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神经干细胞脑出血大鼠脑内移植对

Ｔ淋巴细胞亚群的影响
高　鲁　叶　雷　李仲颖　单　明　程宏伟

摘　要　目的　探讨神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）移植入脑出血大鼠模型脑内后，观察脑组织内和血液中 Ｔ淋巴细

胞亚群的变化。方法　选择成年雄性 ＳＤ大鼠作为模型动物，采用Ⅳ型胶原酶诱导法建立脑出血模型，脑出血后 ３ｈ移植神经干

细胞，３天进行各项指标检测。应用流式细胞仪分析脑组织与血液中的 Ｔ淋巴细胞亚群变化。应用酶联免疫吸附试验检测脑组

织与血液中细胞因子的变化。通过组织免疫荧光了解 Ｔ淋巴细胞与 ＮＳＣｓ在脑出血大鼠脑内的分布情况。结果　在血液中，与

对照组相比较，ＮＳＣｓ移植组能够增加调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）与 ＣＤ４＋Ｔ细胞表达，减少 γδＴ与 ＣＤ８＋Ｔ细胞表达。

在脑组织中，ＮＳＣｓ移植组能够增加 Ｔｒｅｇ细胞表达，减少 γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞表达。与对照组比较，ＮＳＣｓ移植组增加血液

与脑组织中 ＩＬ－４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４）、ＩＬ－１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０）和 ＴＧＦ－β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β）的表达，并且减少 ＩＬ－６（ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６）与 ＩＦＮ－γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ）的表达。结论　脑出血早期 ＮＳＣｓ脑内移植促进保护性的 Ｔ细胞亚群和抑制破坏性的 Ｔ

细胞亚群表达，提示移植的 ＮＳＣｓ可能通过发挥免疫调节作用起到神经保护作用。

关键词　脑出血　神经干细胞移植　Ｔ淋巴细胞亚群　免疫调节作用
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　　脑出血具有较高的致死率与致残率，脑出血后生
存者大多留有严重的神经功能障碍，其发病机制复

杂
［１，２］
。研究证实固有性和获得性免疫反应均参与

脑出血后脑血肿及脑损伤的病理生理过程
［３］
。最近

研究发现脑出血急性期 Ｔ淋巴细胞进入脑内，同时在
缺血性脑卒中研究中证实调节性 Ｔ淋巴细胞可减轻
脑卒中后脑损伤，认为γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋Ｔ细胞可
加重卒中后脑损伤

［４～７］
。

近年来，随着神经干细胞移植实验的不断深入且

取得了一定的进展，多数研究认为神经干细胞促进脑

出血神经功能恢复的机制是由于其分化为神经元并

与出血周围原先的神经元建立突触联系
［８，９］
。但是，

部分国外和笔者前期的研究表明神经干细胞可能是

通过调节免疫反应而达到神经保护作用的
［１０，１２］

。体

内与体外实验均已证实神经干细胞可调节 Ｔ淋巴细
胞的增殖、代谢与凋亡

［１３，１４］
。这些前期研究结果为

应用神经干细胞移植调节脑出血后 Ｔ淋巴细胞亚群
和发挥免疫调节作用奠定了基础。

因此，本课题主要研究脑出血后大鼠脑内与血液

中 Ｔ淋巴亚群的分布情况以及神经干细胞在出血急
性期脑内移植能否影响脑出血后的 Ｔ淋巴细胞分布。

材料与方法

１．脑出血模型建立：１１５只 ＳＤ雄性大鼠（２８０～
３２０ｇ，由温州医科大学动物实验中心提供）经水合氯
醛麻醉（０．４ｍｌ／ｋｇ），固定于立体定向仪（ＫＯＰＦ），根
据大鼠脑立体定位图谱

［１５］
，于前囟旁开 ０．３ｍｍ处钻

孔，暴露硬脑膜，微量注射针吸取 ０．２５ＩＵ／μｌ的Ⅳ胶
原酶１μｌ（实验对照组注射 １μｌ生理盐水），以硬脑膜
为零点，缓慢进针，深度为０．５ｍｍ，以０．２μｌ／ｍｉｎ的速
度缓慢注射，注射完毕后，停针 ３ｍｉｎ，缓慢退针，时间
约２ｍｉｎ，退针后骨蜡封闭，缝合，术后大鼠在室温、充
足水和食物下恢复。

２．神经干细胞培养：ＧＦＰ－ＮＳＣｓ原代购于广州
赛业公司（Ｎｏ．ＭＵＢＮＦ－０１００１），用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培

