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摘要：目的 探讨氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）对CD8+记忆性T细胞亚群分化的影响及其机制。方法 将雌性10周龄未发生糖

尿病NOD小鼠随机分为 2 组（n=5）：ox-LDL组及对照组。断颈处死各组小鼠磁珠分离脾脏CD8+T 细胞体外培养（IL-2），

ox-LDL组加入ox-LDL 30 μg/mL体外刺激24 h，ox-LDL未处理组作为对照组。24 h后分离细胞。体外实验利用流式细胞仪检

测各组以下指标：胞内CD8+IFN-γ+确定胰岛β细胞特异性杀伤性CD8+T细胞的比例；细胞表面分子CD8、CD44、CD62L确定

CD8+记忆性T细胞的不同亚群分化；T细胞相关转录因子TCF-1及STAT-3的活化确定关键性转录因子的作用。体内实验中，将

各组CD8+记忆性T细胞通过尾静脉注射的方法移植给未发病NOD小鼠，同时设立未移植的模型对照组，每5 d检测血糖1次，

监测小鼠的血糖改变及生存率。结果 相比对照组，ox-LDL（30 μg/mL）作用24 h后，胰岛β细胞特异性杀伤性CD8+T细胞活化

减少[（0.7±0.03）% vs（2.7±0.14）%，P<0.01]，记忆性T细胞中的效应记忆性T细胞形成数目减少[（10.3±0.71）% vs（30.3±1.36）%，

P<0.01]，干细胞样记忆性T细胞增加[（72.3±3.8）% vs（55.1±2.61）%，P<0.05]。T细胞转录因子TCF-1及p-STAT-3活化的也受

到抑制[TCF-1：（14.5±0.82）% vs（34.2±1.23）%，磷酸化STAT-3：（3.3±0.12）% vs（22.1±1.1）%，P<0.01]。T细胞移植给未发病

NOD小鼠后，ox-LDL处理组小鼠血糖升高明显低于对照组（P<0.05），且生存率提高（P<0.05）。结论 ox-LDL干扰记忆性CD8+

T细胞核转录因子TCF-1活化及STAT-3的磷酸化，抑制长效杀伤作用的效应性和记忆性CD8+T细胞形成，诱导干细胞样记忆性

CD8+T细胞形成，从而阻止胰岛β细胞自身免疫损伤及Ⅰ型糖尿病的发生。
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基础研究

Abstract: Objective To investigate effect of oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) on memory CD8+ T cell subpopulation
differentiation in mice with autoimmune diabetes. Methods Cultured splenic CD8 + T cells from pre-diabetic NOD mice
isolated with magnetic beads were treated with 30 μg/mL ox-LDL and 10 U/mL interleukin-2 (IL-2) for 24 h and the control
cells were treated with IL-2 only. Flow cytometry was used to determine the percentage of splenic CD8 + IFN-γ + T cells,
expressions of CD8, CD44 and CD62L on the T cells, and the activation of T cell factor-1 (TCF-1) and STAT-3. The CD127 +

memory T cells were purified and transplanted into the pre-diabetic NOD mice via the tail vein, and the blood glucose was
recorded weekly and survival time of the mice was monitored. Results Treatment with ox-LDL significantly reduced islet β
cell-specific cytotoxic CD8+T cells as compared with the control group［(0.7±0.03)% vs (2.7±0.14)%, P<0.01］. The percentage of
effector memory CD8+T cells (Tem) in the total memory CD8+T cells was reduced［(10.3±0.71)% vs (30.3±1.36)%, P<0.01］and
that of stem cell-like memory T cells was significantly increased［(72.3 ± 3.8)% vs (55.1 ± 2.61)% , P<0.05］following ox-LDL
treatment, which also resulted in significantly decreased activation of TCF-1 [(14.5 ± 0.82)% vs (34.2 ± 1.23)% , P<0.01］and
pSTAT-3［(3.3±0.12)% vs (22.1±1.1)%, P<0.01］. Transplantation of ox-LDL-treated memory T cells in pre-diabetic NOD mice
obviously inhibited the increase of blood glucose and prolonged the survival time of the mice (P<0.05). Conclusion Ox-LDL
decreases the activation of transcriptional factors TCF-1 and phosphorylation of STAT-3, inhibits the formation of effector

