺血过程中发挥的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

纯系 C57BL/6雄性小鼠（20-25克）与 C57BL/6孕鼠，购自

北京维通利华实验动物技术有限公司。

1.2 实验材料
试剂：Rat anti-mouse CD122，TTC粉末购自 SIGMA公司，

RT-PCR Kit及 100bp DNA marker购自 Takara公司，琼脂糖购

自 Promega公司，MagCellect mouse CD8+ T cell isolation kit购

自 R&D，Anti-CD3e APC，Purified NA/LE rat anti-mouse CD122

购自 BD 公司，goat-anti-rat FITC 购自中杉，PE rat-anti-mouse
CD8a，FITC-anti-mouse CD122购自 eBioscience公司；引物合

成购自上海捷瑞生物工程有限公司。

1.3 方法
1.3.1 MCAO模型的建立 健康成年雄性 C57BL/6小鼠，2%

戊巴比妥纳腹腔麻醉，颈部备皮，75 %医用酒精消毒，颈部正

中 1 cm开口，钝性分离皮下组织，暴露右侧颈总动脉、颈内动

脉和颈外动脉。颈总动脉、颈内动脉结扎活结，颈外动脉远心端

结扎，近心端结扎活结，颈外动脉两根结扎线之间用眼科剪刀

剪口插入栓线，松开颈外动脉近心端活结结扎线，剪断颈外动

脉远心端，松开颈内动脉的活结结扎线将栓线送入颅内，栓线

进入的长度自颈总动脉分叉处约 1 cm，固定栓线，松开颈总动

脉上的结扎线。用适量生理盐水冲洗创口，缝合皮肤并消毒，放

回鼠笼，给予自由食水饲养。

1.3.2 小鼠脑组织中 CD8+CD122+Treg细胞的免疫荧光染色

将脑组织冰冻切片取出后室温晾干 30 min；4 %多聚甲醛室温

固定 15 min，预冷 0.01 M PBS洗，5 min，2次；1 % BSA室温封

闭 30 min；加入 1 % BSA配制的 Rat-anti-mouse CD122一抗，4

℃孵育过夜；甩掉一抗，预冷 PBS洗，15 min，3次；加入 1 %

BSA配制的二抗，室温孵育 1 h；甩掉二抗，预冷 PBS洗，15

min，3次；1 % BSA 室温封闭 30 min；加入 1 % BSA 配制的

Rat-anti-mouse CD8 一抗，4 ℃孵育过夜；甩掉一抗，预冷 PBS

洗，15 min，3次；加入 1 % BSA配制的二抗，室温孵育 1 h；甩

掉二抗，预冷 PBS洗，15 min× 3次；DAPI染核，室温作用 2

min；去离子水洗，3 min，2次；甘油封片激光共聚焦检测。
1.3.3 MCAO模型鼠脑组织浸润淋巴细胞的提取 将 MCAO

小鼠，sham组小鼠常规生理盐水心脏灌流；取脑组织去除小脑

中脑及延髓, 分为左右半球放入装有 10 mL预冷 Ca2+Mg2+free

HBSS平衡盐溶液中，用 140目滤布研磨, 注射器反复抽吸几

次，并用 200目滤布过滤至离心管中离心，1500 rpm，10 min，4

℃，弃上清留取沉淀；将沉淀用 30 % Percoll溶液重悬，旋涡振

荡器混匀后，缓慢加入 70 % Percoll溶液之上，离心，900 g，30
min，4 ℃；划破最上层组织层，取不同 Percoll溶液界面间的细

胞，离心，1500 rpm，10 min，4 ℃；弃上清，HBSS重悬，离心，
1500 rpm，10 min，4 ℃；1640培养液重悬，细胞计数。
1.3.4 流式细胞术 将上述准备好的脑淋巴细胞，胸腺及脾淋

巴细胞转移入 96 孔板内，wash buffer 洗两次，离心，2000

rpm，2 min，4 ℃，轻轻甩掉上清；加入 FACS配制的 PE-cy5.5
anti-mouseCD8；FITC anti-mouseCD122；APC anti- mouseCD3

