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·基础研究·

电针调节CD8+T细胞对帕金森病模型小鼠黑质区
神经元损伤的保护机制研究*

李 华1 赵颖倩1 郭 婕2 卢苑蓉2 张改月1 王 强1，3，4

摘要

目的：观察早期电针干预对CD8+T细胞浸润帕金森病（Parkinson's disease，PD）模型小鼠黑质区酪氨酸羟化酶（ty-

rosine hydroxylase，TH）及CD8+T细胞相关细胞因子表达的影响，探讨早期电针对PD的神经元保护效应及机制。

方法：将雄性C57BL/6小鼠随机分为空白组、模型组、电针组、左旋多巴组，每组15只；除空白组外，其余各组均腹腔

注射1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶（1-Methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine，MPTP）构建PD小鼠模型。

造模成功电针组选取“足三里”“悬钟”进行干预 14天，治疗结束后进行转棒、旷场测试，并观察黑质区TH表达及

CD8+T细胞表型标记物CD103+T细胞、干扰素γ（IFNγ）蛋白及颗粒酶B（GzmB）蛋白的表达。

结果：造模结束后，模型组小鼠毛色暗淡无光，精神萧瑟，活动减少，肌肉颤动，而电针组及左旋多巴组小鼠精神状态

良好。与模型组相比，电针组及左旋多巴组小鼠掉棒潜伏时间延长（P<0.01），运动总距离延长且经过区域中心的速

度改善（P<0.01），黑质区TH阳性表达增加（P<0.01），CD8+CD103+T细胞共定位表达率降低（P<0.01），IFNγ含量下

调（P<0.05，P<0.01），GzmB表达下降（P<0.05，P<0.01）。

结论：早期电针干预可以提高PD模型小鼠的运动能力，增加黑质区TH表达并改善神经元损伤，其机制与电针减少

黑质区CD8+CD103+T细胞浸润，进一步抑制 IFNγ、GzmB分泌，最终降低细胞毒性并提高机体免疫功能有关。
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Abstract
Objective：To investigate the effect of early electroacupuncture intervention on CD8+T cells infiltrating tyrosine

hydroxylase（TH）and expression of CD8+T cell-related cytokines in substantia nigra of Parkinson's disease （PD）

model mice. To investigate the neuronal protective effect and mechanism of early electrotherapy on PD.

Method：Male C57BL/6 mice were randomly divided into four groups: blank group，model group，electroacu-

puncture group and the levodopa group，with 15 mice in each group. PD mouse model was established by intra-

peritoneal injection of 1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine（MPTP） except for the blank group. In the

EA group，"Zusanli" and "Hanging Zhong" were selected for intervention for 14 days. After the treatment，the

rod- shifting and open- field tests were performed to observe the expression of TH and CD8 + T cell phenotype

markers CD103+T cells，interferon γ（IFNγ）protein and granzyme B（GzmB）protein in the substantia nigra.

Result：At the end of the modeling， the mice in the model group had dull coat color， bleak spirit， de-

creased activity and muscle fibrillation，while the mice in the EA and levodopa groups were in a good mental
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帕金森病（Parkinson's disease，PD）是仅次于

