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【摘要】：实验性自身免疫性心肌炎动物模型（experimental autoimmune myocarditis, EAM）作为自身免疫性心肌炎机制、诊断、药物治疗等实验研究的重要载体，在心肌炎科学研究中发挥着重要的作用。本文针对EAM模型的建立及评价予以综述，分别对心肌自身抗原、心肌自身抗原表位、活化自身免疫细胞、干酪乳杆菌细胞壁成分等介质诱导的EAM模型进行整理总结，分析比较各造模方法的特点并阐述EAM模型的评价方法，为建立客观的EAM模型提供有效依据。 
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The establishment and evaluation of Experimental

autoimmune myocarditis models
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(1.Tianjin university of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  300193, China; 2.The first affiliated hospital of Tianjin university of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  300193, China) [Abstract] Experimental autoimmune myocarditis(EAM) animal models have played very important role in the research on mechanism, diagnosis and treatment of myocarditis. This article summarizes the establishment and evaluation of EAM models induced by myocardial autoantigen, myocardial autoantigen epitope, activated  autoimmune cell and lactobacillus cell wall extract, which clarifies characteristics and evaluation methods of various models and provides an effective basis for objective establishment of EAM models.
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病毒性心肌炎（viral myocarditis, VMC）是引起儿童及青少年猝死最常见的病因之一，其临床表现为不同程度的心功能障碍以及全身症状，许多甚至发展成

为扩张型心肌病（dilated cardiomyopathy, DCM）。从VMC发展到DCM的过程中，病毒诱导的自身免疫反应比病毒直接毒害作用更为重要，自身免疫性心肌炎是病毒性心肌炎发展的第二阶段，即自身免疫阶段，它在心肌炎发生发展中起着至关重要的作用，因此备受关注。因此建立实验性自身免疫性心肌（experimental autoimmune myocarditis, EAM）模型可以为该病机制研究、预后判断和药物治疗创造条件。本文就EAM模型的建立与评价做一综述，期望为今后的研究提供参考。

1．EAM模型的建立

    VMC发病过程包括两个阶段：早期为病毒直接损害心肌细胞，使胞内自身抗原（主要为心肌肌凝蛋白）释放。后期则是继发性自身免疫反应阶段，释放出的自身抗原与抗原提呈细胞（antigen-presenting cell, APC）表面的主要组织相容性抗原Ⅱ（major histocompatibility antigenⅡ, MHCⅡ）类分子结合，形成抗原肽- MHCⅡ类分子复合物。APC将抗原提呈给CD4+T细胞识别，激活CD4+T细胞[1]。CD4+T细胞根据其所分泌的炎症介质的不同可分为Th1与Th2两种类型。Th1细胞分泌IL-2、IFN-γ，主要与细胞免疫有关，刺激细胞毒性T细胞的增殖、巨噬细胞激活等，起到致炎作用；Th2细胞分泌IL-4、IL-5、IL-6、IL-10，主要与B细胞激活及体液免疫有关，起到抗炎作用。Th1细胞和Th2细胞分泌的炎症介质相互影响，相互制约，形成复杂的炎症介质的网络环境[2]。下面具体介绍不同方法诱导的EAM模型。
1.1 心肌自身抗原诱导的EAM模型
    心肌自身抗原主要包括心肌肌凝蛋白（cardiac myosin, CM）、心肌C蛋白、ADP/ATP载体蛋白、β肾上腺素能受体、M2胆碱能受体等。有学者从猪心肌中提取并纯化CM，与等体积完全弗氏佐剂（complete Freund's adjuvant, CFA）混合形成乳浊液，于Lewis大鼠的双侧后肢足垫区多次注射[3][4]，结果显示：初次免疫后第18天呈现急性期表现，主要以心肌炎性细胞浸润为特征，心脏呈现明显的炎症水肿甚至伴有心包积液，心功能降低；第30天呈现亚急性期表现，炎症逐渐消退，心功能出现短暂的回升；第49天呈现慢性期DCM的表现，形成明显的心肌纤维化并且伴有心室腔扩大，心功能再次显著降低。此外，第18天、30天均能检测到高滴度的抗CM抗体，而第49天抗体滴度降低，呈先升高后降低的趋势[5]。
该模型的优点是成功率高，死亡率低，模型稳定，病变典型，以严重的心肌损害和炎性细胞浸润为特征，与人类病毒性心肌炎的损伤过程极其相似，并且可以发展成为DCM，是研究人类心肌炎及DCM的代表模型。其不足之处在于CM的提取制备极其复杂，难度较大，局限了EAM模型的广泛应用。

