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重点实验室２

　　［摘要］　目的　比较劳力型热射病（ｅｘｅｒｔｉｏｎａｌｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＥＨＳ）与经典型热射病（ｃｌａｓｓｉｃａｌｈｅａｔ
ｓｔｒｏｋｅ，ＣＨＳ）大鼠动物模型心肌损伤的差异，为热射病心肌损伤的临床治疗提供可能的实验室依据。
方法　８０只ＳＤ大鼠按随机数表法随机分为对照组（ｎ＝１０）、运动对照组（ＥＸＣ，ｎ＝１０）、经典热射病组
（ＣＨＳ，ｎ＝３０）和劳力型热射病组（ＥＨＳ，ｎ＝３０）。对照组和ＥＸＣ组大鼠置于温度（２５±０．５）℃，相对湿度
（５０±５）％环境中；ＥＨＳ组和ＣＨＳ组大鼠置于模拟热气候动物舱内，舱内环境温度（３９±０．５）℃，相对湿
度（５０±５）％；ＥＨＳ组和ＥＸＣ组大鼠给予跑台运动处理，跑步速度设置为１２ｍ／ｍｉｎ，坡度为０°，每运动
８ｍｉｎ休息２ｍｉｎ，以监测大鼠直肠温度等。核心体温达到４２．３℃或出现瘫倒（掐尾反射消失）作为热
射病的开始，之后将大鼠移至常温环境复温。采用超声心动图仪检测大鼠心功能指标，生化法检测血清

心肌酶（ＡＳＴ、ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＣＫ）水平，苏木精伊红（ＨＥ）染色法检测大鼠心肌组织病理，ＴＵＮＥＬ染色检
测大鼠心肌细胞凋亡情况。采用蛋白免疫印迹法检测大鼠心肌组织中醌氧化还原酶 １（Ｎｒｆ２）、切割半
胱天冬氨酸蛋白酶（ＣｌＣａｓｐａｓｅ３）、抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２）、促凋亡蛋白（Ｂａｘ）、血红素加氧酶１（ＨＯ１）的
蛋白表达水平。结果　与ＣＨＳ组大鼠比较，ＥＨＳ组大鼠热射病潜伏期显著缩短（Ｐ＜０．０１），且诱发热射
病所需的热负荷显著减少（Ｐ＜０．０１）。ＣＨＳ组大鼠的脱水率显著大于ＥＨＳ组（Ｐ＜０．０１），但ＥＨＳ组大鼠
的脱水速率显著高于ＣＨＳ组（Ｐ＜０．０１）。两组大鼠热射病发生时的直肠温度无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
超声心动图提示，ＥＨＳ组大鼠的左室射血分数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）显著低于 ＣＨＳ组
大鼠（Ｐ＜０．０５）。ＥＨＳ组大鼠的ＡＳＴ和ＬＤＨ水平显著高于ＣＨＳ组大鼠（Ｐ＜０．０１）。两组大鼠均出现急
性心肌损伤的病理改变，表现为心肌细胞水肿、肌纤维排列混乱、断裂，可见炎性浸润，且ＥＨＳ组心肌损
伤病理评分高于ＣＨＳ组（Ｐ＜０．０５），ＥＨＳ组心肌细胞凋亡比率亦显著高于ＣＨＳ组（Ｐ＜０．０５）。氧化应激
相关信号通路中，ＥＨＳ组大鼠心肌组织的蛋白质表达水平显著高于ＣＨＳ组。结论　高温同时复合运动
有更高的热射病易感性，ＥＨＳ介导的心功能异常及心肌细胞凋亡较 ＣＨＳ更重，且可能与氧化应激相关
信号通路活化相关。
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ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｔｈａｎＣＨＳｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｌａｓｓｉｃｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ；ｅｘｅｒｔｉｏｎａｌｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ；ｃａｒｄｉａｃｉｎｊｕｒｙ；ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＡＮＧＸｕｅｓｅｎ，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｅｓｅｎｙｙｙ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　热射病（ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ）是一种危及生命的疾病，临床
诊断为严重的体温升高，伴有中枢神经系统功能障

碍［１］。根据引发热射病原因及是否伴随劳力性因素，

分为经典型热射病（ｃｌａｓｓｉｃｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＣＨＳ）和劳力型
热射病（ｅｘｅｒｔｉｏｎａｌｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＥＨＳ）［１－３］。两者的潜在
机制不同，ＣＨＳ是由于暴露在热环境且散热机制差，
因此，多发于老年人和体温调节尚未发育完全的儿童。

