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家兔发热诱导热休克转录因子１聚合对体温及下丘脑ｃＡＭＰ含量的影响
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［摘要］　目的：观察热休克转录因子１（ＨＳＦ１）聚合对家兔脂多糖（ＬＰＳ）诱发性发热反应的影响，并研究其与下丘脑ｃＡＭＰ含

量变化的关系，以探讨 ＨＳＦ１是否参与热限作用及可能的机制。方法：家兔随机分成４组：（１）对照组（Ｎ）：注射无水乙醇；（２）

槲皮素组（Ｑ）：注射槲皮素无水乙醇溶液（２．５μｍｏｌ／Ｌ）；（３）ＬＰＳ组（Ｌ）：注射无水乙醇，１０ｍｉｎ后静脉注射脂多糖（ＬＰＳ，０．５

μｇ／ｋｇ）；（４）槲皮素＋ＬＰＳ组（Ｑ＋Ｌ）：注射槲皮素无水乙醇溶液（２．５μｍｏｌ／Ｌ），１０ｍｉｎ后静脉注射ＬＰＳ（剂量同Ｌ组）。通过

复制ＬＰＳ性发热家兔模型诱导 ＨＳＦ１聚合，观察聚合的 ＨＳＦ１对ＬＰＳ性发热效应的影响，并用放射免疫法检测下丘脑中

ｃＡＭＰ含量的变化。结果：Ｑ＋Ｌ组与Ｌ组比较，在２４０～３６０ｍｉｎ期间即时体温与基础体温之差（ΔＴ）差异显著（Ｐ＜０．０５），６

ｈ体温反应指数（ＴＲＩ６）为８．３２±０．６３，明显高于Ｌ组（Ｐ＜０．０１）。Ｑ＋Ｌ组各时间点的ｃＡＭＰ含量与Ｌ组相比明显增加（Ｐ＜

０．０１）。ＨＳＦ１三聚体的表达从致热后６０ｍｉｎ开始逐渐增多，达到体温最高值时（１８０ｍｉｎ）为对照水平的１．７７倍，此后，随着

ＨＳＦ１三聚体表达水平的进一步升高，体温逐渐下降。而预先使用槲皮素抑制 ＨＳＦ１的聚合，Ｑ＋Ｌ组的 ＨＳＦ１三聚体的表达

量在６０、１８０、２４０、３６０ｍｉｎ组均低于对应的Ｌ组（Ｐ＜０．０５），ＨＳＰ７０表达水平相应降低；ｃＡＭＰ含量增多，发热幅度升高，发热

时程延长。结论：聚合的 ＨＳＦ１对ＬＰＳ性发热有抑制效应，此作用可能与抑制下丘脑ｃＡＭＰ的生成有关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（７）：７７３７７７］

　　热休克转录因子１（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ，ＨＳＦ１）是在多种应激原刺激下，由无活性的
单体聚合成有活性的三聚体，可直接被热刺激激
活［１２］。一般情况下，机体在炎症性发热时体温升高
不超过４１℃，这种现象称为热限（ｆｅｖｅｒｌｉｍｉｔ），提示
体内存在调控体温的自限系统。研究［３］显示 ＨＳＦ１
具有降低外周内生性致热原产生的作用，进而限制
体温的升高，但是否参与了发热时中枢体温调控过
程还不清楚。本实验应用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）复制家兔发热模型，诱导 ＨＳＦ１聚合，观
察聚合的 ＨＳＦ１对 ＬＰＳ性发热效应及下丘脑中

ｃＡＭＰ含量变化的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物来源及饲养分组　选用新西兰健康
雄性家兔，体质量２．０～２．５ｋｇ，基础体温３８．５～
３９．５℃，由中国医科大学实验动物中心提供。在室
温（２２±１．０）℃，湿度４０％～６０％，昼夜光照节律１２
ｈ１２ｈ的条件下单笼饲养，自由饮食。