1.2 心肌自身抗原表位诱导的EAM模型

1.2.1 心肌肌凝蛋白抗原表位诱导的EAM模型

CM分子、APC、激活的自身免疫CD4+T细胞是导致EAM发生、发展的关键因素。其中，CD4+T细胞主要识别由APC 加工后呈递的CM分子抗原表位，该抗原表位即为CM分子主要的致病序列。研究显示，不同品系易感动物其显性致病表位不同，即使是同一品系动物也存在多个致病表位。对于Lewis 大鼠，CM 分子S2区的1052-1073，1070-1165位及LMM区的1304-1320，1539-1555位多肽序列均可致病；而对于BALB/c 小鼠，CM 分子头端614-627位多肽序列是最主要的致病表位[6-8]，其诱导出的EAM严重程度与完整CM 分子诱导出的一致，并且该肽段易于人工合成与纯化，可操作性强。

将人工合成的CM 分子614-627位多肽，与等体积CFA混合形成乳浊液，于BALB/c小鼠双侧腋下和腹股沟分3次注射[9]，结果显示：初次免疫后第14 天，心肌细胞损伤，局部出现炎性细胞浸润；第21 天，血清肌钙蛋白-I达高峰，心肌细胞损伤与炎症浸润更加严重；第60天，炎症基本消退，呈现间质纤维化。该方法诱导的EAM 模型具有针对性强、注射量少、可操作性强等优点。同时通过诱导机体对抗原表位的免疫耐受而防止心肌损伤，为DCM 的治疗提供了新思路[10]。

1.2.2 心肌C蛋白抗原表位诱导的EAM模型

    心肌C蛋白是CM结合蛋白的一种，位于CM表面，诱导心肌炎的作用更强。提取足量高度纯化的天然心肌C蛋白非常困难，后来发现使用重组C蛋白片段(317-647)可以克服以上问题。将重组C蛋白片段(317-647)与等体积CFA混合形成乳浊液，于Lewis大鼠双侧后肢足垫区单次注射，结果显示：免疫后第2周以急性、弥散性炎症浸润为主；第4周以纤维瘢痕形成为主要病理表现；第6周进入DCM 阶段[11]。

该方法诱导的EAM 模型与CM致病表位诱导的EAM 模型相比较，只需注射一次，并且诱导出发病程度更加严重的自身免疫性心肌炎，但是免疫后第50天有75%的大鼠死于心衰，剩余存活的100%发展为DCM。该模型病死率高，不适用于观察时点较长的实验。此外，也有学者运用心肌线粒体腺嘌呤核苷易位酶多肽、线粒体ADP/ATP载体肽诱导小鼠EAM模型[12]，但方法仍不成熟，有待进一步研究。

1.3 活化自身免疫细胞诱导的EAM模型
1.3.1 回输自身免疫性CD4+ T淋巴细胞诱导的EAM模型

从CM 抗原表位诱导的EAM大鼠体内提取出自身免疫性CD4+T淋巴细胞，将其在体外培养后通过尾静脉输入正常的Lewis大鼠体内，结果显示：它可以引发心肌的持续性炎症反应以及心肌细胞的凋亡损伤，6个月后大鼠出现心室扩张、心肌肥大并伴有大量纤维化，其病理表现类似人类DCM的表现[13]。该方法诱导的EAM 模型病变程度较轻，发展为DCM的过程较长，并且操作较为繁琐，因此没有被广泛应用。
1.3.2 回输刺激活化的自身树突状细胞诱导的EAM模型

通过脂多糖和CD40 激活物活化自身树突状细胞（dendritic cell, DC）表面的Toll 样受体和CD40 受体，以激活小鼠DC，然后输入正常BALB/c小鼠体内。研究显示，载有CM 抗原表位多肽并活化后的DC 可直接引起大量CD4+T 淋巴细胞在小鼠心肌中浸润，造成严重的EAM。心肌细胞自身损伤后将自身抗原暴露于DC，DC可摄取抗原并且经过活化机制(刺激Toll 样受体及CD40 受体)向CD4+ T呈递自身抗原，以激活CD4+T细胞，最终发生自身免疫性心肌损伤。用上述方法诱导的EAM小鼠，当其心肌炎症反应减退甚至消失后可再次被激活DC 的因素诱导复发，并可在短期内发展为类似人类的DCM。该方法诱导的EAM 模型操作较为繁琐，影响因素多，因此没有得到广泛应用[14]。

