
!基础研究!

实验性自身免疫性肌炎动物模型的制作
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摘
!

要"目的
!

探讨实验性自身免疫性肌炎"

Q;5

$动物模型制作方法%方法
!

实验动物选用健康雌性英国短毛豚鼠
&)

只!

分为正常组
0

只&佐剂对照组
0

只&

Q;5

组
%)

只%正常组不予任何处理#佐剂对照组采用完全弗氏佐剂"

<7;

$

)'&04+

加等量

PDW

#

Q;5

组采用
<7;)'&04+

加等体积浓度为
%)4

N

'

+

的兔纯化肌球蛋白悬液!分别于
)

&

H

&

%(

&

&%K

进行分次皮下注射!并在

)

&

HK

同时联合腹腔注射百日咳杆菌原液%评价实验动物的临床症状&血肌酶及病理改变%结果
!

正常组及佐剂对照组动物的临

床症状&血肌酶及病理改变未见异常%

Q;5

组动物血肌酶升高!临床症状与病理改变与人类多发性肌炎类似!模型成功率为

,)X

%结论
!

应用纯化肌球蛋白制作实验性自身免疫性肌炎动物模型死亡率低!成功率高!为研究人类发性炎性肌病发病机理和

治疗提供较好的工具!肌球蛋白可能是诱发自身免疫反应的候选成分之一%

关键词"实验性自身免疫性肌炎#肌球蛋白#完全弗氏佐剂#百日咳杆菌
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特发性炎性肌病是一种病因不明的#以累及横纹肌为主的

自身免疫性炎性肌病 '

%

(

*实验性自身免疫性肌炎$

"E

-

"A>4"B:

@$#$8@9>448B"4

U

9.>@>.

#

Q;5

&与人类多发性肌炎和皮肌炎病

理改变具有许多共同特点#因此是研究人类炎性肌病发病机制

和探寻新治疗方法的有用工具'

&

(

*由于诱发炎性肌病的自身

抗原至今仍不清楚#目前多数采用异种骨骼肌匀浆免疫动物

$如豚鼠)大鼠和小鼠&方法诱发
Q;5

#但是存在模型成功率

低)死亡率高等多种问题*近年来国外有应用纯化的肌球蛋白

诱发实验性自身免疫性肌炎的报道 '

*:(

(

#国内尚无此方面研

究*作者采用兔纯化的肌球蛋白作为抗原免疫豚鼠成功制作

了
Q;5

模型#与以往国内报道的骨骼肌匀浆免疫动物诱发的

Q;5

的方法相比#成功率高#死亡率小#同时证实了肌球蛋白

可能作为一种抗原参与了多发性肌炎的发病机制*

@

!

材料与方法

@'@

!

实验动物及试剂
!

选用健康雌性英国短毛豚鼠
&)

只#

I

"

,

周龄#体质量
&0)

"

*))

N

#购于中国人民解放军总医院动

物实验室*纯化兔肌球蛋白$

04

N

"

)'04+

&)完全弗氏佐剂

$

394

-

#"@"OA"8BKk.$K

L

8M$B@

#

<7;

&购于
.>

N

4$

公司#百日咳杆

菌购于北京天坛生物制品研究所*

@'A

!

动物模型制作及分组
!

实验动物分为
*

组#正常组)佐剂

对照组)

Q;5

组*正常组!动物
0

只#不给予任何处理%佐剂对

照组!动物
0

只#免疫物为
<7;)'&04+

加等量
PDW

$冰浴下

混合充分乳化&%

Q;5

组!动物
%)

只#免疫物为
<7;)'&04+

加等体积浓度为
%)4

N

"

+

的兔纯化肌球蛋白悬液$冰浴下混

合充分乳化&*免疫注射部位为背部两侧#均为皮下注射#免疫

剂量为每次
)'04+

#

%

次"周#分别于
)

)

H

)

%(

)

&%K

各进行
%

次

免疫注射#共
(

次*佐剂对照组)

Q;5

组所有实验动物在第
%

次和第
&

次免疫注射同时进行百日咳原液腹腔注射#每只
)'0

4+

#细菌数目为
(]%)

%)个*

@'B

!

