
高温高湿环境下颅脑火器伤后兔脑HSP70变化  

    近年研究发现在多种创伤性脑损伤动物模型中热休克蛋白70(HSP70)均有表达[1][2]，HSP70蛋白表达增

加对脑损伤后神经功能损害具有一定的保护作用，减轻脑继发性损害。本研究探讨HSP70在高温高湿特殊环境

下颅脑火器伤后的变化及其作用。 

    

1  材料和方法 

    1.1  主要实验仪器与材料 

    仿真模拟热气候舱由南方医科大学热带医学研究所提供，可调节温度、湿度、风速、辐射强度等。脑立

体定向仪，Powlab/8sp生理记录仪，Bio-Rad Mini- ProteinⅡ 电泳槽，Bio-Rad Mini-Trans-Blot 转移

槽，Bio-Profil型图像分析仪。HSP70单抗、HSP70标准品、PMSF、Aprotinin、DTT、SDS、DAB、EDTA、

Tween-20均为Sigma产品。 

    1.2  实验动物分组及处理 

    参照猫脑枪弹伤模型[3]制作兔颅脑枪弹伤模型。Powlab/8sp生理记录仪动态监测生命体征变化。选用

体质量(2.3±0.3) kg的新西兰大白兔24只随机分成3组，每组8只。常温对照组：置于温度(T)(22.0±

0.5)℃、相对湿度(RH)50%的仿真模拟气候舱中；常温枪伤组：颅脑枪弹伤后即置于T(22.0±0.5)℃、RH 

50%的仿真模拟气候舱中；高温高湿枪伤组：颅脑枪弹伤后即置于T(39.0±0.5)℃、RH 80%~85%的仿真模拟

气候舱中。上述各组动物送入仿真模拟气候舱中受湿热处理2 h，2 h内未死亡注入空气处死。死前抽血5 

ml，即时分离淋巴细胞。死亡后取大脑皮质、下丘脑，于-80 ℃贮存。所用动物均由南方医科大学实验动物

中心提供。 

    1.3  HSP70的检测 

    1.3.1  脑组织匀浆的制备   取100 mg脑组织加500 μl含EDTA和Aprotinin的悬浮缓冲液，冰浴中匀

浆、超声破碎，取300 μl匀浆，加入2×SDS凝胶加样缓冲液240 μl，再加入DTT 60 μl混匀。沸水煮浴、离

心，取上清液，Lowry法测定蛋白质浓度[4]。 

    1.3.2  淋巴细胞可溶性蛋白质的提取[5]   5 ml淋巴细胞分离液面上缓慢加入等体积抗凝血样品，离

心，吸出淋巴细胞层，D-hanks液清洗两遍，离心收集淋巴细胞。冰浴中用预冷的PBS液洗涤淋巴细胞，离

心，吸出上清液，冰浴中剪碎、超声破碎。加等体积的2×SDS凝胶加样缓冲液。沸水煮浴、离心，取上清

液，Lowry法测定蛋白质浓度[4]。 

    1.3.3  Western blot检测HSP70   采用Western blot法，等量匀浆上样，进行12% SDS-PAGE。电泳

结束，取一胶作考马斯亮蓝R250染色，鉴定电泳效果。电转仪将蛋白转移到硝酸纤维素膜(NC膜)。用丽春红S

染色标记出HSP70标准品参照蛋白的位置。NC膜经过封闭、漂洗后，分别加入一抗(HSP70单抗)、二抗孵育。

应用化学发光和X线片显示。用Bio-Profil图像分析仪对显影带进行定量分析。根据各蛋白样品与标准蛋白显

色积分的灰密度的比值，求出各样品中HSP70的值(μg/mg prot.)。 
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    1.4  统计学处理 

    采用SPSS2000统计软件包行多个样本均数比较的方差分析，以P<0.05为判断标准。 

    