养液培养，培养液含 ２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ，１２．５ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ
和 １×Ｂ２７。３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，根据细胞
生长速度和培养液颜色变化，每 ４～７天进行传代 １
次。

３．神经干细胞移植：脑出血术后 ３ｈ，将体积 ５μｌ
由无血清培养液悬浮的 ＧＦＰ－ＮＳＣｓ（细胞密度 １×
１０５／μｌ）沿原针孔注入脑组织，以硬膜平面为零点，进
针深度４．０ｍｍ，缓慢注入，约１０ｍｉｎ，停针１０ｍｉｎ，缓慢
拔出，骨蜡封闭，缝合，术后大鼠在室温、充足水和食

物下恢复。

４．脑组织内淋巴细胞分离提取：大鼠麻醉后经心
脏灌注 ２００ｍｌ生理盐水，取出脑组织后放入冰冷的
ＲＰＭＩ１６４０培养液中，切去中脑和小脑后沿中线将大
脑分为左右两个脑半球，每个脑半球放入一个 ３５ｍｍ
的培养皿中加入 ２ｍｌ的冰冷的消化液（ＤＭＥＭ中含
１ｍｇ／ｍｌ胶原酶，０．１ｍｇ／ｍｌＤＮＡ酶），将脑组织剪碎
后放入培养箱消化，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ离心 ４５ｍｉｎ。消
化结束后将培养皿至于冰上终止消化。然后将消化

后的脑半球通过４０μｍ的细胞过滤网，用 １ｍｌ的 ＰＢＳ
冲洗过滤网后将收集到的细胞悬液转入１５ｍｌ离心管
１２００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，弃去上层溶液，得到沉淀用
３０％ ｐｅｒｃｏｌｌ４ｍｌ悬浮。３．５ｍｌ，３７％的 Ｐｅｒｃｏｌｌ置于
３５ｍｌ，７０％的 Ｐｅｒｃｏｌｌ上后用４ｍｌ，３０％的 Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞
悬浮液置于 ３７％ Ｐｅｒｃｏｌｌ上，３７℃、５００×ｇ离心
２０ｍｉｎ。在 Ｐｅｒｃｏｌｌ的 ３７％和 ７０％界面收集细胞后
１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清得到沉淀用 ＰＢＳ悬浮
以备染色使用。

５．血液中淋巴细胞提取：用 ＥＤＴＡ抗凝管抽取大
鼠静脉血１ｍｌ后加入 ＤＭＥＭ１ｍｌ后充分混匀，将其缓
慢加入相同体积的大鼠淋巴细胞分离液之上，３７℃、
２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ。吸管吸取单核细胞层后加入
５倍 体 积 的 ＰＢＳ后 混 匀，３７℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离 心
１０ｍｉｎ。去除上清液后再加入 ５ｍｌＰＢＳ混匀，３７℃、
１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。去除上清后 ＰＢＳ悬浮细胞以

·８５·
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备染色使用。

６．流式细胞仪分析：根据 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ细胞表面
和胞内抗原染色方法分别进行抗大鼠 ＣＤ３ＡＰＣ、
ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ８ＰＥ、ＣＤ２５ＦＩＴＣ、ＦＯＸＰ３ＰＥ、γδＴＣＲＰＥ及
其对应的同型对照抗体染色。笔者使用 ＢＤ公司的
Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪进行染色细胞的检测，将流式得
到的数据使用 Ｆｌｏｗｊｏ分析软件进行分析。

７．细胞因子检测：取血肿周围纹状体脑组织约
１００ｍｇ加入 ０．９ｍｌ的 ＰＢＳ中，放到冰上进行组织匀
浆。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ后取上清液放入 －８０℃
冻存。抽取大鼠静脉血 ５ｍｌ，室温下放置 ２ｈ后得到
血清，吸出 －８０℃冻存。冻存的脑组织和血清标本用
ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＴＧＦ－β和 ＩＦＮ－γ酶联免疫试
剂盒（购买于美国 Ｒ＆Ｄ公司）检测。

８．免疫荧光鉴定：（１）脑出血和移植后 ３天的大
鼠麻醉后经心脏灌注 ２００ｍｌ生理盐水，然后再用 ４％
多聚甲醛５０ｍｌ灌注。取出脑组织放入 ４％多聚甲醛
中后固定 ２ｈ，再放入 ３０％蔗糖中沉淀过夜，置入
－８０℃冰箱中备用。（２）取进针点前后各 ２ｍｍ的脑
组织切片各一张，固定于载玻片上，丙酮固定。（３）
用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值为 ７２）漂洗 ３次，每次
５ｍｉｎ，１％曲通 １５ｍｉｎ，再用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值为
７．２）漂洗３次，每次 ５ｍｉｎ。（４）每张切片滴加 ５％山