而ＥＨＳ则与体力活动相关，是由于代谢热量的过度产
生超过了生理散热机制，因此运动员、工人、消防员等

发病率较高［４］。虽然ＥＨＳ和 ＣＨＳ患者均可出现不同
程度的器官功能障碍，但 ＥＨＳ患者较 ＣＨＳ患者表现
出更多器官、系统功能障碍，预后也较ＣＨＳ差［５］，因此

研究两者发病机制及器官损害的差异是必要的。

　　在竞技体育中，ＥＨＳ被认为是运动员非创伤性死
亡的第二大原因［６］，２００９－２０１８年日本高中生运动相

关死亡的流行病学调查显示，ＥＨＳ致死高达 ２２．２％，
仅次于心脏相关死亡及创伤性死亡［７］。在美国军队

中，１９９８－２０１７年临床诊断的 ＥＨＳ发病率为（２．７±
０．５）／１００００［８］。然而，该项流行病学调查基于准确的
临床诊断，ＥＨＳ导致的死亡率估计在真实世界要高得
多［４］。虽然ＥＨＳ是公认最古老的医学疾病之一，但目
前仍缺乏一个普遍接受的定义，ＥＨＳ的主要特征之一
是在运动过程中骨骼肌收缩产生的代谢热不能迅速消

散，骨骼肌收缩只有２０％的效率（即能量用于从 ＡＤＰ
重新合成ＡＴＰ），因此 ８０％的能量以热量的形式释放
在体内，在失代偿条件下，高心排血量无法维持，如得

不到及时救治，最终发展为多器官功能衰竭甚至死

亡［９－１０］。高温复合运动的病理生理反应主要表现为细

胞热休克、缺血和心血管反应，其中心血管反应包括内

脏血管收缩，皮肤血管扩张，导致器官（肠、肾、肝、脾
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等）低灌注，缺血后产生活性氧［１１］。

　　心血管系统是热损伤的重要靶点之一［１２］。在热

射病的快速进展过程中，心肌损伤会增加死亡的风

险［１３］。刘志峰等［１４］对２００８－２０１９年劳力型热射病致
心肌损伤的患者进行回顾性研究，结果显示５３．７％的
热射病患者合并心肌损伤，与非心肌损伤的热射病患

者相比，心肌损伤的热射病患者更为严重，心肌损伤组

的９０ｄ死亡率显著增高。还有研究报道，热射病能够
对心脏造成急性永久性损伤，并产生慢性及远期影响。

热射病患者心血管疾病的发生率远远高于其他热致相

关疾病患者及对照组患者［１５－１６］。ＥＨＳ小鼠中发生的
迟发性代谢紊乱与动脉粥样硬化的形成和心力衰竭的

发展有关［１７－１８］。热射病除了造成心脏急性损伤，还对

远期预后存在深远影响。但目前对 ＣＨＳ和 ＥＨＳ发生
发展过程中，心脏功能的变化规律及对应的病理生理

和分子机制仍知之甚少。因此，我们对比研究ＥＨＳ和
ＣＨＳ大鼠急性心脏损伤的特点，探索两种热射病动物
模型心肌损伤的差异，为热射病心肌损伤的临床治疗

提供可能的实验室依据。

１　材料与方法

１．１　动物
　　所有ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质量２２０～２５０ｇ，均
购自陆军军医大学实验动物中心，生产许可证号：

ＳＣＸＫ（渝）２０２２００１１，使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）
２０２２００１８。购入后正常饮食饮水，适应性饲养１周后
进行后续实验。实验动物相关方案通过动物伦理学委

员会批准。

　　实验动物分组 ８０只 ＳＤ大鼠按随机数表法随机
分为对照组（ＣＯＮ，ｎ＝１０）、运动对照组（ＥＸＣ，ｎ＝１０）、
经典热射病组（ＣＨＳ，ｎ＝３０）和劳力型热射病组（ＥＨＳ，
ｎ＝３０）。
１．２　主要仪器与设备
　　高温复合多因素环境模拟舱（烟台豪特氧业设备
有限公司，中国），５道小动物跑台（ＨａｒｖａｒｄＡｐｐａｒａｔｕｓ，
美国），ＶｉｓｕａｌｓｏｎｉｃＶＥＶＯ２１００超高频高分辨率小动
物超声成像仪（加拿大 ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ公司），四道热电
偶直肠温度测量仪（台湾群特）。