阿尔茨海默病的第二大常见的神经系统退行性疾

病，也是发展较快的神经退行性疾病[1—2]。PD的主

要病理学特征是中脑黑质致密部多巴胺（dopa-

mine，DA）能神经元变性坏死，引起纹状体 DA 含

量显著性减少，黑质-纹状体通路多巴胺神经支配削

弱[3—4]，胆碱能神经功能相对强化，二者之间互对平

衡被打破[5]。而近来研究发现[6—8]，神经退行性疾病

的发病机制与神经系统和适应性免疫功能之间的相

互作用有关。PD患者的脑脊液及在其死后的脑组

织中存在长期T淋巴细胞的浸润[9—10]，尽管PD患者

的脑脊液中CD4+T细胞活化的比例呈现均衡态，然

而CD8+T细胞活化比例在增加[11—13]，其活化可以导

致黑质纹状体神经变性[14—15]，然而其在PD中的作用

机制还亟待研究。

针灸疗法具有疏经通络、调和阴阳、扶正祛邪的

作用[16]，可调节机体的特异性和非特异性免疫功能，

在神经退行性疾病的治疗中发挥着弥足重要的作

用[17—18]。一方面，其可通过抑制脑内细胞凋亡、促进

新生神经元发生及调节T淋巴细胞分化等减轻脑损

伤，进而提高机体机能、延缓疾病进程[19—21]；另一方

面，亦可恢复因免疫系统紊乱导致的脑损伤，机体内

环境紊乱及功能下降，出现如运动迟缓、肢体震颤等

一系列临床症状[22]。本实验通过建立PD小鼠模型，

观察早期电针干预对帕金森病模型小鼠 CD8+T 细

胞黑质区浸润的神经元改善及运动功能的调节机

制，以期为针灸疗法对 PD 早期的预防及治疗机制

提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

选取体质量（20 ± 5）g 的 9 周龄 SPF 级雄性

C57BL/6小鼠作为研究对象，实验使用许可证号为

SYXK（陕）2018-0001。采用随机数字表法对小鼠

进行编号，与统计分析软件 SPSS 26.0产生的随机

数字相匹配，分为空白组、模型组、电针组及左旋多

巴组，每组各15只。动物由西安交通大学实验动物

中心提供，生产许可证号为 SCXK（陕）2020-0001。

环境温度为 23℃，湿度为 50%—60%，通风良好，

12h/12h昼夜节律，食水自由摄取。对动物的处理遵

循《关于善待实验动物的指导性意见》[23]。

1.2 主要试剂

MPTP、左旋多巴、抗CD8大鼠单克隆抗体、抗

CD103兔单克隆抗体均购自英国Abcam公司（批号

分别为：ab145233、ab120573、ab33786、ab224202），

干扰素 γ(interferon γ，IFNγ)试剂盒（武汉 BOSTER

公司，SA1055），抗颗粒酶B兔单克隆抗体（上海泽

叶生物科技有限公司，ZY-165Ab），小鼠免疫组织化

学检测试剂盒、DAB显色液（武汉博士德生物工程

有限公司），SAKURA樱花牌OCT 4583冰冻切片包

埋剂（江苏康成白澳生物科技有限公司）。

1.3 仪器

高速冷冻离心机（美国贝克曼）；酶标仪、电泳

仪、转膜仪、凝胶成像仪（美国 Bio-Rad），显微摄像

成像系统（德国 Lecia），组织切片机（德国 Lecia）；

Image J图像分析系统（美国Media Cybernetics），旷

场实验箱、小动物呼吸麻醉机（深圳市瑞沃德生命科

state. Compared with the model group，the EA group and the levodopa group had prolonged rod dropping la-

tency （P<0.01），prolonged total distance and improved speed through the regional center （P<0.01），increased

TH positive expression in substantia nigra （P<0.01），and decreased CD8 + CD103 + T cell colocality expression

rate （P<0.01）. The content of IFNγ was down-regulated （P<0.05，P<0.01），and the expression of GzmB was

down-regulated（P<0.05，P<0.01）.

Conclusion：Early EA intervention can improve the exercise ability of PD model mice， increase the expres-

sion of TH in the substantia nigra，and improveneuronal injury. The mechanism is related to the reduction of

CD8+CD103+T cell infiltration in the substantia nigra，further inhibition of IFNγ and GzmB secretion，and ulti-

mately the reduction of cytotoxicity and improvement of immune function.

Author's address College of Acupuncture and Massage，Shanxi University of Traditional Chinese Medicine，

Xianyang，712046

Key word Parkinson's disease； electric acupuncture；CD8 + T cell； tyrosine hydroxylase； phenotypic marker

CD103+T cell；interferon γ；granzyme B
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技有限公司），华佗牌电针治疗仪SDZ-Ⅱ（济南欧莱