memory CD8 + T cells with long-term cytotoxicity, but
promote the generation of stem cell-like memory CD8 + T
cells, which result in suppression of islet β cell-specific
effector cytotoxic CD8 + T cell differentiation to lessen
autoimmune injury to the islet β cells.
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抗原刺激初次入侵机体，初始性CD8+T细胞活化

增殖分化，95%形成效应性CD8+杀伤性T细胞（CTL），

发挥短期杀伤效应后自身凋亡，其余 5%变成记忆性

CD8+T细胞（Tm）长期存在，相同抗原再次入侵机体时，

Tm迅速分化增殖，发挥高效杀伤的再次应答作用［1］。

因此，记忆性CD8+T细胞分化在自身免疫病、感染、肿瘤

及疫苗的等多个领域都具有极重要的理论意义及应用

价值［2］。氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）作为机体重要代

谢因素，对免疫系统的研究主要集中于其介导巨噬细胞

或树突状细胞转化为泡沫细胞［3-4］，以及刺激机体产生

ox-LDL特异性杀伤性CD8+T细胞［5］。然而，ox-LDL对

抗原特异性记忆性CD8+T细胞亚群的影响，国内外均无

报道。针对Tm对多种疾病的重要作用以及ox-LDL影

响记忆性T细胞相关研究的欠缺，本研究拟在前期工作

的基础上，探索ox-LDL是否干扰Tm的亚群形成与分

化，从而影响Tm对特异性抗原的应答，有助于从代谢水

平理解CD8+记忆性T细胞为基础的再次免疫应答，

ox-LDL的水平是否能影响再次免疫应答，从而影响免

疫系统功能等，因此，本研究具有重要的理论意义与应

用价值。

Ⅰ型糖尿病是一种杀伤性CD8+T淋巴细胞介导

的，以胰岛β细胞特异性免疫损伤为主要特征的器官特

异性自身免疫性疾病，而记忆性CD8+T细胞持续形成杀

伤性T细胞，记忆性T细胞分化影响了胰岛β细胞损伤

及后续的糖尿病进展［6-7］。因此，自身免疫性糖尿病

NOD小鼠模型是一个研究记忆性CD8+细胞的理想模

型。本研究拟利用自身免疫性糖尿病小鼠脾脏的CD8+

T细胞，观察ox-LDL对CD8+Tm细胞分化的影响，以及

胰岛β细胞特异性CD8+CTL形成并探讨其机制，从而确

定ox-LDL对抗原特异性Tm的影响。

1 材料和方法

1.1 主要材料

抗小鼠CD8，CD44，CD62L，IFN-γ，CD127，TCF-1，

STAT-3的荧光抗体及胞内细胞染色破膜液、固定液及

Golgi液（Biolegend）；RPMI 1640培养基及胎牛血清

（Gibco）；细胞因子IL-2（Peprotech）；CD8+T免疫分选磁

