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高温高湿环境习服对大鼠肺脏细胞凋亡及能量代谢的影响
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　　［摘要］　目的　观察高温高湿环境习服对大鼠肺脏细胞凋亡及能量代谢的影响。方法　２０只ＳＤ
大鼠按随机数字表法分为常温常湿对照组和高温高湿环境组，每组１０只大鼠。采用人工气候箱模拟高
温高湿环境，条件设置为温度３５℃、相对湿度（ｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ，ＲＨ）９０％ ～９５％。高温高湿环境组大
鼠每天置于箱中１０ｈ，其余时间与常温常湿对照组饲养于清洁环境（温度２２～２６℃，ＲＨ４０％～６０％），
连续处理３０ｄ。动物模型制作完成后，乙醚麻醉，取肺脏组织，分别行ＨＥ染色观察病理改变、ＴＵＮＥＬ法
检测细胞凋亡情况，ＥＬＩＳＡ检测肺组织细胞胞质中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及 ＣｙｔＣ的变化，荧光素酶法测定肺组织
ＡＴＰ含量。结果　光镜下可见高温高湿环境组大鼠肺脏毛细血管增生、扩张充血；血管及支气管周围淋
巴细胞浸润，肺泡隔增宽、水肿；支气管上皮细胞和肺泡上皮细胞凋亡指数（２０．７９±７．６５）显著高于对
照组［（３．８１±１．９０），Ｐ＜０．００１］。肺组织细胞胞质 Ｂａｘ显著升高（Ｐ＜０．００１），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２较对照组升
高了３０．１８％（Ｐ＝０．０２１），ＣｙｔＣ升高了８５．３６％（Ｐ＜０．００１），ＡＴＰ含量降至对照组的６９．３０％（Ｐ＝
０００２）。结论　高温高湿环境习服过程中，长期反复的高温高湿刺激可致大鼠肺脏组织细胞发生凋亡
改变，同时伴有ＡＴＰ合成障碍，能量代谢失衡，导致机体产生蓄积性损伤效应。
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　　高温高湿环境下机体排热困难，体温升高，可引起
机体不适并产生一系列的生理应激反应，包括呼吸频

率及肺通气量增加、心率加快、消化功能抑制等，严重

时可引发机体免疫功能、水电解质平衡、神经内分泌、

血流动力学、能量代谢等系统和器官功能改变 ［１］。热

习服（ｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｚａｔｉｏｎ，ＨＡ）作为一种有效和有益的
训练，能够增强机体热适应和耐受能力，对热损伤有一

定的保护作用［２－３］。现有大量高温高湿环境下热损伤

的研究主要集中在热应激和热休克，热习服的研究则

更多关注于热适应和热保护效应，对热习服过程中高

温高湿可能引起机体生理病理改变的相关研究较少。

凋亡是机体细胞程序性死亡的重要方式，在某种因素

刺激下，凋亡相关基因和蛋白可诱导细胞产生相应的

凋亡改变［４－５］。本研究采用人工模拟高温高湿环境，

观察热习服过程中高温高湿对肺脏细胞凋亡及 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ等凋亡相关因子的影响，探讨高温高湿习
服过程中可能的损伤作用和机制，为热习服时器官功

能保护提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　２０只３～４月龄清洁级健康雄
性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠［成都达硕生物科技有限
公司提供，实验动物许可证号：ｓｃｘｋ（川）２００８２４］，体
质量（１８０±１０）ｇ，饲养于清洁环境。
１．１．２　仪器及试剂　　 ＲＸＺ１０００Ａｚｌ多段编程人工
气候箱（中国宁波江南仪器厂），ＳｏｒｖｅｌｌＳＴ１６Ｒ台式冷
冻离心机，ＥｘｃｅｌｓｉｏｒＥＳ自动组织脱水机，ＨｉｓｔｏＳｔａｒ组
织包埋机，ＦｉｎｅｓｓｅＥ＋石蜡切片机，ＬｅｉｃａＤＭ３０００显微
镜，ＫＩＡＴ１０组织匀浆器，ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ全波长
酶标仪，ＰｒｏｍｅｇａＧｌｏＭａｘＴＭ２０／２０发光检测仪，ＳＡＮＹＯ
ＭＤＦＵ５３Ｖ－８０℃低温冰箱等。武汉博士德（ＢＯＳＴＥＲ）
生物工程有限公司细胞凋亡检测试剂盒、碧云天生物

素复染液、武汉伊莱瑞特（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ）生物科技有限
公司 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ酶联免疫检测试剂盒，ＡＴＰＮａ
标准品（Ｓｉｇｍａ）、荧光素酶（中科院上海植物生理研究
所）、北京索莱宝（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）科技有限公司 ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒。

