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细胞凋亡在热打击致大鼠大脑皮质神经元损害中的作用及机制
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摘　要：目的　探讨热打击后大鼠大脑皮质神经元凋亡及 ｃａｓｐａｓｅ３的表达变化。方法　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为正常对
照组和热打击组，正常对照组大鼠始终置于（２５±０．５）℃，相对湿度（３５±５）％环境下；热打击组置于人工智能气候舱内

１００ｍｉｎ，舱内温度（４０±０．５）℃，相对湿度（６０±５）％。ＴＵＮＥＬ染色观察大鼠大脑皮质神经元的凋亡情况；免疫组织化

学方法及荧光定量 ＰＣＲ检测大鼠大脑皮质神经元 ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果　热打击１ｄ后大脑皮质神经元出现凋亡，第 ３

天达高峰。ｃａｓｐａｓｅ３于热打击２ｄ后开始表达，于第３天表达最明显。荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，ｃａｓｐａｓｅ３在１ｄ、２ｄ、

３ｄ和７ｄ各时间点含量与正常对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），３ｄ时 ｃａｓｐａｓｅ３含量最高。结论　热打击可

激活 ｃａｓｐａｓｅ３表达，诱导皮质神经元凋亡。
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　　热射病是由于机体产生的热量超过了体温调
节代谢散热的能力，致使核心体温急剧升高，以核

心体温大于 ４０℃、中枢神经系统功能异常以及多

脏器功能损害为主要临床表现的临床急危重症［１］。

随着人类对气候的影响，热浪越来越频繁、越来越

严重，热射病的发病率也逐年升高［２，３］，并经常在急
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诊误诊［４］，约 ２０％热射病患者遗留神经功能损
害［１］，已成为严重威胁公共健康的急重症疾病之

一。热射病对脑组织的损害是多因素的，其病理生

理机制尚不明确［５］。有研究发现高热可诱导机体细

胞发生大量凋亡［６］，但目前热打击后脑组织细胞凋

亡方面的相关研究仍比较少。本研究旨在观察热打

击后大鼠皮质神经元的凋亡变化，探讨凋亡的关键

蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３在高温致脑组织损害中的作用。
１　材料与方法
１．１　实验材料

ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ４８只，体重 ２３０～２５０ｇ，
由山东大学实验动物中心提供。微电脑恒温恒湿

控制气候舱由山东德州瑞科孵化设备有限公司提

供，ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购于上海碧云天生
物技术有限公司，兔抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体
购于 ａｂｃａｍ公司。
１．２　分组造模

大鼠随机分为正常对照组（８只）、热打击组
（４０只），正常对照组大鼠始终置于温度（２５±
０．５）℃、相对湿度（３５±５）％的环境下。按参考文
献报 道［７，８］，将 气 候 舱 舱 内 温 度 设 置 为 （４０±
０．５）℃、相对湿度（６０±５）％，待参数稳定后，将热
打击组大鼠置于恒温恒湿气候舱内暴露 １００ｍｉｎ，测
量大鼠直肠温度，直肠温度达 ４０℃以上的大鼠为造
模成功，热打击组大鼠造模后直肠温度均达到 ４０℃
以上，并将造模成功大鼠置于温度（２５±０．５）℃、相
对湿度（３５±５）％的环境中喂养，用于实验。
１．３　标本取材

根据 Ｋｉｎｇ等［９］的研究，本实验于造模成功后

０ｄ（即刻）、１ｄ、２ｄ、３ｄ和 ７ｄ各观察时间点随机
选取 ４只大鼠麻醉后先用生理盐水灌注，再用
１０％中性福尔马林缓冲液灌注固定取脑，置于
１０％中性福尔马林缓冲液中继续固定，常规石蜡
包埋切片，备用。上述各时间点随机选取 ４只用于
ＰＣＲ检测，快速断头于冰上取脑，置于液氮中，２４ｈ
后于 －８０℃冰箱保存备用待测。
１．４　ＴＵＮＥＬ染色

