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心肌炎是扩张型心肌病的主要发病原因，能造

成心衰和猝死年轻化，目前治疗还仅限于对症，尚不

能从疾病进程和病理生理层面对因处理[1]。心肌炎发

病与自身免疫机制有关。在实验性自身免疫性心肌

炎（Experimental autoimmune myocarditis，EAM）发 病

机制中，细胞因子对于各种炎性细胞活性调节起关

键作用[2]。IL- 18 和 IL- 12 均属 I 型辅助性 T 淋巴细

胞（Th1）型细胞因子，是重要免疫调节剂，具有许多

类似生物学活性，尤其在诱导 IFN-γ和 Th1 型免疫

应答反应上，两者相互协同，能将巨噬细胞和自然杀

伤细胞（NK）介导的非特异性免疫，与 Th 细胞、细胞

毒 T 细胞（Tc）介导的特异性免疫有机结合，在机

体免疫中发挥重要作用，对治疗感染性疾病和增强

疫苗免疫功效等方面有广阔应用前景[3]。目前，有关
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IL-18、IL-12 及相关因子在大鼠实验性自身免疫心肌炎心肌中的表达

时程和特征
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[摘 要] 目的 探讨 IL-18、IL-12 及相关细胞因子在大鼠实验性自身免疫心肌炎（EAM）心肌中的表达时程和特征。方法

以猪心脏肌球蛋白加等体积弗氏完全佐剂，辅结核杆菌 H37Ra 株之乳液为抗原，于 Lewis 大鼠双后肢皮下注射造模（EAM）；用

胶原酶灌流和网筛过滤法分离纯化心肌细胞；经免疫组化技术评估心肌损伤程度；按实时荧光定量法测急性期和慢性期，IL-
18、IL-12 及相关因子（IL-18R，IL-18RAcPL，IL-18BP 以及 IL-12p40，IL-12p35，IL-12Rβ1，IL-12Rβ2）mRNA 表达情况。结果 IL-
18、IL-12 及相关因子表达主要在急性期，免疫后 2 周表达增多并达峰值（P < 0.01，与正常对照组比较），4 周后减少，并与 EAM
病程正相关；IL-18、IL-12 及相关因子主要在巨噬细胞表达，其受体复合物在 αβ T 细胞表达；慢性期仅 IL-18BP 在心肌细胞有

表达。结论 IL-18、IL-12 及相关因子参与 EAM 病理过程，各因子主要集中于急性期巨噬细胞和 αβ T 细胞表达。
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Time course and properties of myocardial expression of IL-18, IL-12, and related cytokines in rat exper－
imental autoimmune myocarditis
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[Abstract] To explore the time course and properties of myocardial expressions of IL-18, IL-12, and related cytokines in rat
experimental autoimmune myocarditis (EAM), an antigen was prepared with an emulsion of porcine cardiac myosin in isopyknic com－
plete Freund's adjuvant, plus Mycobecterium tuberculosis H37Ra strain. EAM model was made by hypodermic injection of the antigen
in hind legs of Lewis rats. Then the isolation and purification of cardiocytes were carried out through the methods of collagenase perfu－
sion and mesh screen filtration, respectively. The degree of myocardial damage was evaluated by immunohistochemistry technique. In
accordance with real-time fluorescence quantitative RT-PCR, the mRNA expression of IL-18, IL-12 and related cytokines (IL-18R,
IL-18RAcPL, IL-18BP and IL-12p40, IL-12p35, IL-12Rβ1, IL-12Rβ2) were examined in the acute-and the chronic-phase. The re－
sults showed that the expression of IL-18, IL-12 and related cytokines mainly occurred in the acute phase, the peak value of expres－
sion was at 2 week after immunization (P < 0.01, compared with control), and diminished at 4 week after immunization, which present－
ed a positive correlation with EAM course. IL-18, IL-12 and related cytokines mainly expressed in macrophage, their receptor com－
plex expressed in αβ T cells, and IL-18BP however, expressed only in cardiac myocytes in the chronic phase. In conclusion, IL-18,
IL-12, and related cytokines are involved in the pathological process of EAM. The expression of various related cytokines almost con－
centrate on macrophage and αβ T cells in the acute phase.
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IL- 18、IL- 12 及相关细胞因子在 EAM 发病时程及

