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热习服对热射病小鼠中枢神经细胞自噬及凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　探讨热习服对热射病小鼠中枢神经细胞自噬及凋亡的影响。方法　 ４８只Ｃ５７雄
性小鼠分为正常对照（ＣＯＮ）组、热习服（ＨＡ）组、热射病（ＨＳ）组、热习服＋热射病（ＨＡ＋ＨＳ）组，分别建
立热习服和热射病模型。观察比较各组动物脑组织含水量，脑切片ＨＥ染色观察病理学改变，ＦＪＢ染色
观察神经细胞变性情况，ＴＵＮＥＬ染色标记凋亡神经细胞，免疫荧光标记自噬神经细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｃａｓｐａｓｅ３及ＬＣ３蛋白表达。结果　在４３℃环境中暴露１２０ｍｉｎ后，ＨＡ＋ＨＳ组脑组织含水量为（７８．５４±
０２５）％，显著低于ＨＳ组的（７９．６４±０．２１）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；脑组织病理学显示ＨＳ组
细胞肿胀，胞质疏松，染色质边集，核明显固缩、破裂、溶解，细胞空泡化明显，神经元变性和凋亡加剧，

ＨＡ＋ＨＳ组细胞损伤程度明显减轻，神经元变性和凋亡减轻，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显下降（Ｐ＜０．０５）；
ＨＡ、ＨＡ＋ＨＳ和ＨＳ组神经细胞自噬均明显增强，但与ＨＳ组相比，ＨＡ＋ＨＳ组自噬程度下降，且 ＬＣ３蛋
白表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　热习服对热射病小鼠脑损伤具有保护作用，并可减轻热射病导致
的中枢神经细胞自噬及凋亡。
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　　热射病（ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＨＳ）是一种最为严重的中暑
类型，主要表现为体温调节障碍、高热、中枢神经损伤

症状，病死率高。因此，对热射病的救治及预防一直是

高温医学和急救医学研究的重点［１］。机体长期接受

非损伤性热刺激可出现一系列适应性反应，形成热习

服（ｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｚａｔｉｏｎ，ＨＡ）、热耐受性和稳定性增强，
对后续的损伤性热应激具有保护作用，可有效预防热

射病的发生［２］，本课题组前期研究证实ＨＡ对小鼠ＨＳ
脑损伤具有保护作用［３］，但其保护作用机理仍不完全

清楚。为此，本研究主要观察了ＨＡ对ＨＳ小鼠脑损伤
的干预作用以及对中枢神经细胞自噬及凋亡的影响，

以期探讨ＨＡ对ＨＳ导致中枢神经损伤的保护作用及
其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要试剂
１．１．１　实验动物及分组　　４８只８～９周龄健康雄
性Ｃ５７小鼠（由第三军医大学实验动物中心提供），体
质量２１．３～２３．５ｇ，采用随机数字表法将动物分为正
常对照组（ＣＯＮ组）、热习服组（ＨＡ组）、热射病组（ＨＳ
组）、ＨＡ＋ＨＳ组，各１２只，其中每组中分别取４只小
鼠用于脑组织含水量测定、４只小鼠灌注后行脑组织
冰冻切片用于形态学观察（包括 ＨＥ染色、ＦＪＢ和免疫
组织化学染色）、４只小鼠提取脑组织蛋白进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。ＣＯＮ组正常饲养，ＨＡ组与 ＨＳ组
按１．２．１所述方法处理，ＨＡ＋ＨＳ组为达到 ＨＡ后再
给予ＨＳ组处理条件处理。饲养及实验过程中遵守实
验动物管理与保护准则。

１．１．２　主要试剂　　ＦＪＢ染料购于美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒ公司
（货号 ＡＧ３１０），Ｃａｓｐａｓｅ３兔抗鼠和 ＬＣ３兔抗鼠抗体
均购于美国 ＣＳＴ公司（货号分别为 ９６６４和 １２７４１），
ＴＵＮＥＬ染色 ＰＯＤ凋亡试剂盒购于美国 Ｒｏｃｈｅ公司
（货号为１１６８４８１７９１０），驴抗兔ＡＬＥＸＡＦＬＵＲＯ５９４标
志的 ＩｇＧ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（货号 Ｒ３７１１９），其
余常规试剂均购于碧云天公司。