各组取相同层面切片，根据上海碧云天生物技

术有限公司提供的试剂盒说明书进行染色，于荧光

显微镜下观察。

１．５　免疫组织化学染色观察脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３的
表达

各组取相同层面切片，常规脱蜡至水，热修复抗

原，滴加封闭液，滴加一抗（ａｎｔｉｃａｓｐａｓｅ３ａｎｔｉｂｏｄｙ１∶
５０），４℃孵育过夜，滴加生物素标记山羊抗兔 ＩｇＧ二
抗，滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液（ＰＯＳＡＢ）室
温孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，封片，显微镜下观察。
１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达

将各组脑组织匀浆、两相分离、ＲＮＡ沉淀、ＲＮＡ
清洗、重新溶解 ＲＮＡ沉淀等步骤进行 ＲＮＡ抽提及
质量检测，然后进行 ｃＤＮＡ合成，配制退火混合物
及 ＲＴ反应液，进行实时定量 ＰＣＲ检测，制备用于
绘制标准曲线的梯度稀释 ＤＮＡ模板，进行 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ反应，各样品目的基因和管家基因分别进行
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，根据绘制的梯度稀释 ＤＮＡ标准
曲线，各样品目的基因和管家基因的浓度结果直接

由机器生成，每个样品的目的基因浓度除以其管家

基因的浓度，即为此样品此基因的校正后的相对含

量。实时定量 ＰＣＲ使用引物见表 １。

表１　设计引物列表

基因名称 双向引物序列
退火温度

（℃）
产物长度

（ｂｐ）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：５’ＧＧＡＡＡＧＣＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡＴ３’ ６０ ３０８

Ｒ：５’ＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴ３’
ｃａｓｐａｓｅ３ Ｆ：５’ＧＣＴＧＧＡＣＴＧＣＧＧＴＡＴＴＧＡＧＡ３’ ６０ １４２

Ｒ：５’ＣＣＡＴＧＡＣＣＣＧＴＣＣＣＴＴＧＡ３’

１．７　统计学处理
所有资料数据用 ＳＡＳ８．１版统计软件进行分

析。所用计量资料均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，在方差齐性的基础上组间比较用单因素方差分

析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　热打击后大鼠大脑皮质细胞凋亡情况

热打击后大鼠大脑皮质 ＴＵＮＥＬ免疫荧光染色
结果显示，正常对照组和热打击即刻组凋亡染色阴

性，热打击 １ｄ后可见到散在少量的荧光阳性的凋
亡细胞，２ｄ和 ３ｄ以后可见到较多荧光阳性（红
色）的凋亡细胞，第 ７天仍可见到染色阳性的凋亡
细胞。见图 １。
２．２　热打击后 ｃａｓｐａｓｅ３在大鼠大脑皮质的表达
２．２．１　免疫组织化学检测结果　免疫组织化学
法观察了热打击后大鼠大脑皮质 ｃａｓｐａｓｅ３的表
达，结果显示正常对照组、热打击后即刻及 １ｄ后
Ｃａｓｐａｓｅ３在大脑皮质无明显表达，热打击后 ２ｄ、
３ｄ和第 ７ｄ可见棕黄色的凋亡细胞，在 ３ｄ时
Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达细胞数量达到高峰。见图 ２。
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图 １　热射病大鼠大脑皮质 ＴＵＮＥＬ染色（×１００）

注：Ａ为正常对照组；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为热打击后 ０ｄ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、７ｄ。
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图 ２　热打击后各时间点大鼠大脑皮质 ｃａｓｐａｓｅ３的表达（×１００）

注：Ａ为正常对照组；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为热打击后 ０ｄ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、７ｄ。

２．２．２　 荧 光 定 量 ＰＣＲ检 测 各 组 大 鼠 脑 组 织
ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的含量　结果显示，热打击后即刻
脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达与正常对照组比
较差异无统计学意义；热打击后 １ｄ至 ７ｄ大鼠脑
组织中 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达量出现增高，至第 ３ｄ
时表达量最高，各观察时间点与正常对照组比较差