珠（Stemcell）；小鼠胰岛β细胞NIT-1及自身免疫性糖尿

病NOD小鼠均由华中科技大学同济医学院王从义教授

赠送。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 清洁级健康级雌性10周龄未发生糖尿

病NOD小鼠，体质量22~26 g，采用随机数字表法将其

分为2 组（n=5）：ox-LDL组（实验组）及ox-LDL未处理

组（对照组）。对待动物遵循动物伦理学标准。无菌条

件断颈处死小鼠并获取脾脏细胞制备单细胞悬液，利用

磁珠分离脾脏CD8+T 细胞，加入RPMI 1640，10%胎牛

血清及IL-2（10 U/mL）进行体外培养，37 ℃培养24 h后，

实验组加入ox-LDL 30 μg/mL体外刺激24 h，ox-LDL

未处理组仅加入IL-2（10 U/mL），不加入ox-LDL处理。

4 ℃ 1500 r/min，5 min离心去除上清，细胞备用。

1.2.2 LDL的制备与氧化修饰 采用1次性密度超速离

心法制法［8］。室温低速1500 g离心10 min分离血清，加

入溴化钾调密度至1.30 g/mL，4 ℃ 50 000 r/min离心5 h

收集淡黄色中间层即为LDL。采用铜诱导法氧化LDL

并鉴定。

1.2.3 流式细胞术表面标志染色 按抗体说明书，106细

胞加入 2 μg相应表面分子抗体CD8，CD44，CD62L，

CD127进行染色，4 ℃染色30 min，PBS洗3次，流式细

胞仪检测。

1.2.4 胞内转录因子流术细胞术检测 完成表面分子

CD8染色后的细胞，利用转录因子固定液2 mL重悬细

胞并室温固定30 min，再加入1 mL破膜液，室温离心

1500 r/min，5 min，洗涤2次。分别加入转录因子抗体

TCF-1，STAT-3室温染色30 min，2 mL破膜液洗涤2次，

上机检测。

1.2.5 胞内细胞因子流术细胞术染色 取小鼠2×106脾

细胞，加入Golgi终止液3 μL，1×106胰岛β细胞37 ℃共

培养刺激2 h，PBS洗2次，表面分子CD8染色，利用固

定液2 mL重悬细胞并室温固定30 min，加入1 mL破膜

液，室温离心 1500 r/min，5 min，洗涤 2 次。加入抗

IFN-γ抗体室温4度染色30 min，2 mL破膜液洗涤2次，

上机检测。

1.2.6 记忆性 T 细胞移植未发病 NOD 小鼠 CD127+

CD8+分选各组脾细胞的记忆性CD8+T细胞，按106细胞/

只通过尾静脉输注10周龄未发病的NOD小鼠中，同时

以不移植任何细胞的模型对照组进行参照，每隔1周检

测外周血血糖，并监测生存期。

1.3 统计学处理

应用SPSS 13.0统计软件进行处理，计量数据以均

数±标准差表示，检测结果比较采用单因素方差分析，多

重比较用LSD法，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 ox-LDL抑制自身胰岛β细胞抗原特异性CD8+T细