抗体，50 滋L/孔，4 ℃避光孵育 30 min；每孔加入 100 滋L wash

buffer洗两次，离心，2000 rpm，2 min，4 ℃；100 滋L wash buffer

重悬混匀，每孔再加入 100 滋L的 2 %多聚甲醛固定，4 ℃，15

min，避光；将样品转移至流式管上机检测并分析。
1.3.5 脾中淋巴细胞与星形胶质细胞共培养 取 2 d MCAO

小鼠脾淋巴细胞，CD8+磁珠分选后加入 anti-CD122抗体孵育
6 h，将淋巴细胞与星形胶质细胞按 10:1比例进行共培养。正常

培养的星形胶质细胞为对照组（Control），加入 HBSS星形胶质

细胞厌氧组（HBSS），CD8+T细胞与星形胶质细胞共培养厌氧

组（CD8+T），anti-CD122封闭抗体作用后与星形胶质细胞共培

养组（CD122-blocked），放入厌氧箱 OGD处理 5 h，星形胶质细

胞提取 RNA，RT-PCR 检测星形胶质细胞中 TNF-琢，IL-1茁，
IFN-酌 mRNA的相对表达量。
1.3.6 RT-PCR引物序列及反应条件 序列 a.GAPDH: F: AAT
GCA TCC TGC ACC ACC AA R: TCC ACC ACC CTG TTG

CTG TA；b. TNF-琢: F: CCC TCT CAT CAG TTC TAT GG; R:
TTG AAG AGA ACC TGG GAG TA；c. IL-1茁: F: AGC AAC

GAC AAA ATA CCT GT; R: CCA CTT TGC TCT TGA CTT

CT；d. IFN-酌: F: TGC TGA TGG GAG GAG ATG TCT; R: TGC
TGT CTG GCC TGC TGT TA。总 RNA抽提及 RT-PCR反应：
采用 TRIZOL方法抽提总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书要
求进行逆转录与 PCR反应。产物进行 2 %琼脂糖凝胶电泳，凝

胶成像系统拍照并分析数据。

1.3.7 统计方法 细胞术结果采用 Flowjo 7.6.1 Min软件进行

分析，并进行 t-test检验法比较缺血侧与非缺血侧脑组织之间
阳性细胞数差异是否有统计学意义。RT-PCR 采用 Gel-Pro
analyzer 4分析，以上数据都采用 GraphPad统计软件进行统计

学分析。

1.4 CD8+CD122+T细胞在缺血脑组织中的浸润
为证实 CD8+CD122+T细胞在缺血脑组织中的浸润我们用

激光共聚焦扫描脑组织冰冻切片 CD8+CD122+T细胞免疫荧光

双染，CD8+CD122+T细胞为细胞核外呈黄色的细胞，图中各个
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时间点中均有双阳性细胞的浸润，且有逐渐增多的趋势（图

1）。

2 结果

2.1 CD8+CD122+T细胞在缺血脑组织中的浸润

为证实 CD8+CD122+T细胞在缺血脑组织中的浸润我们用

激光共聚焦扫描脑组织冰冻切片 CD8+CD122+T细胞免疫荧光
双染，CD8+CD122+T细胞为细胞核外呈黄色的细胞，图中各个

时间点中均有双阳性细胞的浸润，且有逐渐增多的趋势（图

1）。
2.2 MCAO脑组织中 CD8+CD122+T细胞 /CD3+T细胞的比例

分别取假手术组（sham）、1 d、3 d、5 d、7 d的 MCAO模型

小鼠缺血侧与非缺血侧脑组织中浸润的淋巴细胞，流式细胞术

检测 CD3+CD8+CD122+T细胞随缺血时间的变化趋势。由图可

以看出，在脑缺血发生后缺血侧脑组织中 CD8+CD122+T细胞
/CD3+T细胞的比例随缺血时间的延长，比例升高；缺血侧较非

缺血相比，各时间点内 CD8+CD122+T细胞 /CD3+T细胞的比例

高，5 d、7 d组差异显著，P<0.05（图 2）。
2.3 MCAO小鼠脾及胸腺组织中 CD8+CD122+T细胞的数量变

化趋势

分别取假手术组（sham）、1 d、3 d、5 d、7 d的 MCAO模型

小 鼠 脾 及 胸 腺 组 织 淋 巴 细 胞 ， 流 式 细 胞 术 检 测

CD3+CD8+CD122+T细胞随缺血时间的变化趋势。由图可以看

出，在脑缺血发生后脾及胸腺组织中 CD8+CD122+T细胞
/CD3+T细胞的比例随缺血时间的延长，比例下降（图 3）。
2.4 CD8+CD122+T细胞对星形胶质细胞 TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌
mRNA表达的影响