１．３　方法
１．３．１　核心体温测量　　将涂有润滑油的动物四道
肛温仪电偶探头插入大鼠肛门，电偶探头插入深度

３～５ｃｍ，间断测量大鼠直肠温度（Ｔｒ），以 Ｔｒ代表核心
体温（Ｔｃ）。
１．３．２　适应性训练　　实验开始前所有大鼠均接受

模拟热气候动物舱适应性训练。大鼠连同饲养笼置于

环境模拟舱中，环境温度２５℃，湿度（５０±５）％，１次／ｄ，
每次８ｈ，连续１周，期间自由进食、水。适应性运动训
练：将大鼠置于跑台，跑台放置于环境模拟舱中，设置

跑台速度为 １２ｍ／ｍｉｎ，坡度 ０°，运动时间为 １０ｍｉｎ，
１次／ｄ，连续５ｄ，保证所有运动组动物正确使用跑台，
运动期间禁食水。适应性训练结束后洗脱２ｄ，避免运
动训练对后续实验的干扰，洗脱期间仍将动物置于多

气候模拟舱中适应环境。

１．３．３　热射病动物模型构建　　动物模型构建前
３０ｍｉｎ，实验动物禁食水，监测体重、直肠温度。待直
肠温度（初始Ｔｒ，Ｔｒ，ｉｎｉ）稳定在 ３７．０℃以下，多气候
模拟舱稳定在目标环境条件后将动物置于舱内，作为

实验开始起点（０ｍｉｎ）。热暴露组（ＥＨＳ组和ＣＨＳ组）
大鼠置于环境温度（３９．０±０．５）℃，相对湿度（５０±
５）％。ＥＨＳ组大鼠给予强迫跑台运动，强迫方式为电
击，电击强度０．８ｍＡ，跑台为恒定速度 １２ｍ／ｍｉｎ，坡
度为 ０°，每运动 ８ｍｉｎ休息 ２ｍｉｎ，以测量直肠温
度［１９］。当Ｔｒ接近最大Ｔｒ（Ｔｒ，ｍａｘ＝４２．３℃）时，间隔
１～３ｍｉｎ测量直肠温度。ＣＨＳ组实验动物不接受强迫
运动。热暴露组达到 ４２．３℃或出现瘫倒（掐尾反射
消失），作为热射病发生标志并终止实验。常温组（对

照组和ＥＸＣ组）置于环境温度２５±０．５℃，湿度（５０±
５）％条件下。ＥＸＣ组运动及电击强度与ＥＨＳ组相同，
动物力竭瘫倒时（掐尾反射消失）终止实验。对照组

不接受强迫运动。用摄像机连续监测大鼠行为。实验

期间，所有实验动物禁食、水。实验终止后，恢复自由

食、水，置于原饲养环境中复温。

１．３．４　热暴露负荷面积计算　　“热暴露负荷面积”
被用作“热应激”或“热剂量”的估计值，根据 ＬＥＯＮ等
人［２０］的定义进行计算。从数学上讲，约等于温度变化

曲线下的面积。时长的计算，系热暴露开始（０ｍｉｎ）至
热射病发生（Ｔｒ＝４２．３℃或出现瘫倒）所持续的时间。
升温速率（℃／ｍｉｎ）＝［（Ｔｒ，ｍａｘ－Ｔｒ，ｉｎｉ）／热暴露时间］×
１００％。热暴露负荷（℃．ｍｉｎ）＝Ｔｒ≥３９．５℃的热暴露
时间×（Ｔｒ，ｍａｘ－３９．５℃），选择３９．５℃作为截断值，
是由于环境温度保持在（３９．０±０．５）℃，当大鼠 Ｔｒ≥
３９．５℃时，无法单独通过辐射排出多余热量［２１］。

１．３．５　超声心动图仪检测大鼠心功能指标　　动物
模型构建后 １～３ｈ，采用加拿大 ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ公司的
ＶｅＶｏ２１００型高分辨小动物超声仪检测各组大鼠左心
室射血分数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）及
左室短轴缩短率（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，
ＬＶＦＳ）。ＬＶＥＦ指每搏输出量占心室舒张末期容积量
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的百分比，正常值为５０％～７０％，是判断心力衰竭类型
的重要指征之一。ＬＶＦＳ是指左心室舒张末期与收缩
末期的内径差，再比上左心室的舒张末期内径所得的