１．２　实验分组及实施方法　将７０只家兔随机分成

４组：（１）对照（Ｎ）组：侧脑室注射无水乙醇４０μｌ，１０
ｍｉｎ后耳缘静脉注射生理盐水（１ｍｌ／ｋｇ）；（２）槲皮
素（Ｑ）组：侧脑室注射槲皮素无水乙醇溶液（２．５

μｍｏｌ／Ｌ，陕西慧科植物开发有限公司）４０μｌ，１０ｍｉｎ
后耳缘静脉注射生理盐水（１ｍｌ／ｋｇ）；（３）ＬＰＳ（Ｌ）
组：侧脑室注射无水乙醇４０μｌ，１０ｍｉｎ后经耳缘静
脉注射ＬＰＳ（用无热原生理盐水稀释，０．５μｇ／ｋｇ，

Ｓｉｇｍａ公司）；（４）槲皮素＋ＬＰＳ（Ｑ＋Ｌ）组：侧脑室
注射槲皮素无水乙醇溶液４０μｌ，１０ｍｉｎ后耳缘静
脉注射ＬＰＳ（剂量同Ｌ组）。

　　侧脑室插管用１％戊巴比妥钠（３ｍｌ／ｋｇ）静脉麻
醉动物，将其头部固定于兔台上，暴露前囟，参照

Ｓａｗｙｅｒ兔脑图谱，用牙科钻在颅骨表面钻孔，将外
径为１ｍｍ的塑料管插入一侧侧脑室（Ｐ：１ｍｍ；Ｌ：４
ｍｍ；Ｈ：５ｍｍ），然后用牙科水泥固定。术后动物单
笼饲养，恢复１周进行实验。实验结束后检查插管
位置，舍掉位置不正确的数据。

　　Ｎ组和Ｑ组于注射生理盐水后１８０ｍｉｎ时立即

断头，Ｌ组和Ｑ＋Ｌ组分别在给予ＬＰＳ后０、３０、６０、

１８０、２４０和３６０ｍｉｎ时立即断头，打开颅骨顶，暴露
脑组织，按兔脑图谱以灰结节和视交叉的中心点为
界定部位，取出下丘脑组织，立即投入液氮中速冻固
定，２０ｍｉｎ后存放于－７０℃冰箱内保存待测。各实
验条件下采样均来自５只家兔。

１．３　体温的测量　实验前３ｄ，每天让动物在实验
环境中模拟测温３ｈ。使用数字温度计（北京师范大
学司南仪器厂）测量体温。家兔放在特制的兔箱内，
将涂有石蜡油的温度计探头插入直肠内１０ｃｍ并用
胶布固定于尾根部，待体温稳定后每隔１５ｍｉｎ测
温，取３次的平均值作为基础体温，实验中每隔１０
ｍｉｎ测温１次，直到实验结束。测算出即时体温与
基础体温之差ΔＴ（℃），最大体温变化值 ΔＴｍａｘ（℃）
及体温反应指数（ｔｈｅｒｍａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｄｅｘ，ＴＲＩ；为体
温曲线与时间轴的面积积分，ＴＲＩ６为注射后６ｈ测
得值）。

１．４　下丘脑中ｃＡＭＰ含量的测定　家兔下丘脑组
织称量（５０ｍｇ）后加２ｍｌ冰醋酸进行匀浆，２２００×

ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清于６０℃烘箱中烘干，之后按照

ｃＡＭＰ放免试剂盒（上海中医药大学同位素室）说明
书进行测定。

１．５　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测下丘脑中 ＨＳＦ１
表达　取家兔下丘脑组织１００ｍｇ，加０．４ｍｌ预冷的
裂解液进行匀浆，４℃，８８００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上
清，再进行蛋白定量后，通过ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
电泳（分离胶７．５％、浓缩胶４．０％）分离蛋白质；将
凝胶经电转移至硝酸纤维素膜；硝酸纤维素膜经封
闭液浸泡，４℃过夜，漂洗；加抗 ＨＳＦ１抗体（１

