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罗沙司他调控线粒体分裂与融合减轻热射病小鼠脑损伤
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预防医学系热带医学教研室，极端环境医学教育部重点实验室

　　［摘要］　目的　探究缺氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）脯氨酰羟化酶（ｐｒｏｌｙｌ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＰＨＤ）抑制剂罗沙司他（ＦＧ４５９２）对热射病（ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＨＳ）导致的脑损伤的保护作用及其
机制。方法　选取１４０只６～８周龄的雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量为１８～２２ｇ。其中４０只按随机数字
表法分为热射病（ＨＳ）组，罗沙司他低剂量（ＬＤ，５ｍｇ／ｋｇ）组、中剂量（ＭＤ，１０ｍｇ／ｋｇ）组、高剂量（ＨＤ，
２０ｍｇ／ｋｇ）组，每组 １０只，进行热打击实验，观察各组小鼠 ２４ｈ生存情况，确定最佳给药剂量。另外
１００只小鼠按随机数字表法分为正常对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、罗沙司他（ＦＧ４５９２）组、热射病（ＨＳ）组、罗沙司
他＋热射病（ＦＧ４５９２＋ＨＳ）组，每组２５只，进行热打击实验，建立ＨＳ动物模型。采用改良神经功能缺损
评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ）评价神经功能，脑切片 ＨＥ染色观察病理损伤情况；
ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ染色观察神经元变性；测定脑组织总超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性、丙
二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量评价氧化应激情况；透射电镜观察线粒体损伤；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大脑
皮层中Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２、Ｏｐａ１、Ｄｒｐ１、ｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）、Ｆｉｓ１、ＨＩＦ１α、ＨＯ１蛋白
表达水平。结果　与ＨＳ组比较，ＦＧ４５９２可以显著提高热射病小鼠２４ｈ内的生存率，且ＭＤ组生存率
最高。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＳ组小鼠ｍＮＳＳ评分增加（Ｐ＜０．０５），大脑皮层ＭＤＡ含量增加（Ｐ＜０．０５），总
ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜０．０５），且大脑皮层组织出现显著病理损伤和神经元变性，大脑皮层组织线粒体结构
明显损伤，Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｆｉｓ１、ＨＩＦ１α、ＨＯ１蛋白表达和ｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）／Ｄｒｐ１比值升高
（Ｐ＜０．０５），Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２、Ｏｐａ１蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５）。经ＦＧ４５９２预处理后显著降低ＨＳ小鼠的ｍＮＳＳ
评分（Ｐ＜０．０５），降低了组织ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０５），增加了总ＳＯＤ活性（Ｐ＜０．０５）；同时ＦＧ４５９２预处理
改善了大脑皮层组织病理损伤、减轻了神经元变性和线粒体结构损伤，并降低了 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｆｉｓ１蛋白表达和 ｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）／Ｄｒｐ１比值（Ｐ＜０．０５），增加了 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２、Ｏｐａ１、ＨＩＦ１α、
ＨＯ１蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。结论　罗沙司他调控线粒体分裂融合平衡，减轻线粒体结构损伤，减少氧化
应激和细胞凋亡，减轻热射病脑损伤。
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ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，Ｆｉｓ１ａｎｄｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）／Ｄｒｐ１ｒａｔｉｏ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭｆｎ１，Ｍｆｎ２，Ｏｐａ１，ＨＩＦ１α，ａｎｄＨＯ１（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｒｏｘａｄｕｓｔａｔ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｂａｌａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｓｉｏｎ，ｒｅｄｕｃｅｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄａｍａｇｅ，
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｓｈｅａｔｓｔｒｏｋｅｉｎｄｕｃｅｄｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｒｏｘａｄｕｓｔａｔ；ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α

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

　　热射病（ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＨＳ）是一种危及生命的疾病，
其特征是患者核心体温迅速升高至４０°Ｃ以上，并伴有
神经系统的改变，如出现谵妄、抽搐或昏迷等症状 ［１］。