百分比数值，正常范围值为２５％～４５％，通常在临床上
需结合 ＬＶＥＦ等指标来综合判断心脏的收缩功
能［２２－２３］。因此，本研究以ＬＶＥＦ＜５０％作为诊断左室收
缩功能异常的标准。

　　超声心动图由陆军军医大学第一附属医院超声科具
有小动物超声操作经验的实验技师实施检测。各组检测

大鼠吸入异氟醚麻醉后，仔细脱去大鼠胸前毛发，充分

暴露胸骨和左胸廓位置，然后行 Ｍ型超声心动图检测。
１．３．６　样品的采集与制备　　１％戊巴比妥钠溶液麻
醉大鼠，并将大鼠仰卧位固定于手术台上，于腹主动脉

采血。立即在 ４℃下，３０００转／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上
层血清待测。采血后打开胸腔，取出心脏组织，在冰上

除去心房组织，留取左心室或心尖部组织，生理盐水冲

洗，立即浸泡于４％多聚甲醛中固定７２ｈ，进行常规脱
水、透明、石蜡包埋等，切成 ４μｍ的石蜡切片备用。
每组剩余心肌组织保存于－８０℃备用。
１．３．７　血清心肌酶学检测　　基于采集的血清，采用微
纳芯生化试剂盒检测血清ＡＳＴ、ＬＤＨ、ＣＫ、ＣＫＭＢ水平。
１．３．８　苏木精伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）观察
大鼠心肌组织病理变化　　取左心室组织石蜡切片，
二甲苯脱蜡后进行常规 ＨＥ染色。乙醇脱水、二甲苯
透明处理后用中性树脂封片，置于显微镜下观察心肌

组织的病理变化。

１．３．９　ＴＵＮＥＬ染色观察大鼠心肌细胞凋亡情况　　
取石蜡切片采用二甲苯脱蜡，乙醇梯度脱水后，用蛋白

酶Ｋ处理。按照 ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书进行后续操
作。二甲苯透明处理后用中性树脂封片后在显微镜下

观察细胞凋亡情况。视野中红色颗粒即为凋亡细胞。

１．３．１０　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测心
肌组织中内质网应激及线粒体凋亡相关蛋白表达水平

　　心肌组织采用心肌蛋白提取试剂盒提取蛋白上清
液。采用 ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。蛋白变性后采用
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离目的蛋白。将蛋白转移至
ＰＶＤＦ膜上，采用抗体结合后，经ＥＣＬ发光试剂显色。
１．４　统计学分析
　　本研究的实验数据均采用 ＳＰＳＳ２２．０版软件统计
分析。其中符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ的形式表
示，多组计量资料之间的比较采用 ＡＮＯＶＡ方差分析，
两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。两组间比较采用独立样本
ｔ检验。２４ｈ存活率分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两种热射病模型中体温调节反应及总体表现
　　各组实验动物热应激反应生理指标如表１所示。
所有实验动物实验前初始体重无统计学差异，将各组

动物放置（２５．０±０．５）℃，相对湿度（５０±５）％，待动物
初始基础体温稳定在３７℃以下（表１）方可开始运动
和（或）热暴露实验，经过跑台强迫运动和（或）热暴露

实验后。ＥＸＣ组运动表现（运动距离 ＆运动时间）显
著优于ＥＨＳ组（Ｐ＜０．０１）。ＣＨＳ组到达 Ｔｒ，ｍａｘ（或出
现神经症状）的时间显著长于 ＥＨＳ组（Ｐ＜０．０１）。
ＥＸＣ组、ＣＨＳ组、ＥＨＳ组体重丢失总量均高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。ＣＨＳ组体重丢失率高于 ＥＸＣ组及 ＥＨＳ
组（Ｐ＜０．０１），ＥＸＣ组高于ＥＨＳ组，但两者无统计学差
异（Ｐ＞０．０５）。值得注意的是，ＥＨＳ组的热暴露时间及
运动时间远远低于 ＣＨＳ组和 ＥＸＣ组，因此本研究计
算了各组体重丢失速率（ｇ／ｍｉｎ），即单位时间内的体
重丢失。结果显示 ＥＨＳ组的体重丢失速率远远高于
ＣＨＳ组（Ｐ＜０．０１）和 ＥＸＣ组（Ｐ＜０．０１）。提示高温复
合运动使受热动物在短时间内大量脱水，因此推断高

