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摘要院目的 探讨高温高湿环境下肢体火器伤后热休克蛋白 70(HSP70)含量变化的规律遥方法 将 18只犬随机分为高温
高湿组尧常温常湿组尧热适应组袁分别在致伤前及火器伤后 1尧3尧4尧6尧8尧10尧14尧18尧2 4 h检测外周血淋巴细胞和伤道骨骼
肌中 HSP70含量遥结果 淋巴细胞中HSP70含量在高温高湿组的两个高峰分别为伤后 4 h和 14~18h曰热适应组 3 h达
到高峰袁持续至 6 h曰常温常湿组 6 h达到高峰遥常温常湿组伤道骨骼肌HSP70含量在伤后14~18 h也出现一个增幅不
明显的高峰期遥结论 高温高湿环境下肢体火器伤后HSP70含量的变化有其独特的规律遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻Toinvestigatethedynamicchangeofheatshockprotein70(HSP70)aftergunshotwoundinthe canine
limbsinhotandhumidenvironment. 酝藻贼澡燥凿泽Eighteendogs, aftergunshotwoundintheposteriorlimbswere induced, were
dividedintonormalenvironmentgroup(NE),heatacclimatizationgroup(HA)andhotandhumidenvironment (HHE) group.
ThecontentofHSP70intheperipheralbloodlymphocytesandinthemusculartissuesinthewound tractwas measured at
differenttimepointsafterinjury. 砸藻泽怎造贼泽HSP70intheperipheralbloodlymphocytespeakedtwiceat 4hand14 to18hafter
injuryrespectivelyinHHEgroup,andtherewasonepeakat3h,lastingtill6h,inHAgroup.The content ofHSP70 reachedthe
maximum6hafterinjuryinNEgroup.Inthemusculartissuesinthewoundtract,aninconspicuouspeakof HSP70contentwas
observed14 to18hafterinjuryinNEgroup. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶Differingfromnormal conditions,hotand humidenvironmentmay
produce peculiarchangesofHSP70contentindogsaftergunshotinjuries.
运藻赠憎燥则凿泽押hotandhumidenvironment;extremities;wounds,gunshot;heat-shockproteins

在人工气候室模拟高温高湿环境袁以犬肢体火器
伤为实验模型袁观察高温高湿环境火器伤后创伤伤道
周围同一区域骨骼肌匀浆及外周血淋巴细胞中热休

克蛋白 70 (Heat shock protein70, HSP70)含量变化袁
以探讨高温高湿环境下火器伤组织损伤特点袁判断组
织损伤的程度及转归袁为这一特殊环境下肢体战创伤
的救治提供理论依据遥

1 材料与方法
1.1 一般资料

18只杂种犬袁体质量 10~15kg袁雌雄不限袁随机
分为 3组院高温高湿组渊HHE冤尧常温常湿组渊NE冤和热
适应组渊HA冤遥动物于实验前一天称体质量尧脱毛遥3%
戊巴比妥钠 30mg/kg窑b.w.静脉麻醉袁仰卧位固定于
致伤架遥射击距离 0 .8m袁五四式手枪尧7.62mm 子弹

于股部肌肉最丰满处致伤袁避开骨骼和大血管袁由同
一军事教员实施遥伤后立即简单包扎止血袁置入人工
气候室内遥人工气候室内高温高湿气象条件院干球温
度渊Tdb冤为(35.30依0.54)益袁湿球温度渊Twb冤为(30.34依
0.85)益袁相对湿度渊rh冤为(71.67依4.72)%曰常温常湿气
象条件院Tdb 为 (27.42依1.37)益袁Twb 为 (20.01依
1.12)益袁rh为(50.25依6.74)%遥HA组动物的准备院6只
杂种犬每日高温高湿条件下热适应 2 h袁连续 1 4 d袁热
适应前后肛温变化不超过 0.3益即可遥
1.2 肛温的测定
分别于伤前尧伤后 1尧3尧4尧6尧8尧10尧14尧18尧2 4 h时