在全球范围内，严重热浪出现的频率在过去２０年间有
所上升［２］。有研究者发现，热浪发生期间 ＨＳ人群发
病率明显增加［３］。患者在ＨＳ发病早期阶段均存在中
枢神经系统损伤，并且超过 ３０％的 ＨＳ患者发展为长
期中枢神经系统功能障碍［４］。既往关于ＨＳ导致脑损
伤的研究主要关注海马［５］、下丘脑［６］及小脑［７］等区域

的损伤，较少关注大脑皮层的损伤。

　　线粒体是双膜结合的细胞器，可产生细胞能量并
协调机体应激反应，从而决定细胞的生死［８］。线粒体

形状取决于分裂和融合之间的平衡，并由多种介导线

粒体内外膜重塑的蛋白质控制，包括线粒体分裂相关

蛋白［动力蛋白相关蛋白１（ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
Ｄｒｐ１）和线粒体分裂蛋白 １（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎ１
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｆｉｓ１）］和融合相关蛋白［线粒体融合蛋白 １
（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ１，Ｍｆｎ１）、线粒体融合蛋白 ２（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ２，
Ｍｆｎ２）和 视 神 经 萎 缩 蛋 白 １（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ１，
Ｏｐａ１）］［９］。研究表明，抑制线粒体分裂可恢复高热应
激下的线粒体功能，并改善高热引起的组织氧化损

伤［１０］，因此，线粒体分裂和融合可能是热射病的治疗

靶点之一。

　　罗沙司他（ＦＧ４５９２）是一种缺氧诱导因子
（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）脯氨酰羟化酶（ｐｒｏｌｙｌ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＰＨＤ）抑制剂，其商品化药物由中国国家

９０２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１９）



药品监督管理局在２０１８年１２月１７日批准上市，用于
治疗肾性贫血 ［１１］。该药物通过抑制ＰＨＤ活性来稳定
缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）
水平。已有研究证实，ＦＧ４５９２可以促进机体神经发
生，并通过对抗帕金森病诱导的氧化应激损伤来发挥

对中枢神经系统的保护作用［１２］。既往研究表明，

ＦＧ４５９２通过调控ＨＩＦ１α及其靶基因血红素加氧酶１
（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）来调控线粒体动力学平衡，
对抗氧化应激，减轻急性肾损伤［１３］。

　　然而，ＦＧ４５９２在热射病中的作用尚不清楚。因
此，本研究将通过建立ＨＳ小鼠模型，探讨 ＦＧ４５９２对
ＨＳ脑损伤的保护作用，并初步阐明其作用机制，以期
为ＨＳ脑损伤的防治提供理论参考依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　１４０只６～８周健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（体质量
１８～２２ｇ），购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司
［许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４］。所有小鼠饲养于
恒温（２３±１）℃和恒湿（５０±５）％的条件下，保持昼夜
１２ｈ交替循环，自由进食饮水。适应性饲养３ｄ后方
进行实验。所有动物实验程序按照实验指南进行，并

获得陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员会的批

准（ＡＭＵＷＥＣ２０２２２９７０）。
１．２　试剂
　　ＦＧ４５９２、ＰＥＧ３００购自美国 ＭＣＥ公司；二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ）购自广州赛国生物科技有限公司；阿佛丁
麻醉剂购自大连美仑生物技术有限公司；ＨＥ染色试
剂盒、脂质氧化（ＭＤＡ）检测试剂盒、总 ＳＯＤ活性检测
试剂盒和ＲＩＰＡ裂解液购自上海碧云天生物技术有限
公司；ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ染色试剂盒购自美国 Ｂｉｏｓｅｎｓｉｓ公
司；４％多聚甲醛固定液、２．５％戊二醛固定液购自南京
森倍伽生物科技有限公司；ＨＩＦ１α兔多克隆抗体购自
美国ＮＯＶＵＳ公司；ＨＯ１兔多克隆抗体、Ｃａｓｐａｓｅ３兔
多克隆抗体、Ｍｆｎ１兔多克隆抗体、ＨＲＰ标记βａｃｔｉｎ鼠
单克隆抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司；Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３兔单克隆抗体、Ｍｆｎ２兔单克隆抗体、Ｏｐａ１兔
单克隆抗体、Ｆｉｓ１兔单克隆抗体、Ｄｒｐ１兔单克隆抗体、
磷酸化 Ｄｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）兔单克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根过氧化物酶标记山羊
抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）购自北京中杉金桥生物技术有限公司；ＰＶＤＦ
膜购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；超敏型 ＥＣＬ发光液购自武