将星形胶质细胞分为对照组 (Control)，HBSS厌氧培养组

（HBSS），与 CD8+T 细胞共培养厌氧组(CD8+)，以及 CD8+T 细

胞 加 入 anti-CD122 封 闭 6 h 后 的 共 培 养 厌 氧 组

(CD122-blocked)，OGD 处理 5 h 之后星形胶质细胞提取 RNA

进行 RT-PCR 反应，结果显示：IFN-酌 的表达在 HBSS 组与
Control组相比明显增加，P<0.01，说明在缺氧条件下，星形胶质

细胞表达的 IFN-酌 增加；CD8+组与 CD122-blocked 组相比
IFN- 酌 的表达明显降低，P<0.05，说明封闭了 CD122 使
CD8+CD122+T细胞的功能得以封闭；CD8+组与 HBSS组相比，
IFN-酌的表达明显降低，P<0.05，说明 CD8+CD122+T细胞可以抑

制星形胶质细胞促炎性因子 IFN-酌 mRNA的合成。在 TNF-琢
与 IL-1茁的 RT-PCR结果中也有同样的变化。

3 讨论

CD8+CD122+T细胞最近被确定属于调节性 T细胞的一个

亚群，CD8+CD122+T细胞在小鼠体内有着年龄相关性的数量变

化趋势，其随着鼠龄的增大出现先降低后增高的趋势。

CD8+CD122+T在维持 T细胞的内环境稳态方面起着重要作用，

通过分泌 IL-10 抑制 T 细胞 IFN-酌 的合成与分泌，抑制
CD8+CD122-T细胞成为异常活化的 T细胞及抑制 T细胞的增

殖[7]；CD8+CD122+T细胞在实验性自身免疫性脑脊髓炎（Exper-

图 1 CD8+CD122+T细胞在缺血脑组织中的浸润（激光共聚焦显微图像×

400）：A. MCAO 1d; B. MCAO 3 d; C. MCAO 5 d; D. MCAO 7 d

Fig. 1 Double immunofluorescence of the CD8+CD122+T cells in the

ischemia brain (laser scanning confocal microscopy× 400)：A. MCAO 1d;

B. MCAO 3 d; C. MCAO 5 d; D. MCAO 7 d

图 2 小鼠缺血侧脑组织中 CD8+CD122+T细胞 /CD3+T细胞的比例变化

* P<0.05

Fig. 2 The proportion of infiltrating CD8+CD122+T cells in CD3+T cells in

mice experimental ischemic brain in mice * P<0.05

图 3 脾及胸腺中 CD3+CD8+CD122+T细胞变化趋势

Fig. 3 The quantity of CD3+CD8+CD122+T cells in spleen and thymus after

experimental stroke

79窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.1 JAN.2014

imental autoimmune encephalomyelitis，EAE）中可以显著的推迟

发病高峰时间及缓解发病症状以及在 Graves'病中的作用都已
经得到证实[6, 8]。

脑缺血的病理过程中，炎症细胞的浸润及多种细胞因子发

挥了关键作用。关于 T细胞以及 CD4+CD25+调节性 T细胞在

脑缺血过程中的作用机制已有文献报道，T细胞在脑缺血过程

中通过分泌多种促炎性细胞因子对脑缺血产生损伤作用 [1, 2, 9,

10]；CD4+CD25+Treg 在脑缺血中通过抑制 TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌
等细胞因子的合成和分泌从而发挥了保护性作用[4, 11]。作为调