１．２　方法
１．２．１　动物模型制作　　大鼠按随机数字表法分为
高温高湿环境组和常温常湿对照组，每组１０只动物。
参照文献［６］的方法，采用人工气候箱模拟高温高湿
环境条件，设置温度为３５℃、相对湿度９０％ ～９５％，
实验组动物每天置于箱内１０ｈ，连续处理３０ｄ。对照
组饲养于清洁环境，环境条件：２２～２６℃，相对湿度
４０％～６０％。动物模型制作完成后，乙醚麻醉，取肺组
织标本保存于－８０℃待测。另取肺脏组织以１０％甲
醛固定，石蜡切片，光镜下观察 ＨＥ染色病理改变，
ＴＵＮＥＬ观察细胞凋亡情况。
１．２．２　指标检测
１．２．２．１　原位缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）测定肺组织
细胞凋亡　　取肺组织石蜡切片，依照试剂说明书分
别经消化、标记、封闭，加入抗体，ＤＡＢ显色，苏木精复
染等步骤，封片，以细胞核有棕黄色颗粒者为阳性细

胞，观察并计数５个高倍视野（×４００）下凋亡细胞数，
凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）＝凋亡细胞数／５个高倍
视野检测到的细胞总数 ×１００％，实验同时以 ＰＢＳ代
替抗体制作阴性对照片。

１．２．２．２　ＡＴＰ含量检测　　称取肺组织约２００ｍｇ，
以２ｍＬ０．４ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣＬＯ４匀浆去蛋白，荧光素酶法
检测组织ＡＴＰ含量。
１．２．２．３　Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ含量检测　　称取肺组织
约１００ｍｇ以１ｍＬ生理盐水制成组织匀浆，４℃条件
下３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液以１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，弃沉淀，上清液即为去除线粒体的胞质提
取液，采用ＥＬＩＳＡ检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ含量，严格按说

５４１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１９）



明书操作，酶标仪测定４５０ｎｍ波长下光密度值，依标准
曲线计算样品中含量。ＢＣＡ测定组织匀浆蛋白含量。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件。实验结果以 珋ｘ±ｓ表
示。采用Ｌｅｖｅｎｅ’ｓ检验分析实验组与对照组方差齐
性。各变量两组方差均齐同，采用成组 ｔ检验比较两
组差异。

２　结果

２．１　常规病理切片光镜下观察
　　常温常湿对照组肺泡腔清晰，肺泡隔结构正常
（图１Ａ）。高温高湿环境组肺泡隔增宽、水肿，毛细血
管增生、扩张充血；血管及支气管周围淋巴细胞浸润

（图１Ｂ）。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图１　两组大鼠肺脏组织病理学变化　（ＨＥ×４０）

２．２　肺组织细胞凋亡检测
　　常温常湿对照组少见细胞核呈棕黄色或棕褐色的
阳染颗粒，高温高湿环境组阳染颗粒增多，主要为支气

管上皮细胞和肺泡上皮细胞（图２Ａ、Ｂ），凋亡指数为
（２０．７９±７．６５），显著高于对照组［（３．８１±１．９０），ｔ＝
８３３９，Ｐ＜０．０１］。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图２　两组肺组织细胞凋亡情况　（ＴＵＮＥＬ×４００）

２．３　肺组织细胞胞质中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ和 ＡＴＰ含
量变化

　　与常温常湿对照组比较，高温高湿环境组大鼠肺组
织细胞胞质中 Ｂａｘ含量升高了５３．０７％（Ｐ＜０００１），
Ｂｃｌ２升高１１．２３％，但与对照组比较差异无统计学意
义（Ｐ＝０．０８１），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２升高３０．１８％（Ｐ＝００２１），
ＣｙｔＣ升高了８５．３６％（Ｐ＜０．００１），ＡＴＰ含量降至对照
组的６９．３０％（Ｐ＝０．００２，表１）。

３　讨论

　　环境温度达到或超过３５℃，相对湿度超过 ８０％
即属于高温高湿环境［７］。而连续２１～３０ｄ的反复适
应性训练可获得细胞和系统对热负荷的习服［８－９］。有

研究表明［１０］，经过热习服训练的个体，体温升高幅度

低、升速较慢，皮质醇浓度相对较低，受热时安静，可耐

受外界较高的环境温度，机体没有出现明显的应激反

应；但由于反复的受热，热习服动物比热应激动物更易

出现电解质紊乱、低血糖等表现。本研究采用人工气

候箱模拟高温高湿环境，结果表明，每天处于３５℃，相
对湿度９０％环境１０ｈ，持续３０ｄ，大鼠肺脏细胞凋亡
指数显著增加，表明热习服过程中，长期反复的热刺激

可导致组织细胞产生明显的凋亡改变。

　　线粒体是维持细胞生命活动的能量基地，９０％以
上ＡＴＰ来自于线粒体的氧化磷酸化。ＣｙｔＣ是线粒体
呼吸链中传递电子的载体，正常情况下存在于线粒体

内膜和外膜之间的腔隙内。大量研究表明，线粒体凋

亡途径是细胞凋亡的主要途径之一［１１－１２］，在此途径

中，Ｂａｘ受凋亡信号刺激位移到线粒体外膜，形成线粒
体内部通向胞质的同源或异源二聚体蛋白孔道，促使

线粒体内 ＣｙｔＣ向胞质释放，激活并启动半胱氨酸蛋
白酶（Ｃａｓｐａｓｅｓ）级联反应，引发凋亡［１３］。Ｂａｘ是促细
胞凋亡因子，Ｂｃｌ２是抑细胞凋亡因子，正常情况下
Ｂａｘ与Ｂｃｌ２的表达量处于相对稳态，二者发挥着相互
拮抗的作用，作用结果取决于 Ｂａｘ或 Ｂｃｌ２蛋白的表
达量，以及 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比率，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２升高促进凋
亡，反之则抑制凋亡［１４］。本研究为避免线粒体所含成