汉亚科因生物技术有限公司。

１．３　仪器与设备
　　高温环境模拟舱购自中国豪特氧业设备有限公
司；四通道温度测量仪购自中国群特公司。

１．４　实验动物分组
　　４０只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠按照随机数字表法分为
４组（ｎ＝１０）：热射病（ＨＳ）组，罗沙司他低剂量（ＬＤ）
组、中剂量（ＭＤ）组、高剂量（ＨＤ）组。根据 ＦＧ４５９２
的毒物代谢动力学研究［１４］以及关于 ＦＧ４５９２保护作
用的研究报道［１５－１８］，分别选择 ５、１０、２０ｍｇ／ｋｇ为低、
中、高剂量进行给药。ＦＧ４５９２使用１０％ＤＭＳＯ、４０％
ＰＥＧ３００、５％ Ｔｗｅｅｎ８０、４５％ ｄｄＨ２Ｏ作为溶剂进行配
制。ＦＧ４５９２给药各组分别腹腔注射相对应浓度的
ＦＧ４５９２，ＨＳ组腹腔注射同等体积的溶剂，每日 １次，
连续７ｄ。第７天腹腔注射后２ｈ，将小鼠置于高温环
境模拟舱进行热打击实验。出舱后观察各组小鼠２４ｈ
生存情况，确定ＦＧ４５９２最佳给药剂量。
　　１００只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠按照随机数字表法分
为４组（ｎ＝２５）：正常对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、罗沙司他
（ＦＧ４５９２）组、热射病（ＨＳ）组、罗沙司他＋热射病
（ＦＧ４５９２＋ＨＳ）组。ＦＧ４５９２给药剂量通过前期实验
确定。按上文同样方法进行药物配制及给药，并进行

热打击实验。

１．５　方法
１．５．１　ＨＳ动物模型的建立　　小鼠置于高温环境模
拟舱中加热，环境温度（４０．０±０．５）℃，相对湿度（５０±
５）％，期间禁食水，使用四通道温度测量仪间断监测小
鼠直肠温度，直至直肠温度达到４２．７℃，结束加热。
１．５．２　改良神经功能缺损评分　　小鼠在结束加热
１ｈ后 进 行 改 良 神 经 功 能 缺 损 评 分 （ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ），以对比各组神经功
能缺损情况，总评分由运动和感觉、平衡木测试、不正

常反射和活动 ３个部分的评分构成，总评分范围为
０～１８分，分值越高表示小鼠神经功能缺损越严重。评
分结束后再进行下一步取材。

１．５．３　ＨＥ染色　　小鼠用阿佛丁麻醉剂麻醉，预冷
的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液经左心室灌入，直至右心耳处
流出清亮液体，用４％多聚甲醛固定液灌注，直至小鼠
四肢僵硬，完整取出整个脑组织，经固定、脱水、石蜡包

埋后切片，石蜡切片经二甲苯脱蜡、ＨＥ染色后用中性
树脂封片，在光学显微镜下观察脑组织病理学改变。

１．５．４　ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ染色　　将灌注后的脑组织完
整取出，经固定、脱水、ＯＣＴ，包埋后进行连续冰冻切

０１２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



片，厚度３０μｍ。玻片放入５０℃烘箱烘干２ｈ，置于溶
液Ａ（ＮａＯＨ）与８０％乙醇溶液按照体积１∶９的比例配
置的混合液中浸泡５ｍｉｎ，蒸馏水洗涤后，用７０％乙醇
溶液浸泡 ２ｍｉｎ，置于溶液 Ｂ（ＫＭｎＯ４）与蒸馏水按照
体积１∶９的比例配置的混合液中浸泡 １０ｍｉｎ，蒸馏水
洗涤后，用ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ工作液避光染色 ３０ｍｉｎ，蒸
馏水洗涤后，置于５０℃烘箱避光烘干１０ｍｉｎ，浸入二
甲苯５ｍｉｎ，用ＤＰＸ封片剂封片，荧光显微镜下观察大
脑皮层区域神经元变性情况。