使用肛温表袁插入实验犬直肠内约 3 cm测定肛温遥
1.3 外周血淋巴细胞的分离
分别在伤前尧伤后 15min 及 1尧3尧4尧6尧8尧10尧14尧

18尧2 4 h取抗凝静脉血 4ml袁缓慢加入等量的淋巴细
胞分离液液面上袁2000r/min离心 30min袁小心吸出
淋巴细胞层袁PBS液清洗 3遍袁离心收集淋巴细胞袁放
入由二甲基桠枫尧小牛血清和 RPMI1640 培养液配
置成的冻存液中袁原70益保存待测遥
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1.4 可溶性蛋白质的提取
1.4.1 伤道周围肌肉组织可溶性蛋白质的提取 取出
震荡区湿重约 0.3~0.5g肌肉袁PBS 漂洗 3次袁洗净血
迹袁剪刀粗剪遥放入冰浴的匀浆器中袁内含 2ml10伊细
胞裂解液 (NewEnglandBiolabsInc)袁匀浆遥取悬浮液
于相差显微镜下观察细胞破裂程度袁要求至少 95%
的骨骼肌细胞破裂袁用 300目无菌过滤器去除结缔
组织袁原20益保存待测遥
1.4.2 细胞可溶性蛋白质的提取 取出冻存的淋巴细
胞袁于冰浴的 Eppendorf管中用预冷的PBS 液漂洗 2
次袁4益尧3000r/min离心 10min袁加入 1ml10伊细胞
裂解液遥取悬浮液于相差显微镜下观察细胞破裂程
度袁要求至少 95%的淋巴细胞破裂遥
1.5 Bradford法测定细胞总蛋白含量
1.5.1 标准曲线绘制 分别在微量离心管中各加入
0.5mg/ml牛血清白蛋白渊2.5尧5尧10尧15尧20尧40滋l冤袁以
0.15mmol/LNaCl补足至 100滋l袁同时以两管 100滋l
0.15mmol/LNaCl作空白对照袁每管各加入 1ml考马
斯亮蓝染料溶液袁震荡混匀袁室温放置 2 min 遥用
1 cm光径的微量比色杯测D595袁取D595对照标准蛋白

浓度作图袁用 SPSS软件绘制标准回归方程遥
1.5.2 样品测定 将样品液 100滋l加入微量离心管
中袁其余步骤同上遥根据标准方程求出各样品的蛋白
含量遥
1.6 Westerndotblot测 HSP70含量
1.6.1在硝酸纤维素膜上打孔袁用微量加样器加入10滋l/
孔袁样品液用HSP70标准品渊Sigma冤配成 100mg/L尧
50mg/L尧25mg/L尧12.5mg/L尧6.75mg/L参比系列袁室

温凉干遥
1.6.2 Westernblot 检测试剂盒 渊博士德公司冤测定
HSP70含量 按照试剂盒使用操作步骤实施袁封闭液
室温封闭 30min袁用量以浸没整张膜为准遥PBST震
荡洗涤硝酸纤维素膜 1次袁抗体稀释液稀释相应的
HSP70一抗渊Sigma冤袁配成 0.5滋g/ml浓度袁37益孵育
2 h遥0.02mlo/LPBST震荡洗涤硝酸纤维素膜 2次袁
用抗体稀释液稀释 HSP70辣根过氧化物酶标记的羊
抗鼠二抗袁浓度 1院200袁37 益孵育 1 h遥0.02 mol/L
PBST震荡洗涤硝酸纤维素膜 4次袁每次 5min遥按每
2ml0.02mol/LPBST加一滴 DAB浓缩液及 1/1000
加入 30%H2O2混匀后加至膜上袁室温显色袁显色后蒸
馏水洗涤遥
1.6.3 定量分析 用图像分析仪渊UVP75000袁英国冤扫
描袁Gel base / Gel blot软件分析遥根据参比系列
HSP70浓度的光密度计算样品中每 mg组织蛋白
HSP70含量渊滋g/mg窑pro冤遥
1.7 统计分析
采用 SPSS7.5统计软件进行统计分析袁组内多个
时间点的统计采用重复测量方差分析遥

2 结果
2.1体温变化
伤前 3组动物体温无差别袁伤后 4 h时HHE 组

和HA组动物体温明显升高袁此后持续高热并呈逐渐
升高趋势袁14~24h均达 42益以上渊表 1冤遥NE组动物
伤后轻度升高袁至 2 4 h时达(39.9依0.5)益遥高温高湿环
境下袁肛温较常温常湿环境升高 2.3~3.5益遥

NE:Normalenvironmentgroup;HA:Heatacclimatizationgroup;HHE:Hotandhumidenvironmentgroup

表 1常温常湿尧热适应尧高温高湿组犬肢体火器伤肛温变化比较渊益,曾依泽冤
栽葬遭援员悦燥皂责葬则蚤泽燥灶燥枣贼澡藻葬灶葬造贼藻皂责藻则葬贼怎则藻蚤灶贼澡藻猿早则燥怎责泽葬枣贼藻则早怎灶泽澡燥贼蚤灶躁怎则赠蚤灶贼澡藻造蚤皂遭泽渊益,酝藻葬灶依杂阅冤

0 1 3 4 6 8 10 14 18 20
NE 37.8依0.5 38.3依0.6 38.8依0.4 38.9依1.2 39.3依0.6 39.7依0.6 39.5依0.8 39.6依0.6 39.9依0.8 39.9依0.5
HA 37.5依0.9 39.9依0.5 40.1依0.5 40.9依0.7 41.6依0.9 41.5依0.6 41.9依0.7 42.3依0.7 42.2依0.9 42.5依0.6
HHE 37.6依0.8 40.3依0.5 40.1依0.4 40.7依1.0 41.4依0.9 41.8依0.6 41.9依0.8 42.0依0.7 42.4依0.9 42.6依0.9

Group
Timeaftergunshot(h)