羊血清封闭 １ｈ，倾去血清，加鼠抗 ＣＤ３单克隆抗体，
４℃孵育过夜。（５）用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次
５ｍｉｎ，加入 ＦＩＴＣ标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ３７℃孵育 １ｈ。
（６）用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，抗荧光
簇灭剂封片。（７）荧光显微镜下随机取 ５个视野，观
察 ＮＳＣｓ和 Ｔ淋巴细胞的分布情况。

９．统计学方法：所有数据使用 Ｐｒｉｓｍ统计学软件
进行统计分析，结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）形式表
达。均数之间的比较用 ｔ检验和两因素方差分析（如
果方差分析结果有统计学意义，则进一步进行两两比

较，方法如 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ检验），以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

结　　果
１．脑出血后 Ｔ淋巴细胞亚群在大鼠脑内分布情

况：脑出血后 Ｔ淋巴细胞进入脑实质内已得到证
实

［４］
。笔者探究的是脑出血后 Ｔ淋巴细胞亚群在脑

内的分布情况。流式细胞分析表明 Ｔ淋巴细胞亚群
的类型在生理盐水对照组、脑出血对侧脑半球和出血

侧脑半球是相同的，但是，各个亚群细胞的绝对数是

不同的。与对照组和出血脑半球对侧相比，出血侧脑

半球 γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞明显增加且具有统
计学意义（图１）。

图 １　脑出血后 ３天脑组织内 Ｔ淋巴细胞亚群分布情况

流式细胞分析表明脑出血侧组 γδＴ（Ａ）、ＣＤ４＋Ｔ（Ｂ）和 ＣＤ８＋Ｔ（Ｃ）细胞明显增加；与脑出血侧组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　２．脑出血后血液中 Ｔ淋巴细胞亚群的改变：血液
中单核细胞总数在脑出血组和生理盐水对照组无明

显差别，但脑出血组 Ｔ淋巴总数明显降低。每份血液
在流式细胞仪上均计数 １０００００个细胞，脑出血组
γδＴ细胞明显增加（图 ２Ａ），ＣＤ８＋Ｔ和 Ｔｒｅｇ细胞在
各组中比较差异无统计学意义（图 ２中 Ｂ、Ｃ）。然
而，ＣＤ４＋Ｔ细胞在脑出血组血液中降低，差异有统计
学意义（图２Ｄ）。

３．神经干细胞移植对脑出血大鼠脑内 Ｔ淋巴细
胞亚群的影响：神经干细胞移植降低脑出血大鼠脑组

织内 γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞的绝对数（图 ３中
Ａ～Ｃ，图４中 Ａ、Ｂ）。神经干细胞移植增加脑出血大
鼠脑内 Ｔｒｅｇ细胞绝对数以及比例（图３Ｄ，图４Ｃ）。

４．神经干细胞移植改变脑出血大鼠血液内 Ｔ淋
巴细胞亚群：流式细胞仪计数每份血液 １０００００个单
核细胞，神经干细胞移植降低血液中 γδＴ和 ＣＤ８＋Ｔ
细胞绝对数（图 ５中 Ａ、Ｃ），Ｔｒｅｇ细胞绝对数增加。
神经干细胞移植恢复了脑出血后血液中 ＣＤ４＋Ｔ细胞
数减少（图５中 Ｂ、Ｄ）。
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图 ２　脑出血后 ３天 Ｔ淋巴细胞亚群血液中分布情况

血液中 γδＴ细胞增加（Ａ），ＣＤ８＋Ｔ和 Ｔｒｅｇ细胞在各组中差异无统计学意义（Ｂ、Ｃ）。ＣＤ４＋Ｔ细胞降低（Ｄ）；与生理盐水组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ３　神经干细胞移植对脑出血大鼠脑内 Ｔ淋巴细胞亚群的影响

脑出血后３ｈ神经干细胞移植降低脑组织内 γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞（Ａ、Ｂ、Ｃ），增加 Ｔｒｅｇ细胞（Ｄ）；与脑出血组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ４　流式细胞分析表明神经干细胞移植对对脑出血大鼠脑内 Ｔ淋巴细胞亚群的影响