分对检测结果的影响，制备了去线粒体细胞提取液，实

验结果显示，高温高湿环境组大鼠肺组织细胞Ｂａｘ含

表１　两组大鼠肺组织细胞胞质Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ和ＡＴＰ含量变化（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｂａｘ（ｐｇ／ｍｇ） Ｂｃｌ２（ｐｇ／ｍｇ） Ｂａｘ／Ｂｃｌ２ ＣｙｔＣ（ｐｇ／ｍｇ） ＡＴＰ（μｍｏｌ／ｇ）
常温常湿对照组 ４８．４８９±９．８５１ ４５．９７３±６．２００ １．１３０±０．３４９ １０．３４７±２．８７６ ２．７２３±０．３５８
高温高湿环境组 ７４．２２２±８．７９８ ５１．１３６±６．２８９ １．４７１±０．２４８ １９．１７９±３．９４６ １．８８７±０．６３６

ｔ值 ６．１６１ １．８４９ ２．５１９ ５．７１９ ３．６２２
Ｐ值 ＜０．００１ ０．０８１ ０．０２１ ＜０．００１ ０．００２
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量显著升高（Ｐ＜０．００１），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２较常温常湿对照
组升高了３０．１８％（Ｐ＝０．０２１），胞质中 ＣｙｔＣ较对照
组升高了８５．３６％（Ｐ＜０．００１），而 ＡＴＰ含量降至对照
组的６９．３０％（Ｐ＝０．００２）。表明高温高湿环境下，机
体可能通过Ｂａｘ／Ｂｃｌ２途径促使 ＣｙｔＣ从线粒体内释
放到细胞质，导致细胞凋亡［１５－１７］，同时线粒体呼吸链

电子传递受损，氧化磷酸化失偶联，使 ＡＴＰ合成障碍，
能量代谢失衡，细胞生命活动受到抑制。

　　本研究实验对象为大鼠，汗腺不发达，呼吸蒸发是
其散热的主要形式，而高温高湿环境可使蒸发量相对

减少，刺激呼吸频率增加，过度通气不仅没有起到散热

作用，还可能加重肺脏组织细胞的功能、结构变化。总

之，高温高湿环境可造成机体器官功能的影响和损害，

习服训练能提高对极端环境的适应性，减轻应激损害

程度。但习服过程中高温高湿的反复刺激，使细胞发

生凋亡改变，同时伴有能量供应不足等损伤因素，亦可

导致机体产生蓄积性损伤效应。
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Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１１，３５１（１／２）：４１－５８．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１１０１００１００７０９ｘ

［１４］ＨｕｔｔｅｍａｎｎＭ，ＰｅｃｉｎａＰ，ＲａｉｎｂｏｌｔＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｌｉｆｅａｎｄ
ｄｅａｔｈｄｅｃｉｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌ：Ｆｒｏｍｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎｔｏ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ，２０１１，１１（３）：３６９－３８１．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｉｔｏ．２０１１．０１．０１０

［１５］ＬａｎｄｅｓＴ，ＭａｒｔｉｎｏｕＪＣ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒ
ｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓ
ｓｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１１，１８１３（４）：５４０－
５４５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｍｃｒ．２０１１．０１．０２１

［１６］ＬｏｆｒｕｍｅｎｔｏＤＤ，ＬａＰｉａｎａＧ，ＡｂｂｒｅｓｃｉａＤＩ，ｅｔａｌ．Ｖａｌｉｎｏ
ｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｅｎｅｒｇｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｗｅｌｌｉｎｇ，ｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅｃｒｅｌｅａｓｅ，ｃｙｔｏｓｏｌｉｃＮＡＤＨ／ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｔｉｏｎ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，２０１１，１６（１０）：１００４－
１０１３．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１０４９５０１１０６２８７

［１７］ＣｈａｎｇＺ，ＸｉｎｇＪ，ＹｕＸ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｉｎｄｕｃｅｓｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ
ＭＧ６３ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａＲＯＳ／ＣｙｔｏＣ／Ｃａｓｐａｓｅ３ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１４，３５（１）：７５３－７５８．ＤＯＩ：１０．
１００７／ｓ１３２７７０１３１１０２７

（收稿：２０１６０３１６；修回：２０１６０４０８）

（编辑　王　红）
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