1.4 干酪乳杆菌细胞壁成分（lactobacillus cell wall extract,  LCWE）诱导的EAM模型

干酪乳杆菌是人类及哺乳动物肠道益生菌，参与肠道菌群平衡调节。有学者基于LCWE成功诱导BALB/c小鼠发生川崎病和关节炎的研究，运用LCWE诱导EAM。干酪乳杆菌细胞壁所含的鼠李糖和NO-乙酰基半乳糖胺可能与小鼠心肌有交叉抗原。LCWE可造成小鼠免疫性心肌损伤，导致心肌细胞损伤，抗原暴露，从而产生更多的抗心肌抗体。

分别于第0天、第3天、第5天、第10天经小鼠腹腔皮下注射LCWE，初次免疫后第14天全部小鼠出现不同程度的心肌炎症损伤，主要表现为淋巴细胞浸润、局灶性心肌坏死和局灶性出血，小鼠脾脏淋巴细胞升高，血清抗心肌抗体滴度升高；第28天炎症减轻，脾脏淋巴细胞较前下降，血清抗心肌抗体滴度较前无明显变化。该方法诱导的EAM 模型心肌病理改变典型，群体发生率高，具有被广泛应用的潜质，但其发生机制还有待明确，以及LCWE如何引起小鼠不同部位的病理改变尚不清楚[15]。

2．EAM模型的评价
建立EAM模型后，如何评价其发病情况以及通过哪些检测方法观测自身免疫性心肌炎的病理过程，显得尤为重要。我们大体可以通过以下几个方面观测与评价EAM模型：⑴病理学检查，是评价心肌炎症及纤维化程度的首选方法，也是评价EAM模型的“金指标”，该方法通常采用HE染色或Masson三联染色后，光学显微镜下观察心肌病理改变情况并进行积分：每张切片随机选取5个高倍视野，计算每个视野中炎症介质浸润及纤维化面积和整个视野面积之比，无病变计0分，小于等于25％计1分，大于25％小于等于50％计2分，大于50％小于等于75％计3分，大于75％计4分[16]；还可用饱和苦味酸天狼星红染色后，偏振光显微镜下观察心肌纤维化情况并进行纤维化分级：无纤维化为0级，少量纤维增生为l级，纤维聚集成片为2级，纤维增生累及心肌外膜为3级，部分心肌全层纤维增生为4级，心肌广泛纤维化为5级。[17]。⑵心功能检查，是评价心肌损伤程度和心脏结构改变的重要方法，通常采用心脏彩超技术检测左室舒张末内径、左室收缩末内径、室间隔厚度、左室后壁厚度、射血分数、室间隔运动幅度等指标，并计算左室短轴缩短率[18]；插管至左心室腔，连接压力换能器,记录左室压力曲线, 获得左室收缩压峰值、左室舒张末压、等容期内左室压力最大变化速率等指标[19]。⑶血清生化指标检测，是评价心肌炎症反应和纤维化程度的辅助方法,采用ELISA法检测血清L-2、IL-4、IL-10、IFN-γ（IFN-γ是自身免疫性心肌损伤的主要致病因子）等炎症介质水平[20]，以及Ⅰ型前胶原羧基端肽(PICP)、Ⅲ型前胶原羧基端肽(PⅢNP)的含量；用放射免疫分析法检测血清透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)的含量[21]。
3．小结

    对EAM动物模型的研究经历了递进式的发展过程, 与其相伴的是对心肌炎发展到DCM过程中自身免疫反应机制的进一步认识。但是仍存在一些问题: ⑴不同方法诱导出的EAM动物模型，其病理过程及发病严重程度的差异有待进一步说明；⑵在疾病发生发展过程中，多种抗体和细胞因子处在一个复杂的体系，他们的网络性调节作用有待阐明；⑶缺乏对影响宿主遗传易感性的相关基因及其作用机制的研究；⑷获得性免疫系统与天然免疫系统之间的关系以及他们在疾病发生发展过程中的作用仍需进一步研究；⑸完全阻断抗体在体内的作用很难，但阻止CD4+T细胞或阻断其作用相对容易，因此以CD4+T细胞作为治疗靶点的研究有待深入与突破。
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