异均有统计学意义。见图 ３。
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图 ３　热打击后各组大鼠脑组织 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的含量

注：为与正常对照组比较，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
脑是热射病患者最易累及的器官之一。热打

击引起血脑屏障破坏、脑水肿、脑细胞变性、坏死

及出血等［１０］，导致严重的中枢神经损伤，多表现为

易怒、行为异常、幻觉、谵妄、昏睡、昏迷、抽搐、下

视性眼球震颤、斜视性眼阵挛、颅神经损害、癫痫

和小脑功能失调等，重症患者可出现多器官功能障

碍综合征，其死亡率达 １０％ ～５０％［１１］，存活患者

中 ５０％出现小脑综合征、多发性神经病和脑损害

后遗症状［１２］。中枢神经损伤可能就是热射病高死

亡率、高致残率的主要原因［１３］。研究认为高热引

起的细胞毒性、凝血和细胞因子介导的全身炎性反

应综合征及其之间存在相互作用是导致热射病多

器官衰竭的主要机制［１４］，也有研究表明高热对细

胞有直接毒性作用，导致蛋白变性，中断细胞代

谢，诱导细胞凋亡和坏死［１５］。本研究通过 ＴＵＮＥＬ

染色动态观察了热打击后大鼠大脑皮质神经元的

凋亡情况，结果显示热打击后大脑皮质神经元较正

常对照组无明显变化，说明高温热打击没有立即引

起神经元的凋亡。随着时间的推移，大脑皮质神经

元凋亡的数量逐渐增加，至第 ３天时达高峰，这也
可能是临床中部分热射病患者经积极治疗后意识

短暂恢复后症状仍继续加重的原因。因此，热打击
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诱导神经元凋亡可能在热射病脑损害后继发过程

中发挥了重要的作用。

半胱氨酸蛋白激酶家族（ｃａｓｐａｓｅ）是在细胞凋
亡过程中起重要作用的蛋白酶，是执行细胞凋亡的

中心环节［１６］。Ｃａｓｐａｓｅ３是 ｃａｓｐａｓｅ级联反应中下行
的最关键的凋亡执行蛋白酶，在各种程序启动的凋

亡程序中起着最后枢纽作用［１７］，与急慢性神经元

的变性密切有关，是神经元凋亡的有效标记物［１８］。

研究表明，尽管皮质星形胶质细胞在高热中发挥神

经保护作用，仍存在弥漫的神经元凋亡，且高热通

过诱导细胞凋亡直接对神经元产生破坏作用［５，１９］。

免疫组织化学染色和荧光定量 ＰＣＲ检测结果均显
示，热打击后即刻大鼠皮质神经元的 ｃａｓｐａｓｅ３的
表达与正常对照组无明显差异，说明热打击超早期

没有出现神经元的凋亡；随着热打击后时间的延

迟，ｃａｓｐａｓｅ３在大鼠皮质神经元的表达逐渐增多，
较同期正常对照组有显著性差异，于热打击后第 ３
天表达量达到高峰，第 ７天仍有明显表达，表明热
打击在早期可以诱导皮质神经元的凋亡，这可能是

高温热打击致中枢神经系统变性损害的机制之一。

尽管热打击后第 １天时免疫组织化学染色未见明
显的 ｃａｓｐａｓｅ３的表达，但荧光定量 ＰＣＲ检测结果
显示该时间点的 ｃａｓｐａｓｅ３的表达与正常对照组比
较差异有统计学意义，这可能是检测方法的差异所

致。本研究证明了热打击后不同时间点大脑皮质

神经元的凋亡细胞程度与 ｃａｓｐａｓｅ３活性表达相一
致，由此表明，热打击诱导的神经元凋亡可能是通

过 ｃａｐａｓｅ３途径实现。研究表明，热习服预处理可
显著抑制神经元凋亡，减轻脑损伤程度［１３］。因此，

热打击后神经元发生凋亡可能是介导热射病中枢

神经系统损害发生发展的机制之一。
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