１．５．５　脑组织透射电镜观察　　将大脑皮层枕叶组
织块经 ２．５％戊二醛固定液固定后，经脱水、包埋、切
片和染色，使用透射电镜观察大脑皮层区神经元细胞

内线粒体形态结构。

１．５．６　脑组织中氧化应激相关指标的含量和活性测
定　　冰上分离大脑皮层枕叶组织，分别加入对应裂
解液后匀浆，４℃ １２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清，然后
根据试剂盒说明书分别测定丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）含量和总超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）活性。
１．５．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　冰上分离大脑皮层枕叶
组织，加入ＲＩＰＡ裂解液，匀浆，冰上裂解２０ｍｉｎ，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，吸取上清液，ＢＣＡ法测定蛋
白浓度。取５０μｇ总蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，
湿转法将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，
经ＴＢＳＴ洗涤后，分别孵育一抗 ＨＩＦ１α（１∶１０００）、
ＨＯ１（１∶１０００）、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、Ｃａｓｐａｓｅ３
（１∶１０００）、Ｏｐａ１（１∶１０００）、Ｍｆｎ１（１∶１０００）、Ｍｆｎ２（１∶１０００）、
Ｄｒｐ１（１∶１０００）、ｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６，１∶１０００）、Ｆｉｓ１（１∶１０００）、
βａｃｔｉｎ（１∶５０００），置于４℃过夜。ＴＢＳＴ洗涤３次后室
温孵育辣根过氧化物酶标记山羊抗兔、山羊抗小鼠二

抗 ＩｇＧ（１∶３００００）１ｈ，ＥＣＬ化学发光法显影，使用Ｂｉｏ
Ｒａｄ凝胶成像系统采集图像，ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度
值，目的蛋白相对表达量以目的蛋白与内参蛋白条带

灰度值比值表示。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０版软件进行数据分析，计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比
较采用ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＦＧ４５９２不同给药剂量对ＨＳ小鼠存活率的影响
　　通过对比各组小鼠２４ｈ存活率，明确 ＦＧ４５９２的
最佳给药剂量，ＨＳ组２４ｈ存活率为４０％，ＬＤ、ＭＤ、ＨＤ

组存活率分别为 ５０％、８０％、６０％，说明 ＦＧ４５９２低、
中、高剂量均可以提高 ＨＳ小鼠存活率，且 ＭＤ组效果
最佳（图１）。根据实验结果，本研究选择１０ｍｇ／ｋｇ的
ＦＧ４５９２给药剂量用于后续实验。
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图１　ＦＧ４５９２对ＨＳ小鼠存活情况的影响（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＦＧ４５９２对小鼠神经功能损伤的影响
　　通过ｍＮＳＳ评分对各组小鼠的神经功能缺损情况
进行评价。结果表明，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＦＧ４５９２组小鼠
ｍＮＳＳ评分为０，表明２组小鼠神经功能正常；与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，ＨＳ组小鼠ｍＮＳＳ评分明显增加（Ｐ＜０．０５）；与
ＨＳ组比较，ＦＧ４５９２预处理后，ＦＧ４５９２＋ＨＳ组小鼠
ｍＮＳＳ评分明显减少（Ｐ＜０．０５，表１），提示 ＦＧ４５９２预
处理能够减少ＨＳ导致的神经功能缺损。

表１　各组小鼠ｍＮＳＳ评分（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
运动和感觉

评分

平衡木测试

评分

不正常反射和

活动评分
总评分

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０ ０ ０ ０

ＦＧ４５９２组 ０ ０ ０ ０

ＨＳ组 ３．７０±０．８２ａ ４．５０±０．５３ａ ２．７０±０．４８ａ１０．９０±１．２０ａ

ＦＧ４５９２＋ＨＳ组 １．４０±０．５２ｂ ２．２０±０．４２ｂ １．００±０．４７ｂ ４．６０±０．７０ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较