评价指标及方法
!

每周免疫注射前所有豚鼠均称重%从

第
&

次免疫注射前开始每周参照韩顺昌等'

%

(的方法进行临床

症状评分%在第
(

次免疫注射后
%

周行肌肉活检%而后行心脏

取血#测肌酸激酶*从临床表现)生化和组织病理
*

个角度进

行模型评价*

@'B'@

!

临床症状评分测定
!

豚鼠于第
(

次免疫注射
%

周后根

据动物体质量)姿势)呼吸及活动情况#参照
?$K$

等'

0

(和

5$@.8C$A$

等'

I

(的方法进行评分*

)

分!无明显的肌无力表现%

%

分!无力咬啮或喊叫%

&

分!休息时隆起体位#头下垂#前肢屈

曲#行走震颤%

*

分!严重肌无力#不喊叫#体质量减轻#甚至肌

肉萎缩#呼吸困难#濒于死亡*$症状居中者分别评分为
)'0

)

%'0

)

&'0

分&*

@'B'A

!

血清
<f

检查
!

豚鼠于第
(

次免疫注射
%

周后心脏缓

慢取血*低温
&)))

转"分#离心
H4>B

#取上清#立即冷冻与
!

,)\

冰箱#标本收集完毕后#送往生化科行血清肌酸激酶$

<f

&

检查$日立全自动生化分析仪&*

@'B'B

!

病理检查及组织病理学分析
!

每只豚鼠于第
(

次免疫

*(,%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



注射后
%

周取材#将豚鼠麻醉$水合氯醛腹腔注射&#取左侧股

四头肌#黄芪胶粉包埋后立即用异戊烷和液氮速冻#低温恒温

切片机连续切片#切片厚度为
0

#

4

#进行苏木素
:

伊红染色

$

!Q

染色&#光学纤维镜观察*所有组织切片根据
f9

L

>4$

等'

&

(描述的方法对组织炎症浸润程度进行分级!

_

未发现病

灶%

=

!累及
%

"

0

肌纤维%

==

!累及
I

"

*)

个肌纤维%

===

!

累及整个肌束%

====

!肌纤维广泛受累超过一个肌束范围*

@'C

!

统计学处理
!

采用美国
[A$

-

F

-

$KPA>.4(

软件分析#各

项指标以
KG>

表示#对组间计量资料进行
6

检验#以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

各组豚鼠一般情况比较
!

正常组豚鼠$

%^0

&全部存活#

进食良好#活动正常#每周重量增长
%0

"

()

N

*佐剂对照组豚

鼠$

% 0̂

&全部存活#第
%

"

&

次免疫注射后局部见
)'&

"

)'0

34

硬结#无局部破溃#进食良好#活动正常#重量每周增长
%0

"

()

N

*

Q;5

组
%)

只豚鼠免疫注射后两周开始出现背部皮

肤红肿)硬结或破溃#其中
%

只豚鼠$

,

号&活动正常#重量增长

缓慢#第
(

周体质量增长
%)

N

%其余
J

只豚鼠第
&

次免疫注射

后出现重量增长缓慢或重量减轻#活动迟缓#进行性加重#

H

号

豚鼠在第
*

次免疫注射后出现严重的肌肉萎缩)呼吸急促)进

食费力等症状#并于第
(

次免疫注射后死亡#死亡后行肌肉病

理检查#死亡原因考虑为肌炎导致的呼吸功能衰竭*

A'A

!

各组豚鼠临床症状评分情况比较
!

正常组和佐剂对照组

豚鼠临床症状评分均为
)

分#

Q;5

组
%)

只豚鼠临床症状评分

见表
%

*

A'B

!

各组豚鼠血清
<f

水平比较
!

正常组豚鼠血清
<f

水平

为
0*(

"

IJI')JRg

"

+

#平均$

I*H'(GI&'J)*

&

Rg

"

+

%佐剂对

照组豚鼠血清
<f

水平为
0&0

"

H)%')0Rg

"

+

#平均$

I*,'(G

0H'),

&

Rg

"

+

%

Q;5

组
%)

只豚鼠血清
<f

水平为见表
%

*

A'C

!