博技术有限公司），0.25mm×13mm一次性使用无菌

针灸针（苏州医疗用品厂有限公司），小鼠转棒仪

XR-6C（上海欣软），Etho Vision行为学记录分析系

统（荷兰Noldus）。

1.4 模型制备

适应性饲养 7天后，使用 0.9%氯化钠溶液配制

MPTP溶液（3mg/ml），除空白组腹腔注射等剂量的

0.9%氯化钠溶液外，其他组小鼠按照 30mg/kg/d 的

剂量连续腹腔注射给药 7天[24]。小鼠出现立毛、弓

背、震颤、倦怠、流涎及运动功能测试障碍，证明模型

制备成功。

1.5 干预方法

1.5.1 电针组：造模成功后，开始电针干预。将小鼠

俯伏位置于自制小鼠固定器上，腧穴定位参照《实验

针灸学》[25]关于“常用实验动物针灸穴位”的取穴标

准，选取双侧足三里及悬钟穴。采用 0.25mm ×

13mm一次性使用无菌针灸针，直刺2mm，同侧穴位

接电针仪正、负电极一对导线。疗程：1次/日，7天

为一个疗程，休息2天，共进行2个疗程。刺激参数：

连续波，频率为2Hz，强度为1mA。空白组及模型组

均进行与电针组同等程度的抓取固定，除外不予其

他任何干预。

1.5.2 左旋多巴组：于电针干预同日同时进行。左

旋多巴药物以 3mg/kg的剂量每日与电针组干预同

一时间进行腹腔注射[26]，1次/天，7天为一个疗程，休

息2天，共进行2个疗程。

1.6 观察指标及检测方法

1.6.1 行为学检测方法：①动物体征观察：于开始造

模当天起观察并记录各组小鼠的精神状态、毛色光

泽度、饮食物量、体质量变化、肢体运动状态、躯体僵

直程度等行为。②转棒实验：于造模前及电针干预

结束前 3天进行 3次/天的连续转棒训练，使小鼠习

得在滚轮上运动的技能。正式实验于电针干预结束

后当日进行。具体操作：使小鼠面向墙壁放置于旋

转式螺纹滚轮上，适应2min，将滚轮转速设置为30s

时达到 24r/min，此后以恒速转动，定时 300s。小鼠

从滚轮上跌落至下方平台时，平台的感应器可自动

记录小鼠在棒时间，即掉棒潜伏期。非连续性检测，

每次检测间隔时间大于2h，所有实验小鼠每天各检

测3次，最后取平均值。③旷场实验：电针干预结束

后进行。具体操作：将小鼠温柔抓取，放入四周和底

面均为白色的旷场测试箱（无盖方箱，50cm×50cm×

40cm）箱底中心，用 EthoVision XT10 软件对小鼠

运动轨迹进行跟踪并记录10min内小鼠在敞箱中央

区域的经过速度及运动距离。主要记录和分析指

标：小鼠在 10min 的运动总距离、在中心区域

（25cm×25cm）停留的时间。每只小鼠测试结束后

均须清理箱内遗留味道以及排泄物等。实验平行测

试3次，每次间隔30min。

1.6.2 免疫组织化学染色检测：于行为学实验评估

后进行样本采集。每组取4只小鼠全脑组织用于制

作石蜡切片。将 25%乌来糖（1.25g/kg）经腹腔注射

麻醉小鼠，灌流后于冰上断头，取脑置于 4%多聚甲

醛固定。将固定好的脑组织进行常规石蜡包埋，制

作成厚约 5μm病理切片，置于二甲苯中透明脱蜡。

按照常规免疫组染色步骤染色后，中性树胶封片并

观察。每只小鼠取3张脑组织切片，用Lecia显微成

像系统采集分析图像数据，在 200倍镜下每张切片

随机选取黑质区 3个视野进行观察，阳性表达反应

物呈棕黄色或棕褐色。用 Image-Pro Plus6.0图像分

析系统统计每张切片TH阳性表达的吸光度值。

1.6.3 免疫荧光双标法检测：每组取4只小鼠，切片

同免疫组织化学染色法。山羊血清封闭，滴加 2种

一抗混合液，4℃冰箱过夜，PBS冲洗，滴加2种荧光

二抗混合液，孵育1h，冲洗，避光，滴加含DAPI抗荧

光衰减封片剂封片，在荧光显微镜下观察并采集图

像。每只小鼠取3张切片，在200倍镜下每张切片随

机选取３个视野，DAPI染色后，细胞核在紫外光激

发下为蓝色，CD8阳性表达为相应荧光素标记的红