２．３　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织病理的影响
　　通过ＨＥ染色观察各组小鼠大脑皮层组织病理损
伤情况。结果表明，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＦＧ４５９２组大脑皮层
组织细胞排列清晰，无明显病理改变；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比
较，ＨＳ组细胞排列紊乱，出现大量细胞核固缩和深染，
可见部分异形细胞；与 ＨＳ组比较，ＦＧ４５９２＋ＨＳ组细
胞排列稍紊乱，细胞核固缩和深染明显减少（图２），提
示ＦＧ４５９２预处理明显减轻了热射病导致的大脑皮层
组织病理损伤。

２．４　ＦＧ４５９２对小鼠神经元变性的影响
　　通过ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ染色观察各组小鼠大脑皮层神
经元变性情况。Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＦＧ４５９２组有个别阳性

１１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１９）



细胞，而 ＨＳ组存在大量阳性细胞；与 ＨＳ组比较，
ＦＧ４５９２＋ＨＳ组阳性细胞明显减少（图３）。结果表明，
ＦＧ４５９２能够改善ＨＳ导致的脑组织神经元变性。
２．５　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织氧化应激的影响
　　通过测定ＭＤＡ含量和总ＳＯＤ活性评价各组小鼠
大脑皮层氧化应激情况。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＳ组小
鼠脑组织中ＭＤＡ含量增加（Ｐ＜０．０５，图４Ａ），总 ＳＯＤ
活性降低（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）。与 ＨＳ组比较，ＦＧ４５９２
预处理后，ＦＧ４５９２＋ＨＳ组小鼠脑组织中 ＭＤＡ含量减
少（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ），总 ＳＯＤ活性升高（Ｐ＜０．０５，

图４Ｂ），提示 ＦＧ４５９２预处理能够改善 ＨＳ导致的氧
化应激损伤。

２．６　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织细胞凋亡的影响
　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平评价各组凋亡情
况。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组 比 较，ＨＳ组 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＳ组比较，
ＦＧ４５９２＋ＨＳ组Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达
下调（Ｐ＜０．０５，图５），提示 ＦＧ４５９２预给药抑制了 ＨＳ
诱导的细胞凋亡。
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箭头：示损伤细胞

图２　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织病理的影响（ｎ＝３）
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绿色荧光：示神经元变性阳性细胞

图３　ＦＧ４５９２对小鼠脑皮层组织神经元变性的影响（ｎ＝３）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＦＧ４５９２组；３：ＨＳ组；４：ＦＧ４５９２＋ＨＳ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较

图４　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织ＭＤＡ含量（Ａ）和总ＳＯＤ活性（Ｂ）的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

! " # $

组别

! " # $

组别

! " # $

%&'(&')!#

（
#""!*

#）
!

（
!+"!*

#）
!

（
!,"!*

#）
!

!!&-./0

（
$""!*

#）
!

%1)&2)3%&'(&')!#

"4*

!45

!4*

*45

*

%
&
'
(
&
'
)
!
#

蛋
白
相
对
表
达
量

$

#

"

!

*

%
1
)
&
2
)
3
%
&
'
(
&
'
)
!
#

蛋
白
相
对
表
达
量

6

7 %

&

8

&

8

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＦＧ４５９２组；３：ＨＳ组；４：ＦＧ４５９２＋ＨＳ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ、Ｃ：蛋白半定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图５　ＦＧ４５９２对小鼠脑皮层组织细胞凋亡的影响

２．７　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织线粒体结构的影响
　　通过透射电镜观察各组小鼠脑皮层组织评价各组
线粒体。透射电子显微镜观察结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ＦＧ４５９２组小鼠大脑皮层线粒体未见明显结果改变，
呈现正常的细长管状形态或椭圆形，大小适中，线粒体