表达特点等报道不多，机理还有待进一步阐明，为

此，我们进行本研究。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 逆转录试剂盒 SuperScriptII（美国 In-
vitrogen）；弗氏完全佐剂（美国 Sigma）；H37Ra 株热

灭活结核杆菌 （美国 Difco）；MagExtractor 基因组提

取试剂盒（日本东洋纺）；SYBR Premix Ex Taq（大连

宝生物工程）；引物 TaKaRa 设计合成。
1.2 主要仪器 LightCycler 荧光实时定量 PCR 仪（德

国罗氏公司）。
1.3 实验动物 8 周龄 Lewis 雄性大鼠 70 只，体质量

180~220 g，中科院上海实验动物中心提供。
1.4 抗原制备 提取猪心脏肌球蛋白溶解于 0.3 mol/L
KCl 溶液中配制成浓度为 10 mg/ml，加同等体积弗

氏完全佐剂及结核杆菌 H37Ra 株之乳液，充分混合

制成抗原。
1.5 动物分组与 EAM 模型制作 ①动物分组：将大

鼠随机分为 EAM模型组和 NS（生理盐水）对照组。
EAM组再随机分为 14，18，21，28 和 90 d 5 个亚组，

每组 10 只大鼠；对照组仅注射 NS。②模型制作：将

大鼠固定于鼠架中，EAM和 NS 组分别在大鼠的双

后肢皮下注射抗原或 NS 0.2 ml，免疫当日记为 0 d，

各组动物观察至相应时间点后处死，开胸取心脏。
1.6 组织病理学检查 取心尖部约 5 mm 厚度心肌，

经 10 %福尔马林溶液固定，石蜡包埋、切片，按 HE
及 Azan- Mallory法染色。
1.7 细胞提取及精制 免疫 18 和 90 d 大鼠，按文献[4]
方法，用纤维酶原溶液灌流 15～20 min 提取细胞。
将提取细胞溶于等渗平衡液中，用 38 和 20μm 直

径网筛滤过（大于 38μm 为心肌细胞，小于 20μm

为非心肌细胞）。正常心脏组织中，非心肌细胞含量

较少，免疫后 18 d 可见大量非心肌细胞。进一步分

离提取心肌细胞和非心肌细胞，可分离出αβT 细

胞，CD11b+ 细胞和非心肌细胞 (NC) 非炎症细胞

(NCNI)。
1.8 RNA 提取和 cDNA 合成 按常规用 TRIzol 试剂

盒提取各组心肌组织，以及αβT，CD11b+，NC 和

NCNI 细 胞 RNA； 用 随 机 引 物 和 逆 转 录 酶 Super
Script II 合成 cDNA。RNA 总量为 5μg，cDNA 终体

积为 20μl，于 - 20℃保存。
1.9 重组质粒构建 以 cDNA 为模板分别行 PCR 扩

增，用回收 PCR 产物与 pGEM- T 载体连接，转入大

肠杆菌 JM109，用 MagExtractor 基因组提取试剂盒提

取和纯化质粒。
1.10 实时定量 RT-PCR 以 100 倍稀释质粒和 cDNA
各 2μl 为模板，用 SYBR Premix Ex Taq 试剂盒和

LightCycler 实时定量 PCR 仪做 PCR 扩增。所有样品

拷贝数，用 LightCycler 统计软件计算。引物见表 1。
1.11 统计学处理 实验数据均以 x±s 表示，采用

StatView5.0 软件进行 t 检验，P<0.05 为有显著差异。

2 结果

2.1 大鼠 EAM组织病理学时程 免疫后 2 周，于

EAM组大鼠心肌组织，可见广泛多量炎性细胞浸润

和组织坏死，随病程进展炎症、坏死逐渐减轻。免疫

后 4 周，可见局部心肌出现纤维化，而正常对照组心

肌组织未见异常（图 1），提示 EAM造模成功。
2.2 IL-18 及相关因子在大鼠 EAM 急性期表达时

程 IL- 18 及相关因子表达随 EAM病程而变化。免

疫后 2 周 ，IL- 18，IL- 18R，IL- 18RAcPL 和 IL- 18BP
mRNA 表 达 明 显 升 高 并 达 峰 值 ， 随 病 程 延 长 逐