神经干细胞移植降低脑组织内 γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞绝对数（Ａ、Ｂ），Ｔｒｅｇ细胞比列增加（Ｃ）

　 ·０６·
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图 ５　神经干细胞移植改变脑出血大鼠血液内 Ｔ淋巴细胞亚群

神经干细胞移植降低血液中 γδＴ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞绝对数（Ａ、Ｃ），Ｔｒｅｇ细胞绝对数增加（Ｄ），

神经干细胞移植恢复脑出血后血液中 ＣＤ４＋Ｔ细胞数减少（Ｂ）；与脑出血组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　５．神经干细胞移植改变脑组织与血液中炎性因
子水平：ＩＬ－６与 ＩＦＮ－γ在脑出血大鼠脑组织内与
血液中均有增加，ＴＧＦ－β与 ＩＬ－１０仅在脑出血大鼠
血液中有增加，然而 ＩＬ－４在脑出血大鼠脑组织内和

血液中均无明显变化（图 ６Ａ）。神经干细胞移植降
低脑组织与血液中 ＩＬ－６与 ＩＦＮ－γ表达，增加了脑
组织与血液中 ＴＧＦ－β、ＩＬ－１０和 ＩＬ－４的表达（图
６Ｂ）。

图 ６　神经干细胞移植改变脑组织与血液中炎性因子表达水平
脑出血后３天脑组织与血液中 ＩＬ－６和 ＩＦＮ－γ增加，ＴＧＦ－β与 ＩＬ－１０仅在血液中增加，ＩＬ－４在脑组织与血液中均无明显变化

（Ａ）。神经干细胞移植降低脑组织与血液中 ＩＬ－６与 ＩＦＮ－γ表达，增加了脑组织与血液中 ＴＧＦ－β、ＩＬ－１０和 ＩＬ－４的表达（Ｂ）。

与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与脑出血组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

　　６．神经干细胞与 Ｔ淋巴细胞在脑出血大鼠脑内
分布：大多数 ＣＤ３阳性的 Ｔ淋巴细胞位于血肿中央，
仅见少数位于血肿边缘（图 ７Ａ），出血对侧脑半球未
见 ＣＤ３阳性的 Ｔ淋巴细胞（图 ７Ｂ）。神经干细胞移
植后３天神经干细胞主要位于血肿中央并向边缘迁
移（图７Ｃ）。

讨　　论
本课题主要研究神经干细胞对 Ｔ淋巴细胞的免

疫调节作用，以及探讨其可能的调节机制。脑出血超

急性期（脑出血后３ｈ）神经干细胞移植减少脑组织内
破外性 Ｔ淋巴细胞亚群数量（如 γδＴ、ＣＤ４＋Ｔ和
ＣＤ８＋Ｔ细胞），增加脑保护性 Ｔｒｅｇ细胞数量。血液
中 γδＴ、ＣＤ８＋Ｔ和 Ｔｒｅｇ细胞数量的变化与脑组织 Ｔ

淋巴细胞亚群变化是相似的。然而，神经干细胞移植

可恢复脑出血后血液中 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数量的降
低。此外，神经干细胞移植可发挥抗炎作用，通过降

低脑组织和血液中促炎因子的表达而增加抗炎因子

的表达。

研究表明细胞与体液免疫在脑卒中后脑损伤中

发挥重要作用。因此，笔者可以假设进入脑组织内不

同的 Ｔ淋巴细胞亚群可以起到加重或减轻出血性脑
损伤的作用，同时也提示 Ｔ淋巴细胞靶向治疗有可能
成为脑出血一种新的治疗策略。

近年来大多数研究认为神经干细胞促进脑出血

后神经功能恢复主要通过替代损失的神经元以及与

原有的神经元建立神经联系
［１６，１７］

。然而，越来越多
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图 ７　神经干细胞与 Ｔ淋巴细胞在脑出血大鼠脑内分布
神经干细胞携带转染的绿色荧光蛋白（绿色），Ｔ细胞使用 ＣＤ３染色（红色）。免疫荧光研究表明 ＣＤ３阳性的 Ｔ淋巴细胞主要位于

血肿中央，仅可见少数位于血肿边缘（Ａ），脑出血对侧脑半球未见 ＣＤ３阳性的 Ｔ淋巴细胞（Ｂ）。神经干细胞主要位于血肿中央并

向边缘迁移（Ｃ）。Ａ与 Ｃ中虚线表示血肿边缘，Ｄ～Ｆ是 Ａ～Ｃ中虚线方框的放大图像。白色箭头表示阳性细胞。ＨＡ表示血肿区，

ＷＺ表示血肿边缘区。Ａ～Ｃ．×２００；Ｄ～Ｆ．×４００

　