嵴排列较整齐且清晰；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＳ组小鼠大

脑皮层线粒体形态异常，线粒体肿胀明显，较多线粒体

嵴断裂、模糊；与ＨＳ组比较，ＦＧ４５９２＋ＨＳ组小鼠大脑
皮层线粒体损伤明显减轻，空泡化线粒体数量减少，部

分嵴断裂（图 ６）。结果表明，ＦＧ４５９２预处理减轻了
ＨＳ导致的大脑皮层线粒体损伤。
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黑色箭头：示正常结构线粒体；红色箭头：示结构受损线粒体

图６　ＦＧ４５９２对小鼠脑皮层组织线粒体结构的影响（ｎ＝３）
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２．８　ＦＧ４５９２对小鼠脑皮层组织线粒体分裂、融合的
影响

　　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体分裂、融合相关蛋白
表达情况（图７Ａ、Ｆ）。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＳ组大脑皮
层组织中 Ｆｉｓ１蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０５，图 ７Ｂ），
Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２和 Ｏｐａ１蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０５，
图７Ｃ～Ｅ），ｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）／Ｄｒｐ１比值升高（Ｐ＜０．０５，
图７Ｇ）。与ＨＳ组比较，ＦＧ４５９２＋ＨＳ组大脑皮层组织
Ｆｉｓ１蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２和Ｏｐａ１
蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０５），ｐＤｒｐ１（Ｓｅｒ６１６）／Ｄｒｐ１
比值降低（Ｐ＜０．０５）。结果表明：ＦＧ４５９２预处理改善
了ＨＳ导致的线粒体过度分裂，增加了线粒体融合。
２．９　ＦＧ４５９２对小鼠脑组织 ＨＩＦ１α和 ＨＯ１蛋白表

达的影响

　　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α和 ＨＯ１蛋白表达
情况（图８Ａ）。结果表明：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦＧ４５９２
组、ＨＳ组和ＦＧ４５９２＋ＨＳ组大脑皮层组织中 ＨＩＦ１α、

ＨＯ１蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５，图 ８Ｂ、Ｃ）；与 ＨＳ组比
较，ＦＧ４５９２＋ＨＳ组大脑皮层组织中 ＨＩＦ１α、ＨＯ１蛋
白表达明显升高（Ｐ＜０．０５）。结果显示，ＨＩＦ１α／ＨＯ１
信号通路可能与ＦＧ４５９２对ＨＳ的保护作用有关。

３　讨论

　　本研究通过高温环境模拟舱模拟高热环境建立
ＨＳ小鼠模型。所有小鼠在舱内直肠温度达到４２．７℃
后出舱，其中ＨＳ组小鼠在出舱２～３ｈ出现死亡，所以
选择在小鼠出舱２ｈ开始进行取材，本研究主要集中
在ＨＳ导致的急性脑损伤的研究，所以并未对ＨＳ导致
的长期中枢神经系统损伤进行探索。

　　研究结果提示，ＦＧ４５９２能显著提高 ＨＳ小鼠的
２４ｈ存活率。给予 ＦＧ４５９２预处理后，ＨＳ小鼠 ｍＮＳＳ
评分降低，大脑皮层病理改变减轻，神经元变性减少，

表明 ＦＧ４５９２对 ＨＳ小鼠脑损伤具有一定的保护
作用。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＦＧ４５９２组；３：ＨＳ组；４：ＦＧ４５９２＋ＨＳ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较
Ａ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ～Ｅ、Ｇ：蛋白半定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图７　ＦＧ４５９２对小鼠脑皮层组织线粒体分裂、融合的影响
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＦＧ４５９２组；３：ＨＳ组；４：ＦＧ４５９２＋ＨＳ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＳ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ、Ｃ：蛋白半定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图８　ＦＧ４５９２对小鼠脑皮层组织ＨＩＦ１α、ＨＯ１蛋白表达的影响