色，CD103 阳性表达为相应荧光素标记的绿色，利

用 Image-Pro Plus6.0图像分析软件进行图像分析，

计算平均荧光强度。

1.6.4 酶联免疫吸附法（Elisa）测定：每组取 4只小

鼠进行颈椎脱臼处死，迅速断头取脑，将全脑置于冰

上，取出中脑黑质（前囟尾侧4.6mm—6.2mm）[27]。按

比例加入含有PMSF的裂解液进行匀浆，４℃ 2500r/

min离心15min，取上清备用。加入样品、标准品、生

物素抗原、亲和素、显色液A和B、终止液；10min之内

读取OD值；采用ELISAcalc计算软件，选用 logistic

1179



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Sep. 2023, Vol. 38, No.9

曲线（四参数）计算各组织IFNγ蛋白表达量。

1.6.5 Western Blot检测：每组取4只小鼠进行颈椎

脱臼处死，迅速断头取脑，将全脑置于冰上取出中脑

黑质。取适量黑质组织，裂解匀浆、取上清、定量、变

性。制备好的样本通过 SDS-PAGE 电泳、转膜、封

闭，一抗（GzmB、β-actin）4℃过夜，TBST洗膜，二抗

室温孵育2h，TBST洗膜，ECL化学发光法显影，Bio-

Rad凝胶成像仪曝光成像并拍照印迹，Image J图像

分析软件对各组小鼠黑质中的GzmB蛋白条带进行

灰度值分析，β-actin为内参蛋白。实验结果用目的

蛋白灰度值与内参灰度值的比值表示。

1.7 统计学分析方法

采用SPSS 26.0软件辅助分析数据，符合正态分

布或近似正态分布的计量资料以均数±标准差表示，

多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用最小显著性差异法。所有检验结果以P<0.05为差

异有显著性意义。

2 结果

2.1 体征变化情况

空白组小鼠毛色光滑，眼睛灵动，反应敏捷，鼠

尾卷曲灵活，活泼好动；与空白组

小鼠相比，随着MPTP腹腔给药次

数的增加，模型组小鼠逐渐出现毛

色暗淡无光，精神萧瑟，肌肉颤动，

活动减少，行走不稳等症状；与模

型组小鼠相比，电针组及左旋多巴

组小鼠毛色 、竖毛、肌肉震颤、活

动减少、行走不稳等症状的程度逐

渐改善。

2.2 行为学检测结果比较

2.2.1 转棒实验：与空白组小鼠相

比，模型组小鼠掉棒潜伏时间明显

缩短（P<0.01）；与模型组小鼠相

比，电针组及左旋多巴组小鼠掉棒

潜伏时间延长（P<0.01）（图1）。

2.2.2 旷场实验：与空白组小鼠相

比，模型组小鼠运动总距离明显缩

短，经过区域中心的速度明显减缓

（P<0.01）；与模型组小鼠相比，电

针组及左旋多巴组小鼠运动总距离延长，经过区域

中心的速度改善（P<0.01）（图2）。

2.3 黑质区酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase，

TH）阳性表达比较

与空白组小鼠相比，模型组小鼠黑质区 TH 阳

性表达明显下降（P<0.01）；与模型组小鼠相比，电针

组及左旋多巴组小鼠 TH 阳性表达增加（P<0.01）

（图3）。

2.4 黑质区CD8+T细胞及其表型标记物CD103+T

细胞阳性表达比较

与空白组小鼠相比，模型组小鼠黑质区 CD8+

图1 掉棒潜伏时间结果比较

注：x±s，n=15/组。与空白组比较##P<0.01；②与模型组比较**P<0.01。

图2 旷场实验结果比较

注：x±s，n=15/组。①A：实验小鼠运动总距离；②B：实验小鼠经过中心区域的速度；③C：实验
小鼠旷场实验典型轨迹图；④与空白组比较##P<0.01；⑤与模型组比较**P<0.01。
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CD103+T细胞阳性表达明显升高（P<0.01）；与模型