１．２　方法
１．２．１　ＨＡ和ＨＳ动物模型的建立　　根据文献［３－
５］报道的ＨＡ和ＨＳ模型构建条件，ＨＡ组小鼠置于温
度（３４．５±０．４）℃热习服室连续３０ｄ，自由食水，照明
７：００～１９：００；研究已证实该条件下小鼠可达到稳定的
热习服状态，表现为基础代谢率和心率下降，热耐受能

力增强。ＨＳ组小鼠置于特定环境智能型模拟实验舱
（天津合普，ＨＯＰＥＭＥＤ８１５０Ｅ型）（４３±０．５）℃加热
１２０ｍｉｎ，肛温＞４２．５℃认为达到ＨＳ，结束应激。
１．２．２　脑组织含水量测定　　按照实验分组条件处
理后，即刻处死小鼠，快速取出全脑，剥离脑膜，拭去血

液，至于１０５℃烤至恒量（两次称量差≤０．２ｍｇ），按

照Ｅｌｌｉｏｔｔ公式计算脑组织的含水量：脑组织含水量 ＝
（湿质量－干质量）÷湿质量×１００％。
１．２．３　脑组织ＦＪＢ染色标志变性神经元　　经相应
组别处理后的小鼠经４％多聚甲醛灌注固定，进行连
续冰冻切片，厚度２５μｍ，置于４％多聚甲醛固定液中
４℃保持备用。取脑组织进行冰冻切片于１％ＮａＯＨ
８０％乙醇混合液浸泡、蒸馏水洗涤、０．０６％高锰酸钾溶
液浸泡１５ｍｉｎ，洗涤后新鲜配制的０．０００４％ＦＪＢ工作
液中避光染色３０ｍｉｎ、洗涤、脱水、透明、抗荧光淬灭剂
封片，荧光显微镜下（激发光波长为４５０～４９０ｎｍ）观
察大脑皮层额顶叶运动区（本组研究中的组织染色观

察区域均为额顶叶运动区、冠状切、前囟门±１ｍｍ处，
该区域为温度感觉的响应区域）并采集图像。

１．２．４　免疫荧光标志 ＬＣ３检测自噬体　　分别采用
免疫荧光标志 ＬＣ３检测自噬体和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＬＣ３表达量。免疫荧光标志主要步骤为：冰冻切片经
固定、血清封闭后于４℃孵育一抗ＬＣ３（１∶１００）过夜，
室温复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，３７℃孵育驴
抗兔ＡＬＥＸＡＦＬＵＲＯ５９４标志的 ＩｇＧ（１∶２００）３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤后ＤＡＰＩ复染细胞核，抗荧光淬灭封片，激光
共聚焦观察并采集图像。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白ＬＣ３和凋亡相
关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３表达　　处死小鼠后，快速取脑组织
额顶叶皮层，提取蛋白并测定蛋白浓度，每孔加样

４０μｇ进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，湿转法将蛋白转移
至ＮＣ膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后分别孵
育一抗 ＬＣ３（１∶１０００）和 Ｃａｓｐａｓｅ３和内参 βａｃｔｉｎ
（１∶１０００）４℃过夜，ＴＢＳＴ洗涤，驴抗兔二抗标志 ＩｇＧ
（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，洗涤，ＥＣＬ化学发光法显影，
ＢｉｏＲａｄ成像并采集图像，读取灰度值，目的条带灰度
值分别与内参条带灰度值进行比较。

１．２．６　ＴＵＮＥＬ染色法标志凋亡神经细胞　　按照操
作说明书，冰冻切片经固定后，浸入３％Ｈ２Ｏ２甲醇溶液
中封闭 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，浸入新鲜配制的 ０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００－０．１％柠檬酸钠溶液中通透 ２ｍｉｎ，加
ＴＵＮＥＬ反应液于３７℃避光反应１ｈ，ｃｏｎｖｅｒｔｅｒＰＯＤ转
换液于 ３７℃反应 ３０ｍｉｎ，底物 ＤＡＢ室温反应显色
１０ｍｉｎ，洗涤后苏木精复染，脱水、光学显微镜观察并
采集图像。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
采用ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验进行组间比较。

２　结果

２．１　脑组织含水量测定
　　结果显示，ＨＳ组含水量最高，其次为ＨＡ＋ＨＳ组，
ＨＡ组与ＣＯＮ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较
图１　各组小鼠脑组织含水量

２．２　ＨＥ染色脑组织病理改变
　　ＣＯＮ组脑组织结构正常，胞质与胞核结构清晰，
ＨＡ组小鼠脑组织细胞核呈现出轻微的固缩，ＨＳ组细
胞肿胀，胞质疏松，染色质边集，核明显固缩、破裂、溶