　　大脑是机体能量需求最旺盛的区域之一，而作为
细胞动力工厂的线粒体的正常功能的发挥对神经元的

存活至关重要［１９］。当线粒体损伤时，不仅会导致ＡＴＰ
水平降低，还会导致 ＲＯＳ的过度产生，氧化应激损伤
增加，从而对细胞的存活和恢复产生不利影响［２０］。已

有大量研究表明高热应激会导致线粒体出现结构损伤

的发生［２１－２２］。本研究电镜结果也显示大脑皮层线粒

体损伤，表现为线粒体肿胀和嵴膜溶解。

　　线粒体在能量需求和环境刺激下，通过融合和分
裂不断改变形态，调节细胞存活并协调整个细胞的应

激反应［２３］。线粒体分裂融合失衡会导致线粒体功能

障碍，并导致各种急性和慢性疾病的发生［２４］。通过

Ｄｒｐ１／Ｆｉｓ１相互作用介导的线粒体过度断裂已被证明
在多种疾病模型中诱导氧化应激［２５－２７］。高热应激导

致Ｄｒｐ１的激活和Ｏｐａ１的裂解，从而使线粒体分裂融
合平衡转向分裂，出现线粒体过度分裂，从而导致线粒

体碎片化［２８］。而抑制线粒体分裂可减少高热应激引

起的细胞线粒体膜电位损失和ＲＯＳ的产生，减少氧化
应激损伤［２９］。

　　ＦＧ４５９２通过抑制ＨＩＦ的降解来稳定和促进 ＨＩＦ
的活性；ＨＯ１作为 ＨＩＦ１的靶基因，ＦＧ４５９２同样能
促进其表达［１６］。研究表明，ＨＯ１可通过抑制 Ｆｉｓ１和
Ｄｒｐ１的上调，增加Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２和Ｏｐａ１的表达，保持线
粒体分裂融合平衡，对抗氧化应激，减少细胞凋亡，缓

解重金属、缺氧和内毒素等导致的组织损伤［３０－３２］。本

研究结果也表明，ＨＳ导致线粒体分裂相关蛋白 Ｄｒｐ１
的磷酸化和 Ｆｉｓ１的表达增加，融合相关蛋白 Ｍｆｎ１、
Ｍｆｎ２和Ｏｐａ１的表达减少；而 ＦＧ４５９２预处理能够明
显改善这一变化，即线粒体分裂相关蛋白Ｄｒｐ１的磷酸
化抑制和 Ｆｉｓ１的表达减少，融合相关蛋白 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２
和Ｏｐａ１的表达增加，而组织 ＭＤＡ水平减少，ＳＯＤ活

性增加。该结果提示ＨＳ导致的脑损伤可能与线粒体
分裂融合失衡相关，而 ＦＧ４５９２预处理可改善 ＨＳ导
致的线粒体分裂融合失衡，并减少组织氧化应激损伤。

　　本研究也发现，ＦＧ４５９２预处理提高了 ＨＩＦ１α、
ＨＯ１的蛋白表达水平，这表明 ＨＩＦ１α／ＨＯ１在机体
对抗ＨＳ导致的脑组织损伤中可能发挥保护作用。但
值得注意的是，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＳ组 ＨＩＦ１α、ＨＯ１
蛋白水平也出现升高。本研究认为，机体在受到高热

应激后，由于体温升高，机体通过血流重分布将血液从

中央循环分流到肌肉和皮肤，包括大脑在内的多个器

官灌注相对减少，导致其出现相对缺血和缺氧［３３］，这

可能导致ＨＩＦ１α的水平出现一过性增加，其下游靶基
因ＨＯ１同样被激活，减轻 ＨＳ导致的细胞和器官损
伤，发挥保护作用。但这种应激反应持续时间有限，只

能发挥有限保护作用。在其他关于ＦＧ４５９２保护作用
的研究中，也同样观察到损伤模型组的ＨＩＦ１α和ＨＯ１
水平的应激性升高，而经过ＦＧ４５９２预处理后，ＨＩＦ１α
和ＨＯ１水平升高更加显著［１７，３４－３５］，这可能有利于保

护作用的稳定发挥。

　　综上所述，ＦＧ４５９２对ＨＳ导致的脑组织损伤具有
一定的保护作用，可减轻氧化应激损伤，减少线粒体损

伤，同时调节凋亡相关蛋白，抑制细胞凋亡，其作用机

制可能与调控ＨＩＦ１α／ＨＯ１信号通路，抑制线粒体过
度分裂与增加融合有关。
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