温复合运动对有效循环血量的急性影响，远远大于静

息状态下受热及常温运动。

表１　各组动物模型相关生理指标

热反应指标　　 对照组 ＥＸＣ组 ＣＨＳ组 ＥＨＳ组

初始体温（℃） ３６．３９±０．３６ ３６．５４±０．２８ ３６．６５±０．１２ ３６．５６±０．１７

最高体温（℃） ３６．５２±０．４３ｃｆｈ ３９．０３±０．２９ａｆｈ ４２．３６±０．２５ｂｄ ４２．４８±０．２３ｂｄ

脱水率（％） ３．０６±０．５１ｄｆｈ ８．０９±２．４２ｂｆ １４．０９±１．４５ｂｄｈ ６．８３±２．６３ｂｆ

脱水速率（ｇ／ｈ） １．１８±０．２４ｄｆｈ ４．９９±０．９０ａｈ ５．５４±０．８７ｂｈ １３．１９±４．６４ｂｄｆ

热暴露时间（ｍｉｎ） － － ３５９．６９±３２．９９ｈ ８１．５８±３６．３４ｆ

运动时间（ｍｉｎ） － ２３７．８８±７８．４７ｈ － ４５．９０±１４．０４ｄ

运动距离（ｍ） － ３２７７．１２±５４９．２７ｈ － ５２６．６７±１７５．８５ｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与 ＥＸＣ比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，ｆ：Ｐ＜０．０１，与 ＣＨＳ比
较；ｇ：Ｐ＜０．０５，ｈ：Ｐ＜０．０１与ＥＨＳ比较
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　　实验期间各组体温变化曲线如图１所示。结果显
示，ＣＨＳ组较短时间内 Ｔｒ即上升到较高温度，随即稳
定在３９℃－４０．０℃这一平台期，持续数小时，最后于
Ｔｒ，ｍａｘ附近，核心体温迅速上升并出现神经症状，Ｔｒ，ｍａｘ
几乎于神经症状出现的数分钟后达到。ＥＨＳ组的核
心体温动态时相变化曲线趋势与 ＣＨＳ类似，即运动早
期核心体温迅速上升，随即稳定在平台期，在 Ｔｒ，ｍａｘ
附近再次迅速上升，实验动物在瘫倒并停止自主运动

时几乎已达到 Ｔｒ，ｍａｘ。与 ＣＨＳ不同的是，ＥＨＳ组在
热暴露早期，迅速升至 ４１．０℃左右并稳定在这一水
平，平台期较 ＣＨＳ明显缩短（图１Ａ）。对此可能的解
释是，高温复合运动后，大量代谢热的产生远远超出了

大鼠机体散热代偿能力，导致ＥＨＳ组快速达到Ｔｒ，ｍａｘ。
相比热暴露组（ＣＨＳ和ＥＨＳ），对照组体温在正常范围
内波动，平均Ｔｒ，ｍａｘ＝（３６．５３±０．４３）℃（表１）。ＥＸＣ
组的变化幅度在２．５℃内波动，平均Ｔｒ，ｍａｘ＝（３９．０３±
０．２９）℃。造模成功后，热暴露组在放置室温后，恢复
期体温出现不同的时相变化：①体温迅速降至低体温
范围（Ｔｒ＜３５．０℃），其中部分动物体温呈双相变化，表
现为低体温期持续１～３ｈ后恢复至基线水平；②部分
体温持续处于低体温期，未出现反弹，直至死亡（图

１Ａ）。比较热暴露组热负荷面积，结果表明 ＥＨＳ组大
鼠热暴露负荷面积显著低于 ＣＨＳ组大鼠（Ｐ＜０．０５，图
１Ｂ）。各组２４ｈ存活率显示对照组和 ＥＸＣ组全部存

活，ＣＨＳ组存活率５２％，ＥＨＳ存活率３６％，两者差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。
２．２　超声心动图评估心脏收缩功能结果
　　各组动物（ｎ＝９）行超声心动图检测，入选标准为
收缩功能正常（即 ＬＶＥＦ＞５０％）。热射病发生后 １～
３ｈ，再次评估心脏收缩功能，如前所述，判定左室收缩
功能异常的标准为ＬＶＥＦ＜５０％。
　　表２所示各组造模成功后ＬＶＥＦ及ＬＶＦＳ情况，结
果显示，对照组及ＥＸＣ组大鼠ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ均正常，且
ＥＸＣ组大鼠显著高于其他各组（Ｐ＜０．０５）。热暴露组
ＬＥＶＦ和 ＬＶＦＳ较对照组显著减低（Ｐ＜０．０５），其中，
ＥＨＳ组ＬＶＥＦ低于ＣＨＳ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），但两者ＬＶＦＳ无统计学差异。
　　如图２所示，对照组和ＥＸＣ组心腔结构及心功能
正常。ＣＨＳ组可见心腔扩大，ＥＨＳ可见左室后壁与室
间隔同向运动。两种热射病模型均有心功能异常发