2.2 HSP70的含量变化
2.2.1外周血淋巴细胞中HSP70的含量变化渊图 1冤
渊1冤NE组火器伤后袁HSP70表达在伤后 1 h时升

高袁6 h时达到高峰袁其后渐下降遥渊2冤HHE组 HSP70
含量在 1 h时升高袁4 h时达到高峰袁说明应激性合成
HSP70的表达量增加袁以后逐渐下降曰1 4 ~ 1 8 h第二
次升高袁但峰值较第一次低遥渊3冤HA组 1 h时升高袁3
h时达高峰袁持续升高至 6 h后平稳下降袁和 NE组差
别不大袁但在 1 4 h后淋巴细胞中 HSP70的含量较
NE组高(孕<0.05)遥

2.2.2 伤道骨骼肌中HSP70的含量变化渊图 2冤基本
与外周血淋巴细胞中HSP70含量变化一致遥唯一不
同在于 NE组火器伤后袁HSP70含量在 14 ~18 h也
出现一个增幅不明显的高峰期遥

3 讨论
在诸多HSP家族中有一类蛋白质的相对分子

质量为 70000袁称为HSP70袁HSP70的增加可以提高
细胞在各种应激状态下的生存能力袁其保护作用可
以概括为以下几个方面咱1暂院渊1冤分子伴侣作用曰渊2冤抗
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图 2 3组实验犬伤道骨骼肌 HSP70含量变化曲线
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图 1 3组实验犬外周血淋巴细胞中 HSP70含量变化曲线
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氧化作用曰渊3冤协同免疫作用曰渊4冤抗细胞凋亡作用遥
Rajdev咱2暂在脑缺血小鼠局部组织中发现较高水平的
HSP70表达袁提示它在缺血的病理机制中起重要作
用遥与正常小鼠相比袁过度表达HSP70的转基因小鼠
脑缺血范围得到显著改善袁提示诱导 HSP70的表达
可能成为脑缺血损伤的一种新疗法遥Iliodromitis咱3暂在
兔心脏缺血模型中发现消炎痛可以增强心脏 42益热
应激时的耐受作用袁减少 51.2%的心肌梗死面积袁并
伴有 HSP的升高遥本实验观察了 3种不同条件下外
周血淋巴细胞和伤道骨骼肌中 HSP70含量的变化袁
以探讨高温高湿环境尧创伤及其复合作用尧热习服对
HSP表达量的影响遥渊1冤NE组火器伤后袁淋巴细胞中
HSP70表达在伤后 1 h时升高袁6 h时达到高峰袁其后
逐渐下降遥说明机体在遭受剧烈创伤后细胞可应激性
增加 HSP70的表达量袁减少对机体的损害作用袁随后
由于缺乏连续性的刺激而表达逐渐下降遥在伤道骨骼
肌中的含量和外周淋巴细胞的表达基本一致袁但在
14~18h出现一个增幅不明显的高峰期袁考虑是否为
伤道局部组织坏死增加引起的应激所致遥渊2冤HHE组
1 h时升高袁4 h时达到高峰袁说明应激性合成HSP70
的表达量增加袁以后渐下降袁14~18h时由于高温高
湿的持续影响而继续升高袁但由于机体细胞受损袁峰

值较第一次合成减少袁不排除由于机体各组织器官功
能衰竭对HSP70表达量的影响袁后下降渐趋平稳遥由
于胞浆 HSP蛋白池的显著耗竭袁表达量比 NE组低遥
骨骼肌中 HSP70含量的变化和淋巴细胞中的含量较
一致袁和 NE组相比袁局部组织坏死的刺激比高温高
湿条件对HSP70的影响相对较小遥渊3冤HA组淋巴细
胞中 HSP701h时升高袁3 h时达到高峰袁持续高峰至
6 h袁平稳下降袁和 NE 组差别不大袁但在 1 4 h后淋巴
细胞中HSP70的含量较其他两组均高袁而且骨骼肌
和淋巴细胞中的含量是一致的遥说明经过热习服袁在
相同应激条件下袁体内的保护性因素 HSP70基础值
较高及应激后持续升高时间长袁利于机体组织器官的
保护遥动物在经过热适应后受到枪伤及高温高湿损伤
后袁淋巴细胞和伤道肌肉组织合成 HSP70的强度明
显增加袁反应更加迅速袁对 HSP70的合成具有协同增
强作用遥Ota等咱4暂在两组实验小鼠中发现经过热应激
预处理组可以明显减轻脑部损伤程度遥但周立文咱5暂报
道在相同性质但程度不同的应激条件下袁HSP70的
合成将随着损伤程度的加深而增加遥Ling咱6暂在小鼠胰
腺的缺血模型中发现袁机体 IL-1升高伴随着 HSP70
和 Mn-SOD升高袁可以对抗 beta 细胞的缺血坏死袁但
TNF-琢的升高却有相反作用遥因此可以推测在一定
范围内 HSP70含量越高越有利于机体的热耐受袁超
过临界值就可能是一种损伤程度的体现袁其具体范围
的划分尚不清楚遥因此袁如何阐述 HSP70的保护尧损
伤作用有待于进一步研究遥
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