解，细胞空泡化明显，ＨＡ＋ＨＳ组细胞核固缩和空泡化
程度明显轻于ＨＳ组，提示ＨＡ预处理减轻了ＨＳ导致
的脑组织病理改变（图２）。
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Ａ：ＣＯＮ组；Ｂ：ＨＡ组；Ｃ：ＨＡ＋ＨＳ组；Ｄ：ＨＳ组
图２　ＨＥ染色观察各组小鼠大脑皮层病理改变

２．３　ＦＪＢ染色神经元变性情况
　　各组小鼠脑组织切片 ＦＪＢ染色结果见图３，发绿
色荧光的为ＦＪＢ阳性细胞，ＣＯＮ组和 ＨＡ组有少量的
阳性细胞，ＨＡ＋ＨＳ组和 ＨＳ组阳性细胞明显增多，其
中ＨＳ组阳性细胞最多。每组４只小鼠，每只小鼠随
机选取５个视野，对 ＦＪＢ阳性细胞进行计数分析，ＨＳ
组及ＨＡ＋ＨＳ组阳性细胞数均显著高于 ＣＯＮ组，与
ＨＳ组比较，ＨＡ＋ＨＳ组阳性细胞明显减少，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．４　各组小鼠神经细胞自噬情况
　　蓝色为 ＤＡＰＩ标志的细胞核，红色荧光的为 ＬＣ３
阳性细胞，ＣＯＮ组观察到少量的散在分布的阳性细
胞，ＨＡ和ＨＳ处理均诱导神经元自噬增强，其中ＨＳ组
阳性细胞最多，荧光强度最高（图５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示，ＬＣ３Ⅱ趋势与荧光结果一致（图６）。
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Ａ：ＣＯＮ组；Ｂ：ＨＡ组；Ｃ：ＨＡ＋ＨＳ组；Ｄ：ＨＳ组
图３　ＦＪＢ染色观察各组小鼠大脑皮层神经元变性
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图４　各组小鼠大脑皮层神经ＦＪＢ染色阳性细胞计数
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图５　ＬＣ３荧光染色观察各组小鼠大脑皮层细胞自噬

１６０１
第３７卷第１１期
２０１５年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１５



!"#!"!$%!$&

#

"!

!"#!#!$'!$&

#

"!

$!()*+,!-.!$&

#

"!

"/0# 12# 13# 12413#

&5%

&67

&6'

&68

&6-

&6#

&6.

&6$

&

"/0# 12# 13# 12913#

!
"
#
!
#

:
$
!
(
)
*
+
,

%

&

(

;

()

#$

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００５，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＯＮ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３蛋白在各组小鼠大脑皮层中的表达

２．５　各组小鼠脑组织神经细胞凋亡情况
　　棕色为阳性细胞。ＣＯＮ组未观察到 ＴＵＮＥＬ阳性
细胞，ＨＡ组有散在的阳性细胞，ＨＡ＋ＨＳ组和ＨＳ组阳
性细胞明显增多，ＨＳ组阳性细胞最多（图７）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，Ｃａｓｐａｓｅ３趋势与ＴＵＮＥＬ结果一致（图８）。
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图７　ＴＵＮＥＬ染色观察各组小鼠大脑皮层细胞凋亡　（×８００）

!"#! $%! $&! $%'$&!

!"(! $%! $&! $%'$&!

)*+

,*-

,*.

.*/

.*0

.*+

.*-

.

1234235!6",/!,.

6

#!

"!2789:"+-!,.

6

$!

!
2
3
4
2
3
5
!
6
;
"
!
2
7
8
9
:

#

$

2

2<

!%

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００５，与ＣＯＮ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组小鼠大脑