生，ＣＨＳ组有３只大鼠（３／９）呈现左室收缩功能异常，
ＥＨＳ组大鼠有 ５只大鼠（５／９）出现左室收缩功能异
常。有趣的是，对上述实验动物进行 ２４ｈ监测，ＣＨＳ
组及ＥＨＳ出现收缩功能异常的大鼠均在２４ｈ内死亡，
无心功能异常的存活时间均超过２４ｈ，此结果与各组
大鼠２４ｈ存活率一致，说明热射病后心功能异常可能
与２４ｈ内的急性期死亡相关。
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Ａ：动物升温曲线；Ｂ：动物热暴露负荷面积；Ｃ：动物存活率

图１　各组动物中体温变化曲线、热暴露负荷面积及存活率
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Ａ：对照组；Ｂ：ＥＸＣ组；Ｃ：ＣＨＳ组；Ｄ：ＥＨＳ组

图２　两种热射病模型超声心动图代表性结果，对照组、ＥＸＣ组心功能正常，未见心脏结构性改变；ＣＨＳ组可见
左室舒张内径增大，提示心室扩张；ＥＨＳ组可见左室后壁与室间隔呈同向运动

表２　各组动物模型心功能指标

心功能指标 对照组 ＥＸＣ组 ＣＨＳ组 ＥＨＳ组

射血分数（％） ６６．６８±５．４５ｃｆｈ ７８．４３±６．６９ａｆｈ ５３．７７±９．８７ｂｄｇ ４４．０６±１３．１２ｂｄｅ

短轴缩短率（％） ３７．６７±４．５１ｄｅｈ ４８．１４±７．４０ｂｆｈ ２９．０８±６．５６ａｄ ２２．３４±８．６８ｂｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与 ＥＸＣ比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，ｆ：Ｐ＜０．０１，与 ＥＨＳ比
较；ｇ：Ｐ＜０．０５，ｈ：Ｐ＜０．０１，与ＣＨＳ比较

２．３　血清心肌酶学水平
　　基于生存曲线，ＥＨＳ组和ＣＨＳ组在热射病发生后
１～６ｈ死亡较多。因此，心肌酶学检测选择热射病发
生后３ｈ收集血清标本。结果表明，ＥＨＳ组 ＡＳＴ水平
高于对照组（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ）和 ＥＸＣ组（Ｐ＜０．０１，图

３Ａ）。ＥＨＳ组ＡＳＴ水平显著高于 ＣＨＳ组（Ｐ＜０．０１，图
３Ａ）。ＬＤＨ水平 ＥＨＳ组高于其他 ３组（Ｐ＜０．０１，图
３Ｂ）。ＥＨＳ和ＣＨＳ组的 ＣＫＭＢ和 ＣＫ水平显著高于
对照组和 ＥＸＣ组（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｃ，Ｄ），而 ＥＨＳ组和
ＣＨＳ组间无统计学差异（Ｐ＞０．０５，图３Ｃ，Ｄ）。
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１：对照组；２：ＥＸＣ组；３：ＣＨＳ组；４：ＥＨＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＨＳ组比较
Ａ：血清ＡＳＴ含量；Ｂ：血清ＬＤＨ含量；Ｃ：血清ＣＫＭＢ含量；Ｄ：血清ＣＫ含量

图３　两种热射病模型对血清心肌酶学水平的影响
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２．４　组织病理学结果
　　心肌组织病理学改变是明确心肌损伤的重要依
据。对照组心肌纤维染色均匀，细胞边界清晰。而

ＥＸＣ组小鼠心脏病理学切片显示，心肌纤维排列稍紊
乱，可见少量炎症细胞浸润。ＣＨＳ组心肌纤维边界较
紊乱，细胞水肿。ＥＨＳ组心肌纤维界限不清，细胞严
重水肿，均质红染（图４Ａ）。此外，不同组的组织学评
分表明，ＥＨＳ组和 ＣＨＳ组心肌病理损伤重于 ＥＸＣ组