渐减少（4周），见图 2。

Sort of IL Sense primer Antisense primer

IL-18 5'-agaagaaggctcttgtgtcaactt-3' 5'-tacaggagagggtagacatccttc-3'

IL-18R 5'-ccaacgaagaagccacagaca-3' 5'-ctcaggatgacactctctcag-3'

IL-18RAcPL 5'-cctatctgatgtccagtggt-3' 5'-ggacaatgaatggagccagt-3'

IL-18BP 5'-gagaattcatttaaatgagacactgtggctgtgcagca -3' 5'-gcagcatcgcggccgtggggcccctgggcctgctgatct -3'

IL-12p40 5'-ccactcacatctgctgctccacaag-3' 5'-acttctcgtagtccctttggttcag-3'

IL-12p35 5'-ccacaaaagacttctttgatgatg-3' 5'-ctcagatagttcatcaccctgttg-3'

IL-12Rβ1 5'-ggacttgagctgctacagggtttc-3' 5'-tccagttgtacaggtactgcgata -3'

IL-12Rβ2 5'-atattggaaggagcgacactctac-3' 5'-tggatctggaatagttctgcaata-3'

表 1 大鼠实验性自身免疫心肌炎(EAM)急性期实时定量 RT-PCR 引物一览表

Tab 1 Primers for quantitative real time RT-PCR in acute phase of EAM in rats
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EAMrats immunized at day 0 (normal) and killed at week 2, 3 and 4
(x-axis) in the acute phase. y-axis: absolute copy numbers of mRNA/total
RNA (n = 3). a) IL- 18；b) IL- 18R；c) IL- 18RAcPL；d) IL- 18BP. Illus-
tration indicated that the expression climax of various cytokines was at week
2 after immunity, and gradually decreased fromweek 3 toweek 4.
图 2 IL-18 及相关因子在大鼠实验性自身免疫心肌炎（EAM）

急性期心肌表达时程
Fig 2 Time courses of the myocardial expression of IL-18 and

related cytokines in EAM rats
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a) IL- 18；b) IL- 18R；c) IL- 18RAcPL；d)IL- 18BP. y -axis:
absolute copy numbers of mRNA/total RNA (n=3); x-axis: cells sep-
arated and purified from normal and EAMheart in the acute- (day 18)
and the chronic- phase (day 90), including normal cardiac myocytes,
macrophages,αβT cells, and non- cardiomyocytic non- inflammatory
(NCNI) cells in the acute phase, and cardiac myocytes in the chronic
phase.
图 3 IL-18 及相关因子在大鼠 EAM 急性期和慢性期心

肌表达特征
Fig 3 Properties of the myocardial expression of IL-18 and
related cytokines in rat EAM during the acute-and the

chronic-phase
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EAMrats immunized at day 0 (normal) and killed at day 14 (week 2),
21 (week 3), and 28 (week 4) after injection of cardiac myosin and stained
with H&E (a, b, c) and Azan- Mallory staining (d, e, f). Photos showed that
multiple and extensive inflammatory cells formed and infiltrated into my-
ocardium at week 2 after immunity (a, d), inflammation and necrosis gradu-
ally alleviated at week 3 (b, e), and partial fibrosis appeared at week 4 (c, f),
respectively (n = 3).
图 1 大鼠实验性自身免疫心肌炎（EAM）组织病理学时程（×20）
Fig 1 Time course of histopathological demonstration in EAM