组小鼠相比，电针组及左旋多巴组小鼠黑质区CD8+

CD103+T细胞阳性表达降低（P<0.05）（图4）。

2.5 黑质区CD8+T细胞细胞因子 IFNγ表达量比较

与空白组小鼠相比，模型组小鼠黑质区 IFNγ表

达量增加（P<0.01）；与模型组小鼠相比，电针组及左

旋多巴组小鼠黑质区 IFNγ表达量下降（P<0.01，P<

0.05）（图5）。

2.6 黑质区GzmB表达水平比较

与空白组小鼠相比，模型组小鼠黑质区GzmB

表达水平升高（P<0.01）；与模型组小鼠相比，电针组

及左旋多巴组小鼠黑质区GzmB表达水平下降（P<

0.05，P<0.01）（图6）。

3 讨论

根据 PD 临床症状，祖国传统医学将本病归属

于“颤证”范畴，其病因病机可归纳为情志不遂、饮食

不节致气血亏虚，导致筋脉失养。王肯堂《证治准

绳·杂病》云：“颤，摇也；振，动也。筋脉约束不佳而

莫能任持。”亦有《黄帝内经·素问》曰“阳明者，五脏

六腑之海，主润宗筋，宗筋主束骨而利关节也。”本实

验选择多血多气之足三里穴及髓之会悬钟穴。因为

足三里穴为足阳明经的下合穴，是六腑气血深注于

下肢三阳经的部位，针刺之不仅可以解肌散风，还可

以行气活血、舒筋利节。伍以髓之会穴悬钟，共司濡

宗筋、束骨、利关节之功。此外，有研究者[31—33]结合

多年的临床经验予PD患者电针刺激足三里、悬钟、

阳陵泉、三阴交等穴，结果发现患者震颤、平衡功能

障碍等运动症状缓解，患者日常生活能力提高。同

时，电针刺激 PD模型大鼠的足三里、风府等穴，可

调节模型大鼠免疫功能，促进多巴胺释放，增加活化

小胶质细胞数量并抑制氧化应激以及细胞凋亡，从

而改善PD模型大鼠的运动障碍[34—36]。本研究通过

转棒及旷场实验结果显示，电针干预可以延长 PD

模型小鼠掉棒潜伏时间，增加旷场运动总距离及运

动速度，改善 PD 模型小鼠运动功能。提示电针干

预对PD模型小鼠的运动障碍存在一定疗效。

PD 的主要病理学特征是中脑黑质致密部 DA

能神经元变性坏死，引起纹状体DA含量显著减少，

胆碱能神经功能亢进[5]，因此减少DA能神经元的丢

失可延缓PD病情进展。TH存在于所有多巴胺能细

胞中，是包括DA在内催化儿茶酚胺神经递质合成

的限速酶[37]。TH阳性神经元的减少会抑制TH的活

性，进而导致DA合成减少，可作为检测DA能神经

元的金标准反映神经元的状态、判断 PD 的病程。

有研究表明[38—39]，电针干预可以保护PD模型鼠的多

巴胺能神经元变性，并提高黑质区 TH 的阳性表

达。本实验通过免疫组织化学染色发现，PD模型小

鼠黑质区TH阳性表达明显下降，电针干预后可增

强TH阳性表达，抑制DA能神经元丢失，进而使得

黑质区受损神经元得以改善。结合上述电针干预可

以提高 PD 模型小鼠运动能力，我们考虑小鼠黑质

区TH的增高可能是改善其运动功能的机制之一。

中枢神经系统的免疫监视可抵御病原体的入

侵[40]。作为免疫反应重要参与者的CD8+T细胞可通

过其抗原受体与抗原肽和靶细胞表面的同源肽主要

组织相容性复合体 I（MHC-I）类分子之间结合形成

复合物而被激活[41]，从而发挥细胞毒性功能去杀伤

注：x±s，n=4/组。①A：实验小鼠黑质区TH阳性表达免疫组化图（×
200），其中白色箭头所示棕黄色或棕褐色为阳性表达，紫蓝色为苏
木精染的细胞核；②B：实验小鼠黑质区TH阳性表达率（占核染细胞
数百分比）；③与空白组比较##P<0.01；④与模型组比较**P<0.01。