皮层中的表达

３　讨论

　　ＨＳ是一种最为严重的中暑类型，不仅在发病过
程中会出现谵妄、昏迷等精神神经症状，而且部分患者

治愈后仍出现神经损伤后遗症。因此，大多数学者认

为中枢神经损伤可能是其高致死率的主要原因之

一［６］。本研究发现 ＨＳ小鼠脑含水量显著增加，提示
ＨＳ导致了明显脑水肿，ＨＥ染色结果观察到明显脑组
织病理学变化，表明热射病可明确导致中枢神经损伤。

ＨＡ是机体增强耐热能力的有效手段，诸多实验研究
证实ＨＡ对后续损伤性热刺激具有很好的保护作用，
对其他损伤因素也有保护作用，如动物发生缺血、缺

氧、再灌注等损伤时，其心肌细胞损伤程度显著低于未

经ＨＡ的动物，也有研究指出ＨＡ预处理后，实验动物
发生创伤性脑损伤时，损伤程度显著减轻，且临床恢复

更快［７－８］。本研究中，ＨＡ预处理后的小鼠暴露于损
伤性热刺激后，与 ＨＳ组小鼠相比，损伤效应明显减
轻，表现为脑水肿明显减轻，组织病理损伤减轻，变性

神经元和凋亡细胞减少，结果说明ＨＡ对ＨＳ导致的中
枢神经损伤具有明显的保护作用。

　　自噬是一种高度保守的细胞学行为，可降解细胞
内受损的细胞器和各种长寿蛋白，维持细胞能量平衡，

对维持细胞在应激条件下的内环境稳态和细胞存活具

有重要作用，是机体应对多种应激的适应性反应［９］。

但自噬的作用仍存在争议，诸多研究显示，一定程度的

自噬对细胞存活起保护作用［１０］，也有研究指出自噬也

是细胞死亡的一种方式，过度自噬可能加重组织损

伤［１１］。Ｗｅｎ等［１２］研究发现大鼠脑缺血缺氧后，神经

元自噬明显增强，抑制自噬后，脑损伤减轻，提示缺血

缺氧诱导的自噬与脑损伤密切相关。Ｗａｎｇ等［１３］和

Ｐｕｙａｌ等［１４］类似研究也指出缺血缺氧诱导的自噬加重

了脑功能障碍。很多研究也发现 ＨＳ可导致脑供血不
足，使脑神经元发生缺氧，认为ＨＳ导致的中枢神经损伤
与缺血性脑损伤极其相似。本研究发现，ＨＡ和 ＨＳ处
理均诱导神经元自噬明显增强，自噬标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ
表达显著增多，但与直接 ＨＳ处理组相比，ＨＡ预处理
后自噬程度下降，相应的脑组织病理损伤及神经元变

性均减轻。结果提示ＨＡ预处理使神经元自噬程度减
轻，从而发挥保护作用。

　　凋亡是脑缺血缺氧早期脑损伤的病理生理机制之
一，且研究证实凋亡性细胞死亡是脑继发损伤的途径

之一，抑制凋亡可减轻脑损伤［１５］。ＨＳ导致脑神经元
发生缺血、缺氧，细胞内环境稳态被破坏，发生酸中毒，

启动相关凋亡因子，加速神经元死亡。Ｃａｓｐａｓｅ３在介
导凋亡过程中发挥关键作用［１６］。本研究发现，ＨＳ小
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鼠脑组织ＴＵＮＥＬ阳性细胞显著增加，且 Ｃａｓｐａｓｅ３表
达明显增多。ＨＡ预处理后，神经元凋亡减少，脑损伤
减轻，提示ＨＡ可能通过干预神经元的凋亡过程发生
保护作用。

　　在正常生理条件下，机体细胞有一定的自噬和凋
亡水平，以维持细胞的自我更新和细胞内环境稳态。

在受到损伤因素时，自噬和凋亡水平会适度增强，应对

损伤应激反应。但当损伤刺激过强或损伤过重时，自

噬被过度激活，可导致细胞发生自噬性死亡，对机体其

损害作用。自噬和凋亡的双向作用已在诸多研究，包

括脑外伤、脑缺血缺氧损伤等研究中已有证实［１７－１８］。

本研究发现，ＨＡ可诱导自噬增强，但并未加重神经元
的凋亡，而ＨＡ预处理后再接受 ＨＳ刺激，自噬和凋亡
程度均下降。究其原因，可能与 ＨＡ增强了机体的生
理功能有关，应对后续的损伤性应激，神经元的兴奋性

保持在合理的稳态范围，而 ＨＳ刺激为损伤性刺激，使
细胞在短时间内产生大量的变性蛋白、细胞器碎片等

聚集物，且无法及时有效的清除，过多的自噬体在神经

元中蓄积，产生细胞毒性作用，从而加速了神经元的变

性和凋亡［１９］。而ＨＡ是一种较为温和的刺激，自噬循
环过程流畅，起保护作用。

　　本研究未对所观察到的自噬和凋亡现象进行药物
干预及其分子调控机制的探讨，下一步将进一步研究

这种现象的具体调控机制，为ＨＡ用于防治ＨＳ的具体
实践奠定坚实的实验基础。
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