胞活化

未发病NOD小鼠的脾脏中胰岛β细胞反应性CD8+

胞内 IFN-γ水平代表胰岛β细胞特异性杀伤性T细胞的

强度（图1）。对照组中，脾细胞中（2.70±0.14）%胰岛β细

胞特异性杀伤性CD8+T细胞。ox-LDL作用，仅有（0.7±

0.03）%胰岛β细胞特异性杀伤性CD8+T细胞。对照组

与实验组差异具有统计学意义（P<0.01）。

·· 1099



J South Med Univ, 2017, 37(8): 1098-1103 http://www.j-smu.com

2.2 ox-LDL抑制胰岛β细胞特异性记忆性CD8+Tem细

胞的分化

小鼠记忆性CD8+T细胞分为干细胞样记忆性T细

胞（Tscm, CD44-CD62L+），中央记忆性T细胞（Tcm, CD44+

CD62L+），效应记忆性T细胞（Tem, CD44+CD62L-）。通

过对脾脏CD8+T细胞进行CD44、CD62L染色，确定记

忆性 CD8 + T 细胞分类（图 2）。对照组中，Tem 为

（30.3±1.36）%，Tcm 为（8.7±0.58）%，Tscm 为（55.1±

2.61）%。ox-LDL作用下Tem为（10.3±0.71）%，Tcm为

（13.4±0.62）%，Tscm为（72.3±3.8）%。ox-LDL显著降

低了效应记忆性CD8+T细胞的形成（P<0.01），使记忆性

T细胞保持在更为原始的Tscm的状态（P<0.01），从而

降低了效应性杀伤性CD8+T细胞的形成。

2.3 ox-LDL通过影响CD8+T细胞核转录因子TCF-1的

活化及STAT-3磷酸化影响记忆性T细胞分化

记忆性T细胞亚群分化受到多个T细胞转录因子

的影响。本研究利用特异性抗体检测与记忆性T细胞

分化密切相关的转录因子 TCF-1（图 3A）及磷酸化

STAT-3（p-STAT-3）的水平（图3B）。结果显示，对照组

中，TCF-1 阳性 CD8 +细胞为（34.1 ± 1.23）%，磷酸化

STAT-3阳性CD8+细胞为（22.1±1.1）%。经过ox-LDL

作用后，TCF-1阳性CD8+细胞为（14.5±0.82）%，磷酸化

STAT-3阳性CD8+细胞为（3.3±0.12）%，两组差异均有统

计学意义（P<0.01）。

2.4 ox-LDL抑制胰岛β细胞特异性CD8+T细胞过继转

移介导的自身免疫型糖尿病

CD127+CD8+分选各组脾细胞中的记忆性T细胞，

按106细胞/只通过尾静脉输注未发病的NOD小鼠，同

时设立未移植的小鼠为模型对照组，记录血糖与小鼠生

存期（图4）。结果显示，ox-LDL未处理组与模型对照组

小鼠血糖升高均快于 ox-LDL处理组，生存期均短于

ox-LDL处理组（P<0.05）。

3 讨论

ox-LDL现有研究集中于对天然免疫应答的巨噬细

胞，树突状细胞的影响［9］，及特异性免疫应答中ox-LDL

特异的效应性T细胞的形成［10］。然而，关于ox-LDL直

接影响记忆性CD8+T细胞亚群分化的研究仅有急性冠

脉综合症病人外周血记忆性CD8+T细胞总数减少［11］。

本研究证实，ox-LDL直接影响脾脏记忆性CD8+T细胞

亚群的分化，抑制具有长效杀伤能力的Tem CD8+T的

分化，减少胰岛β细胞特异性杀伤性CD+T细胞的形成，

将记忆性T细胞保持在较为原始的Tscm亚群。记忆性

T细胞是指对特异性抗原有具有记忆能力，寿命较长的

T淋巴细胞［12-13］。Tm细胞抗原活化阈值低［14］，对共刺激

信号依赖性也较弱［15］，少量抗原再次刺激即可迅速活

化，分化成效应性T细胞，快速高效清除抗原。记忆性T

细胞根据分化度、功能及表型分为不同的亚群：Tscm

图1 流式细胞仪检测脾细胞经过胰岛β细胞体外刺激
后CD8+IFN-γ+T细胞比例
Fig.1 Flow cytometric analysis of formation of CD8 +

IFN-γ+T cells in the spleen with islet β cell stimulation
in vitro. A: Representative plots of splenic CD8+IFN-γ+

T cells in experimental group and control group; B:
Statistical analysis of splenic CD8 + IFN-γ + T cells
between experimental group and control group.
***P<0.01.
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图2 流式细胞术检测脾细胞中记忆性CD8+T
细胞亚群分布
Fig.2 Distribution of memory CD8 + T cells
subtypes in spleen detected with flow
cytometry. A: Representative plots of
distribution of splenic CD8 + Tm in
experimental group and control group; B:
Statistical analysis of distribution of splenic
CD8 + Tm between experimental group and
control group. *P<0.05, ***P<0.01.
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（鼠：CD44-CD62L+，人：CD45RO- CCR7+CD62L+CD127+