rats（×20）

2.3 IL-18 及相关因子在大鼠 EAM 急性期和慢性

期表达特征 从正常心肌及 EAM急性期（18 d）和慢

性期（90 d）分离纯化细胞显示，在急性期，IL- 18 主

要表达于巨噬细胞中 （图 3a）；IL- 18R 表达于αβT
细胞（图 3b）；IL- 18RAcPL 可在αβT 细胞，巨噬细

胞和 NCNI 细胞表达（图 3c）；而 IL- 18BP 可表达于

多种细胞，但急性期主要在巨噬细胞和 NCNI 细胞

表达（图 3d）。慢性期除 IL- 18BP 在心肌细胞有些表

达外，其他细胞均表达很少。

2.4 IL-12 及相关因子在大鼠 EAM 急性期心肌表

达特征 IL- 12p40 主要在巨噬细胞表达 （图 4a），

IL- 12p35 主要在αβT细胞表达；也能在巨噬细胞、
心 肌 细 胞 检 出 ， 但 在 NCNI 细 胞 较 少 （图 4b）。
IL- 12Rβ1 和 IL- 12Rβ2 在 αβT 细胞有较多表达

（图 4b～d），而在心肌细胞和巨噬细胞却没有或很

少有表达（图 4c，d）。
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3 讨论

本研究显示，IL- 18、IL- 12 及相关因子在大鼠

EAM心肌表达主要发生在急性期，免疫后 2 周表达

增多并达峰值，4 周后减少，并与 EAM病程呈正相

关。 IL- 18 和 IL- 12p40 主 要 表 达 于 巨 噬 细 胞 ；

IL- 18R、IL- 12p35、IL- 12Rβ1 和 IL- 12Rβ2 在αβT
细胞有较多表达；IL- 18RAcPL 和 IL- 18BP 可在αβT
细胞，巨噬细胞和 NCNI 细胞表达，但急性期却主要