2  结果 

    2.1  动物生命体征的变化 

    受高温高湿环境的作用加重了颅脑枪弹伤后生命体征的紊乱，加快了呼吸、循环、体温调节的衰竭，高

温高湿恶劣环境的影响比单纯枪伤更加明显。 

    2.2  动物的死亡率 

    常温对照组和常温枪伤组在伤后2 h内无动物死亡，而高温高湿颅脑枪伤组在实验的2 h内动物死亡达到6

只，仅有2只动物存活。 

    2.3  各实验组处理2 h后HSP70的变化 

    各组处理2 h后HSP70的变化见表1。 

    

3  讨论 

    HSP是生物体在热应激及其他多种应激(缺氧、NO等)下，快速转录并优先翻译合成的一组特殊的高度保守

的蛋白质，它能保护机体(或细胞)不受或少受伤害[6][7]。HSP70家族是动物体细胞中最主要的一族应激蛋

白，相对分子质量为70 000，等电点介于pH 5.2~6.3[8]。HSP70在正常细胞中水平较低，而在应激状态下可

显著升高。HSP70主要通过其分子伴侣作用，维护细胞的正常功能与生存[9][10]。在多种创伤性脑损伤动物

模型中HSP70均有表达[1][2][11]。近年有关脑缺血、脑创伤后HSP70的研究较多，但在特殊环境如高温高湿

环境下颅脑火器伤HSP70的表达和变化未见报道。本实验研究利用仿真模拟热气候舱，建立了高温高湿的特殊

环境气候，观察兔颅脑火器伤后生命体征变化、死亡率与HSP70的变化，结果发现高温高湿气候环境下动物生

命体征变化显著，呈紊乱状态；增高了动物颅脑火器伤的死亡率，高温高湿枪伤组在实验的2 h内绝大多数动

物死亡，其中30 min就出现1只动物死亡，1 h内又增加3只死亡，到2 h后只有2只动物存活，而常温对照组、

常温枪伤组在实验的2 h内无动物死亡。本研究发现：(1)正常对照组的淋巴细胞、大脑皮层、下丘脑中HSP70

含量不同，表明HSP70基础含量因各种细胞的功能而异，提示不同组织类型的细胞可能具有诱导热休克反应的



不同的温度设定点，造成各类型细胞的基础储备值不一；(2)外周血淋巴细胞中HSP70水平在枪伤、高温高湿

枪伤应激后均上升，高温高湿枪伤后HSP70的升高显著；与大脑皮质、下丘脑的HSP70增加趋势相一致。提示

可用对机体损伤较小的抽外周血样品评估整体的高温高湿火器伤的热应激水平。 

    本实验结果显示单纯枪伤应激后淋巴细胞、大脑组织的皮质、下丘脑中HSP70升高，这两个部位脑组织

HSP70的变化差异无统计学意义，与常温对照组比较差异无统计学意义。高温高湿枪伤应激后淋巴细胞、大脑

皮质、下丘脑中HSP70较应激前显著上升；但大脑皮质与下丘脑HSP70的变化无明显差别，可能与大脑皮质是

易损伤区有关。与体温调节最重要的下丘脑部位一样，细胞合成大量的HSP，以提供更多的保护。但高温高湿

颅脑伤后的动物继续接受高温高湿的强烈热应激，结果内外环境的高温刺激，导致机体最后的自我保护

(HSP70显著增加的保护作用等)调节机制丧失，促进兔死亡。说明高温高湿环境引起颅脑火器伤的继发性损

害，是颅脑火器伤后的二次创伤。因此尽快脱离高温高湿环境，迅速降温是救治高温高湿颅脑火器伤的有效措

施。通过对HSP深入研究，将有助于对热应激、热损伤研究提高到分子生物学水平，进一步阐明热应激与热损

伤的分子机理，指导在实践中开发出诱导HSP的高表达，加快热适应、对抗热损伤的药物，将有助于提高高温

高湿火器伤的救治水平。 
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