图3 黑质区TH阳性表达比较
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靶细胞。人类胼胝体白质中的 CD8+T 细胞因可长

期驻留于特定的组织器官内，如大脑、皮肤和胃肠道

等，故有组织驻留记忆T细胞的特征，可在再次接触

相同抗原时迅速扩增而进行靶细胞的杀伤 [42]。

CD103+TRM细胞作为CD8+T细胞的特定表面标志

物，是相对特异的T细胞表面分子，受局部组织微环

境中特定信号分子调控，存在自身抗原特异性T细

胞对机体组织造成持续损伤的证据 [43—44]。研究显

示[45]，CD8+CD103+T细胞参与多发性硬化症等神经

退行性疾病的发生、发展。在本研究中通过对CD8+

CD103+T细胞进行免疫荧光双重染色，发现模型组

小鼠CD8+CD103+T细胞的共表达明显高于空白组，

电针可降低，且具有显著性差异。CD103+T细胞表

达的降低，可能是因电针刺激后CD8+T细胞在黑质

区浸润受阻，使得TRM细胞的特征未能展现，作为

特定表面标志物的 CD103+T 细胞受 CD8+T 细胞的

图4 黑质区CD8+T细胞及其表型标记物CD103+T细胞阳性表达比较

注：x±s，n=4/组。①A：实验小鼠黑质区CD8+T细胞及其表型标记物
CD103+T 细胞免疫荧光双标图（免疫荧光共染，×200），红色标记
CD8，绿色标记CD103，蓝色标记细胞核，merge为三者共标图，白色箭
头指示典型共标细胞；②B：实验小鼠黑质区CD8+T细胞及其表型标
记物CD103+T细胞共标率（占核染细胞数百分比）；③与空白组比较
##P<0.01；④与模型组比较**P<0.01。
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调控下降，从而对机体产生的损伤减弱，故我们就进

一步考虑CD103+TRM细胞的降低也可能是上述黑

质区TH增高的一个因素。

CD8+T细胞识别其抗原并被激活时通过涉及一

系列“精心策划”的事件实现对靶细胞的杀伤，最终

导致靶细胞的凋亡和清除。首先 CD8+T 细胞的活

化需要CD4+T细胞提供辅助作用，然而其自身表达

的细胞因子，尤其 IFNγ亦是抗原呈递过程中所需细

胞因子的一个重要来源，而CD8+T细胞是 IFN-γ的

主要来源之一 [46]。此外，活化的巨噬细胞也释放

IFNγ，促进活化的 CD8+T 细胞募集，直接触发靶向

细胞的死亡。同时，CD8+T细胞可释放含有细胞毒

性的颗粒酶传递促凋亡分子，从而发起对靶细胞的

杀伤。其与MHC-I类结合促使储存在胞质溶胶中

的穿孔素和颗粒酶合成[47]，一旦结合储存在细胞毒

性 T 淋巴细胞/靶细胞接触位点的 GzmB 快速分

泌[48]，随之GzmB在靶细胞中的渗透引发凋亡级联

反应，导致靶细胞湮灭。本研究也同样发现，模型组

小鼠黑质区 IFNγ、GzmB表达显著升高，而电针干预

可抑制 IFNγ、GzmB分泌，从而减弱CD8+T细胞对靶

细胞的杀伤力。再结合黑质区CD8+CD103+T细胞

的共表达下降，初步推测可能存在CD8+T细胞识别

的“记忆”被抚平或抹灭，进而使 IFNγ的释放及

GzmB的分泌减少，它们所发挥的杀伤力被弱化，细

胞毒性降低，机体免疫功能自稳，TH的阳性表达顺

势升高，DA能神经元受到保护，黑质区受损神经元

得以改善，最终PD模型小鼠的运动能力提高。

综上所述，本研究结果表明，早期电针干预可以

提高PD模型小鼠的运动能力，增加黑质区TH表达并

改善神经元损伤，其机制可能与电针减少黑质区

CD8+CD103+T细胞浸润，抑制 IFNγ释放及GzmB分

泌，并进一步降低细胞毒性、提高机体免疫功能有关。
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