在巨噬细胞和 NCNI 细胞表达。IL- 12p35 也能在巨

噬细胞、心肌细胞检出，但在 NCNI 细胞表达较少。
慢性期仅 IL- 18BP 在心肌细胞有表达，其他因子表

达均少。本研究首次全面系统证明，IL- 18、IL- 12 及

相关因子参与 EAM急性期病理进程，免疫细胞主要

集中于巨噬细胞和αβT 细胞。IL- 18 和 IL- 12 在相

似时段和相似细胞表达特性表明，在 Th1 免疫反应

中两者确有相互关联和协同作用，这与文献资料基

本一致。已知αβT 细胞占 T 细胞总数 95%以上，

识别由 MHC 分子提呈的蛋白质抗原，具有 MHC
限制性，是介导细胞免疫及免疫调节的主要细胞。
大鼠 EAM类似人巨细胞心肌炎，反复发作会导致

扩张性心肌病。巨噬细胞和 CD4+αβT在 EAM急性

期均能渗入心脏，其中 CD4+αβT 在该病启动进程

中起重要作用[5]。免疫分子在 EAM心脏基因表达变

化，从急性期到恢复期，是多种多样的，例如，Th1
细胞因子在急性期增加，恢复期却减少；而 Th2 细

胞因子在恢复期增加。本人曾证明，IL- 17 在 EAM
急性期就有αβT 细胞高度表达，在 EAM发病中

起重要作用，抑制 IL- 17 也许是改善 EAM 的可能

途经[6]。
IL- 18 属 IL- 1 超家族成员 [7]，主要产生于活化

的巨噬细胞和肝脏枯否细胞，为 Th1 反应辅助因子，

具有多种生物学功能，如诱导 IFN-γ[8]，增强 NK 细

胞细胞毒作用，促进 T细胞增殖等。IL- 12 是抗原提

呈细胞分泌表达的一种细胞因子，对靶细胞生物学

效应也是多种多样，其独特、重要生物学活性是调节

Th1 和 Th2 细胞间平衡，通过促进 Th1 反应，增强细

胞免疫应答，诱导分泌 IFN-γ和 TNF-α等因子表

达，促进细胞毒性 T 淋巴细胞毒性和增强 NK 杀伤

效应，对免疫调节、抗肿瘤及抗感染等有十分重要

作用。IL- 18 和 IL- 12 具有许多类似生物学活性，但

结构上却不相似。据报道，在诱导 IFN-γ和 Th1 反

应上，两者相互协同，是相应信号转导途径相互作

用，活化 IFN-γ基因表达等所致，也是相应受体表

达增强结果。IL- 18 通过活化 IL- 1 受体(IL- 1R) 相

关激酶(IRAK) /TNFR 相关因子(TRAF) 途径，活化

蛋白(AP)21 和 NF-κB，从而诱生 IFN-γ [9]。IL- 12
则是通过活化 Janus 激酶(JAK)信号转导物及转录

信号途径活化因子(STAT) 系统诱生 IFN-γ。IL- 12
和IL- 18 也可相应增加其在 T 细胞上受体，刚分离

出 T 细胞不能表达 IL- 18Rα，也不能对 IL- 18 刺

激产生应答，但用 IL- 12 刺激后，就能逐渐表达

IL- 18Rα，对 IL- 18 产生应答。IL- 18 还可增强 Th1
细胞表达 IL- 12Rβ2[10]。因此, IL- 18 和 IL- 12 可在

各种水平协同诱导 IFN-γ。在 IL- 12 协同作用下，

IL- 18 还能诱导 NK 细胞、B 细胞、巨噬细胞和 CD8+

T 细 胞 生 成 IFN-γ。因 此 ，IL- 12 为 IL- 18 诱 导

IFN-γ之所需[11]。
IL- 18R 属 于 IL- 1 受 体 /Toll 样 受 体

（IL- 1R/TLR）家族，是 IL- 18Rα 和 IL- 18Rβ 复合

体。 IL- 18Rα 直 接 结 合 IL- 18。 IL- 1RAcpL，即

IL- 1RAcp 样受体，因 IL- 18Rβ与 IL- 1R 辅助蛋白

IL- 1RAcp 同源而得名。IL- 1RAcpL本身不直接结合

IL- 18, 但 与 IL- 18Rα 形 成 复 合 物 后 可 增 加

IL- 18Rα 与 IL- 18 亲 和 力 , 有 信 号 转 导 作 用。
IL- 18Rα 和 IL- 18Rβ 共同表达对由 IL- 18 引起

NF-κB 和 Janus 激 酶 （JNK） 活 化 所 必 需 [12]。
IL- 18BP，即 IL- 18 结合蛋白，是 IL- 18 天然拮抗

剂，它可高亲和力与 IL- 18 结合，阻断 IL- 18 诱导

IFN-γ 产 生 及 NF-κB 活 化。 IL- 18 及 IL- 18/
IL- 18BP 复合体局部水平，可能在决定 IL- 18 生物

活性方面有重要作用，有人证明，提高 IL- 18BP 在关

节腔内表达或给予外源性 IL- 18BP，均可以使胶原

诱导关节炎发生率减低及关节周围 TNF-αmRNA
表达水平下降。因此，利用 IL- 18BP 拮抗 IL- 18 生物

学活性，可在炎症、感染性疾病和肿瘤中发挥重要免

疫调控及免疫预防作用[13- 14]。
总 之 ，IL- 18、IL- 12 及 相 关 因 子 参 与 EAM

急 性 期 病 理 进 程 ，其 靶 细 胞 主 要 是 巨 噬 细 胞 和

αβT 细胞。IL- 18 和 IL- 12 在 Th1 免疫反应中有

相互关联和协同作用，这也许为深入探讨自身

免疫性心肌炎或自身免疫性疾病发病机制，以及

未来预警并防治此类疾病将提供新的基础实验

依据。

a)IL- 12p40；b)IL- 12p35；c)IL- 12Rβ1；d)IL- 12 Rβ2. y-axis:
absolute copy numbers of mRNA/total RNA (n=3). x-axis：cells separated
and purified from an EAMheart in the acute phase (day 18), including nor-
mal cardiac myocytes, macrophages,αβT cells, and NCNI cells.

图 4 IL-12 及相关因子在大鼠 EAM 急性期心肌表达特征

Fig 4 Properties of the myocardial expression of IL-12 and
related cytokines in rat EAM during the acute phase
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