和对照组（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。ＥＨＳ组心肌病理损伤重
于ＣＨＳ组（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。
２．５　心肌细胞凋亡检测
　　通过ＴＵＮＥＬ检测心肌细胞凋亡。对照组和 ＥＸＣ
组未见明显凋亡；ＣＨＳ组及ＥＨＳ组可见大量心肌细胞
凋亡（图 ５Ａ），且 ＥＨＳ组凋亡比率显著高于 ＣＨＳ组
（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。
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图４　两种热射病模型中大鼠左心室心肌组织病理切片图
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图５　两种热射病模型中大鼠左心室心肌组织ＴＵＮＬＥ染色图
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１：对照组；２：ＥＸＣ组；３：ＣＨＳ组；４：ＥＨＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＨＳ组比较
Ａ：动物心肌组织蛋白条带图；Ｂ：Ｎｒｆ２蛋白表达水平；Ｃ：Ｃｌｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平；Ｄ：ＨＯ１蛋白表达水平；
Ｅ：Ｂａｘ蛋白表达水平；Ｆ：Ｂｃｌ２蛋白表达水平

图６　两种热射病模型中大鼠左心室心肌组织蛋白表达

２．６　热射病导致凋亡相关蛋白表达上调
　　如图６所示，与对照组相比，ＣＨＳ组、ＥＨＳ组大鼠
心肌组织的 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、Ｂｃｌ２水平降低，ＣｌＣａｓｐａｓｅ３、
Ｂａｘ水平升高。与ＣＨＳ组相比，ＥＨＳ组大鼠心肌组织
的 Ｎｒｆ２水平降低，ＣｌＣａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ水平升高。

３　讨论

　　随着全球气候变暖，热射病发病率逐渐升高［２４］。

心血管系统在热射病过程中参与全身的散热反应与器

官灌注。在热射病多脏器功能障碍患者中，心血管功

能障碍发生的比例可高达 ４３．４％～６５．２％，且心脏被
认为是热射病易受损的重要脏器之一［２５－２７］。与 ＣＨＳ
相比，ＥＨＳ除了高温环境这一危险因素，还复合了高
强度运动，因此心脏负荷相对更大。临床流行病学亦

提示，ＥＨＳ病情更为凶猛，发展迅速，病残率及病死率
更高［５，１５］。因此，对比 ＣＨＳ和 ＥＨＳ所导致的心肌损
伤的研究就显得尤为必要。

　　本研究中，相同体质量、相同核心体温的健康大
鼠，如果仅仅给予运动负荷，而没有复合高温环境，大

鼠未发生热射病，即大鼠的核心体温不会达到４２．３℃

或出现神经症状。单纯的热暴露，大鼠可出现热射病

（即Ｔｒ，ｍａｘ≥４２．３℃或出现神经症状），但需要相对
较长的热暴露时间［（３５９．６９±３２．９９）ｍｉｎ，表 １］。而
当高温复合运动时，大鼠的核心体温快速升高，在较短

时间内［（８１．５８±３６．３３）ｍｉｎ，表１］即可达到热射病标
准。因此，我们推断，静息状态下受热，ＣＨＳ的散热机
制可以在较长时间内代偿机体产热。相比 ＣＨＳ，ＥＨＳ
在复合高温及高强度运动条件下，骨骼肌大量产热以

及心脏负荷增大［２８］，导致机体在较短时间内即进入散

热失代偿状态，表现为平台期较短，平台期体温较

ＣＨＳ显著增高（图１Ａ）。
　　机体可通过辐射、传导和对流以及蒸发等物理方
式散热。散热的速度主要取决于机体与环境之间的温

度差。机体温度越高或环境温度越低，则散热越快。

当环境温度与皮肤温度接近或相等时，辐射、传导和对

流这３种散热方式便无效［３］，机体只能依靠蒸发进行

散热。蒸发散热会引起机体脱水，因此我们观察了

ＣＨＳ组和ＥＨＳ组的脱水率。有趣的是，ＣＨＳ组的脱水
率是高于ＥＨＳ组的。出现这样的现象，我们认为是因
为ＥＨＳ组总的热暴露时间远远短于 ＣＨＳ组，机体进
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行蒸发散热的时间较短。因此，我们通过脱水速率

（ｇ／ｈ）来计算，这个计算方法排除了热暴露时长对脱
水的影响，只观察单位时间的脱水量，结果发现 ＥＨＳ
组每小时脱水量远远高于 ＣＨＳ组（表 １）。由此推断
ＥＨＳ快速脱水，导致有效循环血量在短期内急剧下
降，是ＥＨＳ心功能障碍发生率大于ＣＨＳ的原因之一。
　　体温升高迫使机体散热增加，这种需求是通过增
加心输出量，以支持皮肤血流量的增加实现的，这种改