各组豚鼠组织病理学分析比较
!

正常组和佐剂对照组豚

鼠肌肉组织
!Q

染色显示正常*

Q;5

组中
,

只豚鼠
!Q

染色

证实模型成功$模型成功率
,)X

&#镜下可见肌纤维大小不一#

肌纤维变性)坏死及吞噬现象#有较多淋巴细胞和巨噬细胞浸

润%

Q;5

组临床评分正常豚鼠$

,

号&的肌肉病理检查正常%

Q;5

组
%)

只豚鼠病理评分见表
%

*

Q;5

组豚鼠的病理分级

与血清
<f

水平呈正相关$

5̂ )'JII0

#

!

$

)')%

&*

表
%

!!

Q;5

组豚鼠临床评分(血清
<f

水平及炎症

!!

浸润的程度比较

编号 临床评分 血清
<f

水平$

Rg

"

+

& 炎症浸润的程度

% & I*&J'H ===

& %'0 &0,J', ==

* &'0 %),H('& ====

( & 00(('H ===

0 %'0 &I%*'H ==

I %'0 %0J,'* ==

H *

$死亡&

!

====

, ) ,J0'0 _

J & H%*('0 ===

%) % %*0('J =

!!

!

!表示此项无数据*

B

!

讨
!!

论

目前国内外采用较多的是异种动物骨骼肌匀浆免疫动物

方法诱发
Q;5

#模型的严重程度变异大#死亡率较高#应用受

到限制'

*:,

(

*作者参考
d"49@9

等'

J

(的方法应用纯化兔肌球蛋

白诱发豚鼠的自身免疫性肌炎模型#其临床)病理改变与人类

的多发性肌炎相似#成功率高)死亡率低#虽然模型的临床评分

较以往的报道低#但变异性小#是多发性肌炎非常好的动物模

型#可用于多发性肌炎发病机制的研究*与
d"49@9

等'

J

(不

同#作者使用灭活的百日咳杆菌原液代替百日咳毒素作为佐

剂#因此模型的成本相对较低*

复习以往国内的文献报道#肌肉匀浆免疫的实验性肌炎动

物模型肌匀浆蛋白浓度是
*

"

I4

N

"

4+

#需免疫
(

"

,

周时间

成模'

I:H

(

*本组采用了纯化的肌球蛋白#浓度为
%)4

N

"

+

#模型

成功率高达
,)X

#虽然临床评分主要在
%'0

"

&')

分之间#相

对较低#但模型稳定#并且发病早#可较早的筛选动物*同时

Q;5

组肌肉病理改变与人类肌炎相似#表现为肌肉变性坏死

及淋巴细胞侵润#是非常好的多肌炎的动物模型*

本研究发现
Q;5

组豚鼠的病理分级与血清
<f

水平呈

正相关#说明血清
<f

水平是反应
Q;5

急性期肌肉损伤严重

程度的客观指标#在临床上可用来观察多肌炎病情变化和进行

病情的评估*同时作者发现
Q;5

组
,

号豚鼠临床评分正常#

虽然肌肉组织病理正常#但血清
<f

轻度增高#同时体质量增

长较正常组少#考虑为多肌炎的早期#同时可能说明血清
<f

的升高出现在肌肉组织病理改变之前*同样在临床上有时会

碰到血清
<f

升高但肌肉病理正常的患者#可能也是因为同样

的原因*

作者选用雌性豚鼠为实验对象#采用兔纯化肌球蛋白加完

全弗氏佐剂反复多次免疫豚鼠#成功地制作出
Q;5

动物模

型*与以往的多次实验相同#作者证实单纯的
<7;

并不能造

成肌炎模型#表明肌球蛋白在
Q;5

模型中起了决定性的作

用#但
f9F$

U

$4$

等报道应用
<

蛋白可以在
+"S>.

大鼠诱发病

理改变更为严重的肌炎模型*因此#肌球蛋白可能是诱发自身

免疫反应的候选成分之一*
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