节性 T细胞的新成员 -CD8+CD122+T细胞是否参与脑缺血的病

理过程以及其作用机制，尚未见报道。在本实验中，小鼠

MCAO模型及 OGD共培养体系是研究的基础[12]，建立了该体

系我们用免疫荧光双染法检测到小鼠缺血脑组织中存在

CD8+CD122+T细胞的浸润，证实脑缺血发生后，炎症细胞参与

了脑缺血的病理过程。流式细胞术在检测脑内炎症细胞的浸润

方面已经得到广泛的应用[13, 14]，本研究采用流式细胞仪检测脑

缺血组织中 CD8+CD122+T细胞数量，发现脑缺血侧较非缺血侧

相比，各时间点内 CD8+CD122+T细胞 /CD3+T细胞的比例逐渐
增高，在 5 d、7 d组差异显著，说明 CD8+CD122+T细胞在脑缺血

后期发挥作用。流式细胞术检测脾和胸腺中 CD8+CD122+T细胞

数量，发现MCAO小鼠脾和胸腺中 CD8+CD122+T细胞随着缺

血时间的延长呈现先增高后降低的变化趋势，脑缺血引起中枢

免疫器官的免疫应激，调节性 T细胞增殖和分化使数量增加，

随着对脑内趋化的迁移反应而数量逐渐减少，同时在脑缺血时

脾及胸腺萎缩，伴随着 B细胞的大量丢失，CD8+T细胞数量的

减少及 CD4+CD25+T细胞的增多[15]；在缺血脑组织各个时间点

内缺血侧脑组织浸润的 CD8+CD122+T细胞较非缺血侧高，在 5

d 及 7 d 天时达到高峰；在缺血侧脑组织随着缺血时间延长
CD8+CD122+T细胞呈现逐渐增高的趋势。因此，我们推测这些

调节性 T细胞都是由胸腺及脾中迁移来的，并且与血脑屏障的

开放程度有关，我们认为 CD8+CD122+T细胞是在脑缺血的后期
发挥作用的。

脑缺血发生时其病理过程是非常复杂的，这其中血脑屏障

的破坏引起的中枢“免疫逃逸”状态被打破[16]，星形胶质细胞的

活化过程在脑缺血的病理损伤中起到了重要作用[17]。星形胶质

细胞属于脑内的固有免疫细胞，可以活化并分泌多种细胞因子

参与多种生理及病理过程[17-19]。脑缺血区域内活化的星形胶质

细胞的显著性特征是 GFAP的表达量显著升高，并且分泌了多

种前炎症因子，包括了肿瘤坏死因子（TNF），白细胞介素（ILs），

干扰素(IFNs)和金属蛋白酶类（MMPs）等[19-21]。本研究将星形胶

质细胞与预先封闭 CD122的 CD8+T淋巴细胞共培养，检测星

形胶质细胞的 TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌 mRNA 的表达情况，由
RT-PCR的结果我们可以看出，OGD条件下星形胶质细胞被活
化，细胞因子 mRNA 的合成产生了变化，与 CD8+共培养组相

比较，加入了封闭抗体的淋巴细胞与星形胶质细胞共培养使前

炎症因子的合成增加。前炎症因子的增多会加重星形胶质细胞

的损伤，在脑内则会加重神经元的死亡 [21]，可以推测是

CD8+CD122+T细胞通过某种作用途径对星形胶质细胞的活动

图 4 正常培养 astrocyte及 OGD条件下 astrocyte TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌 mRNA的相对表达量

Fig.4 Relative amount of TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌mRNA in normal astrocytes and astrocytes under OGD condition * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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产生了影响，并且通过 CD122 抑制星形胶质细胞 TNF-琢，
IL-1茁，IFN-酌促炎性细胞因子 mRNA 的合成对脑缺血的病理
过程起到一定的保护性作用。在 EAE 中，研究已经证实是
CD8+CD122+T细胞分泌的 IL-10对于发病的推迟及高峰期症状
的缓解产生了保护性作用[6]，同时在 T细胞稳态的研究中，研究

证实了 IL-10 对其他 T细胞亚群分泌 IFN-酌产生一定的抑制
作用[7]。我们推测在 OGD 模型中，这种保护性作用也由通过
CD8+CD122+T细胞分泌的细胞因子引起的，有待于以后实验的

证实。

总之，本研究证实了脑缺血组织中有 CD8+CD122+T细胞浸

润，且随着缺血时间的延长，浸润细胞逐渐增多，在缺血后期增

加显著；并且在中枢免疫器官中呈现先增加后降低的变化趋

势；在体外 OGD实验中，通过星形胶质细胞与不同处理的淋巴

细胞共培养，我们看到前炎症因子 TNF-琢，IL-1茁，IFN-酌 mRNA

在有 CD122+细胞存在的情况下其相对表达量降低，对缺氧损

伤起到了一定的保护性作用，这为进一步研究 CD8+CD122+T细

胞在脑缺血中的作用机制奠定了基础。
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