变导致内脏灌注减少，从而介导组织损伤和多器官功

能衰竭［２８－２９］。有研究发现，机体受热复合运动时，心

血管系统须承担更大的负荷［２８］。本研究结果亦显示，

虽然 ＣＨＳ和 ＥＨＳ均会导致不同程度的心功能障碍，
但ＥＨＳ发生心功能障碍的几率更大———如 ＣＨＳ组的
９只大鼠中，有３只大鼠出现了射血分数减低，ＥＨＳ组
的９只大鼠中，有５只大鼠出现射血分数减低。并且，
我们还发现 ＣＨＳ组及 ＥＨＳ出现收缩功能异常的大鼠
均在２４ｈ内死亡，心功能正常大鼠的存活时间均超过
２４ｈ，此结果与各组大鼠２４ｈ存活率一致。上述结果
说明，高温复合运动，增加了热射病和心功能障碍的易

感性，表现为较少的热负荷即可导致热射病，以及更高

的心功能障碍发生率。

　　心肌酶是存在于心肌的多种酶的总称，包括天门
冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤ或 ＬＤＨ）、
肌酸激酶（ＣＫ）及同工酶（ＣＫＭＢ）等。急性心肌梗死
时因心肌细胞坏死而释放出心肌内多种酶，因此测定

血清中心肌酶对了解心肌细胞的损伤有一定的价值。

本研究发现，仅给予运动负荷，而没有复合高温环境，

不会导致血清中心肌酶的增加。而两种热射病模型均

会导致血清中心肌酶的增加，提示二者均会引起心肌

细胞的损伤，但是，ＥＨＳ大鼠 ＡＳＴ、ＬＤＨ显著高于
ＣＨＳ，可能说明ＥＨＳ介导的心肌损伤更严重。除此之
外，心脏组织的病理学结果也提示两种热射病模型均

可导致心肌组织出现心肌纤维界限不清，细胞水肿等

改变。ＥＨＳ组的病理学评分高于ＣＨＳ组，且具有统计
学差异。

　　心脏主要通过线粒体产生大量的 ＡＴＰ，以维持高
耗能需求及心脏功能，除了作为心肌细胞的动力站，线

粒体在调节心肌细胞死亡（凋亡、坏死）中发挥重要作

用。心肌细胞作为高耗能细胞，富含大量线粒体，过去

有报道心肌细胞线粒体损伤可激活线粒体凋亡途径，

导致心肌细胞大量凋亡［３０－３２］。有证据表明，体温过高

通过线粒体Ｂａｘ易位和细胞色素ｃ释放到细胞质激活

启动子ｃａｓｐａｓｅ９，进而激活下游效应子 ｃａｓｐａｓｅｓ３，从
而介导细胞凋亡［３１］。本研究通过心肌细胞凋亡检测，

发现热暴露组（ＣＨＳ组和 ＥＨＳ组）凋亡比率明显高于
非热暴露组（对照组和 ＥＸＣ组），且 ＥＨＳ组凋亡率高
于ＣＨＳ组。并且在蛋白表达水平上，热暴露组（ＣＨＳ
组和ＥＨＳ组）Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ水平升高，Ｂｃｌ２水平降低。
提示心肌细胞发生了以细胞凋亡为特征的心肌损伤。

Ｎｒｆ２通路在抗氧化应激中具有重要作用，当细胞内氧
自由基增多时，Ｎｒｆ２会被激活进入细胞核，诱导下游的
ＨＯ１等内源性保护因子表达［３３－３５］。本研究中，热暴

露组（ＣＨＳ组和 ＥＨＳ组）大鼠心肌组织的 Ｎｒｆ２、ＨＯ１
水平降低，提示心肌细胞还遭受了氧化应激损伤。

　　综上所述，ＥＨＳ组较ＣＨＳ组具有更高的脱水速率
和心功能障碍发病率。ＥＨＳ组的心功能损伤和心肌
组织损伤显著高于 ＣＨＳ组，且 ＥＨＳ组心肌细胞凋亡
较ＣＨＳ严重。ＥＨＳ组大鼠心肌损伤可能与氧化应激
相关信号通路的活化相关。这对于开发新的有针对性

的ＥＨＳ治疗策略提供了实验基础。由于 ＥＨＳ发病机
制的复杂性，且本研究对此问题仅是热射病发病后短

期的观察研究，因此相关的实验结果还需要进一步的

研究。
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