的研究表明神经干细胞促进神经功能恢复是通过免

疫调节作用而不是直接的替代损失的神经元。在脑

脊髓炎动物模型中，移植的神经干细胞抑制 Ｔ淋巴细
胞活性和诱导 Ｔ淋巴细胞凋亡达到神经保护作用。
体外神经干细胞与 Ｔ淋巴细胞共培养研究表明神经
干细胞通过分泌因子或接触抑制阻止 Ｔ淋巴细胞增
殖

［１８，１９］
。因此，本研究首次报道脑出血超急性期神

经干细胞脑内移植通过作用于 Ｔ淋巴细胞亚群调节
脑组织内和血液内免疫反应。

该实验证实脑出血后不同的 Ｔ淋巴细胞亚群进
入脑组织和超早期的神经干细胞移植可改变进入脑

组织 Ｔ淋巴细胞亚群的数量。Ｔ淋巴细胞亚群进入
脑实质内主要通过两个途径：一部分细胞从血肿区向

周围迁移，一部分细胞经破坏的血 －脑脊液屏障进
入

［２０］
。免疫荧光观察发现神经干细胞主要集中在血

肿中心并向边缘迁移。因此，神经干细胞可能通过直

接修复破坏的血 －脑脊液屏障或通过接触抑制阻止
破坏性的 Ｔ淋巴细胞的跨膜转移。神经干细胞也可
能通过释放趋化因子促进保护性的 Ｔ淋巴细胞进入
脑实质内。

中枢神经系统、内分泌系统和免疫系统，三者之

间相互作用。移植的神经干细胞可改变脑组织内环

境，如炎性因子、免疫调节因子以及生长因子表达水

平发生改变，从而激活神经内分泌系统如下丘脑 －垂

体 －肾上腺轴和交感神经系统［２１］
。这两个激活的系

统随后释放皮质醇和儿茶酚胺调节免疫系统并引起

血液中 Ｔ淋巴细胞亚群的改变。
脑组织中多种细胞分泌炎性因子，其对脑卒中可

产生有利或不利的作用。缺血性脑卒中研究发现，

ＩＦＮ－γ主要由 Ｔ淋巴细胞分泌，用其抗体中和ＩＦＮ－
γ后可缩小梗死面积。ＴＧＦ－β由神经元、神经胶质
细胞以及巨噬细胞分泌，可抑制辅助性 Ｔ细胞反应和
促进 Ｔｒｅｇ细胞发育。与其同时，ＩＬ－１０由多种细胞
分泌包括 Ｔｒｅｇ细胞，具有神经保护和抗炎作用。本
研究表明移植的神经干细胞可降低 ＩＦＮ－γ表达，增
加 ＴＧＦ－β和 ＩＬ－１０的表达。这一结果不仅提示神
经干细胞的抗炎作用，也可从另一侧面反映出脑组织

和血液中 Ｔ淋巴细胞亚群的改变。神经干细胞移植
增加脑组织中 ＩＬ－４表达，ＩＬ－４主要是由 ＴＨ１细胞
分泌的抗炎因子。

综上所述，本研究为神经干细胞早期脑内移植调

节脑出血后免疫反应提供了新的认识。笔者揭示了

移植的神经干细胞影响脑组织和血液中 Ｔ淋巴细胞
亚群，提示 ＮＳＣｓ可能发挥免疫调节效应而达到脑保
护作用。
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特发性膜性肾病肾小管间质损伤与

临床病理相关性研究

秦美君　李虎才　王立新

摘　要　目的　探讨特发性膜性肾病伴肾小管间质损伤的临床表现和病理特点。方法　回顾性分析笔者医院自 ２０１０年 ９

月 ～２０１６年 １２月经肾穿刺活检确诊并具有较完整临床资料的 ３２９例特发性膜性肾病患者，其中根据肾小管间质损伤程度分为

４组，０级（５２例）、Ⅰ级（２４６例）、Ⅱ级（２２例）、Ⅲ级（９例），各组两两比较，分析其临床及病理特点，并对有统计学意义的指标

·３６·

　　医学研究杂志　２０１８年 ６月　第 ４７卷　第 ６期 ·论　　著·　