CD95+CD122+），Tcm（鼠：CD44+CD62L+，人：CD45RO+

CD27 + CD57-CCR +），Tem（鼠：CD44 + CD62L-，人：

CD45RO-CD27+CD57+CCR7-）［16］。Tscm位于分化早

期，杀伤能力最弱，分化抗凋亡能力最强，最接近于初始

性T细胞。Tem位于分化终止期，杀伤能力最强，抗凋

亡能力最弱，最接近于杀伤性T细胞，是发挥持续杀伤

作用的主要细胞。而Tcm介于两者之间。抗原再次刺

激时，CD8+Tem大量分化为效应性杀伤性T细胞，发挥

杀伤作用［17-18］。然而也有新理论提出初始性T细胞先形

成Tscm，依次分化为Tcm、Tem，最终转化为CTL［19］。本

研究报道 ox-LDL体外直接调节了Tem及Tscm的分

化，发现代谢因素影响记忆性CD8+T细胞应答新的线

索。体内实验中，移植经过ox-LDL处理的记忆性CD8+

T细胞给未发病的NOD小鼠，也发现血糖控制较好，生

存率明显提高，证实了 ox-LDL抑制长效杀伤作用的

Tem，从而胰岛β细胞免疫损伤减少。

记忆性T细胞亚群的分化受到多种转录因子可以

调控［20］。本研究发现ox-LDL作用后，记忆性T细胞胞

内转录因子TCF-1的活化以及STAT-3的磷酸化均受到

明显的抑制。TCF-1是重要的T细胞分化调节转录因

子，受上游分子wnt/β-catenin的调控，TCF-1缺陷导致T

细胞抗凋亡分子Bcl-2的缺陷，IL-15受体功能障碍，记

忆性T细胞的生存明显受抑［21］，同时导致Tem转化CTL

的关键性转录因子Eomes失活，无法形成具有IFN-γ和

颗粒酶等杀伤分子的CTL［22］。STAT-3通路在记忆性T

细胞的形成与维持中起着重要的作用，研究证实，

STAT-3活化缺陷小鼠CD8+T细胞表面IL-7受体形成障

碍，而 IL-7是记忆性T细胞形成的极为重要的细胞因

子，因此STAT-3缺陷小鼠无法有效形成病毒特异性的

Tcm与Tem［23］。STAT-3缺陷的高 IgE血症病人外周血

中Tcm及Tem数目也明显少于正常人［24］。ox-LDL可能

通过与TLR4结合发挥功能，T细胞表面的TLR4受体

在受到不同配体刺激时，会形成不同类别的记忆性

CD8+T细胞，产生不同的细胞因子。LPS通过TLR4-

MyD88-NF-κB诱导CD8+Tm合成 IFN-γ，转变成Tem

及CTL介导杀伤［25］。而Hsp70通过TLR4-TOLLIP活

化SOCS-1抑制NF-κB，合成IL-10及PD-1表达，介导T

细胞耐受［26-27］。作为TLR4配体之一的ox-LDL，可能也

通过类似通路影响记忆性T细胞的分化。然而，现有文

献 中 多 证 实 在 巨 噬 细 胞 及 平 滑 肌 细 胞 中

ox-LDL-TLR4-NF-κB发挥作用［28-29］，与本实验结果不

一致，有待深入研究记忆性 T 细胞与巨噬细胞对

ox-LDL-TLR4通路活化的差异。

综上所述，本研究利用自身免疫性糖尿病小鼠模

型，报道了ox-LDL直接影响记忆性CD8+T细胞亚群的

分化，抑制具有长效杀伤功能的记忆性效应性T细胞及

快速杀伤功能效应性杀伤性CTL，诱导了具有较原始的

具有强大分化能力的Tscm，并有效降低自身免疫性糖

尿病小鼠的发病率，延长其生存期。初步证明了

0 103 104 0 103 104
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ox-LDL的作用是通过抑制记忆性T细胞核转录因子

TCF-1 的活化及 STAT-3 磷酸化实现的。本研究为

ox-LDL影响CD8+记忆性T细胞的形成与分化提供了

新的线索，为高脂条件下免疫记忆的形成及相关的疫苗

研究提供了初步的理论基础。
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