１０００）（ＮｅｏＭａｒＫｅｒ公司），二抗为兔抗大鼠二抗
（１１０００），室温显色后用自动电泳凝胶成像分析
仪扫描，并以灰度积分值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅ，

ＩＤＶ）表示含量，对照选用抗β肌动蛋白抗体。

１．６　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测下丘脑中热休克
蛋白（ＨＳＰ）７０表达　实验方法同上，加抗ＨＳＰ７０抗
体（１５００）（武汉博士德生物有限公司），二抗为羊
抗兔ＩｇＧ（１１０００），室温显色后用自动电泳凝胶成
像分析仪扫描，并以ＩＤＶ值表示含量，对照选用抗β
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肌动蛋白抗体。

１．７　统计学处理　数据均用珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１１．０软件进行统计分析。采用单因素方差分析和ｔ
检验进行组间比较。

２　结　果

２．１　各实验组家兔的体温变化　图１显示了在不
同处理条件下体温变化曲线，可见Ｑ组与Ｎ组比较
各时间点的ΔＴ无明显差异（Ｐ＞０．０５）。给家兔静
脉注射ＬＰＳ可引起双峰热，注射ＬＰＳ后６０ｍｉｎ时
家兔体温上升达第１个高峰，为（１．３２±０．１７）℃，之
后略有回降，在注射后１８０ｍｉｎ时，体温上升达第２
个高峰，为（１．８４±０．１５）℃，第２峰高于第１峰，在

３６０ｍｉｎ左右回降至接近基础水平。Ｌ组与Ｎ组比
较，在６０～３００ｍｉｎ期间ΔＴ差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　　Ｑ＋Ｌ组的体温变化也呈双峰热，第１峰和第２
峰略高于Ｌ组，与Ｌ组比较，发热时程延长，在４２０
ｍｉｎ左右体温回降至接近基础水平；发热幅度升高，
在２４０～３６０ｍｉｎ期间 ΔＴ 差异显著（Ｐ＜０．０５）；

ＴＲＩ６为８．３２±０．６３，明显高于Ｌ组（Ｐ＜０．０１，表

１）。Ｑ＋Ｌ组与Ｎ组比较，在６０～３６０ｍｉｎ期间ΔＴ
差异非常显著（Ｐ＜０．０１）。

图１　各组家兔的平均体温变化曲线

Ｆｉｇ１　Ｃｕｒｖｅｏｆｒａｂｂｉｔｂｏｄｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１
ｖｓＬｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

表１　家兔的最大体温变化值（ΔＴｍａｘ）和

６ｈ体温反应指数（ＴＲＩ６）检测结果

Ｔａｂ１　Ｍａｘｉｍｕｍｃｈａｎｇｅｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ΔＴｍａｘ）

ａｎｄｔｈｅｒｍａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｄｅｘ（ＴＲＩ６）ｏｆｒａｂｂｉｔｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ΔＴｍａｘθ／℃ ＴＲＩ６

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０．３０±０．１６ １．４６±０．２２
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０．２８±０．１９ ０．７６±０．２７
ＬＰＳ １．８４±０．１５ ５．９２±０．４３

Ｑｕｅｒｅｔｉｎ＋ＬＰＳ １．９２±０．０８ ８．３２±０．６３△△

Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

２．２　下丘脑组织ｃＡＭＰ含量的变化　由图２可见，

Ｌ组下丘脑中ｃＡＭＰ的含量在注射ＬＰＳ后６０ｍｉｎ
开始升高，１８０ｍｉｎ达到高峰，与 Ｎ 组比较增加了

１．４倍，３６０ｍｉｎ时回降至基础水平，在６０、１８０、２４０
ｍｉｎ组 ｃＡＭＰ 的含量与 Ｎ 组比差异显著 （Ｐ＜
０．０１）。Ｑ＋Ｌ组各时间点的ｃＡＭＰ含量与Ｌ组相比
明显增加（Ｐ＜０．０１）。ｃＡＭＰ含量的变化与体温的
变化呈正相关（ｒ＝０．８９０，Ｐ＜０．０１），Ｙ＝０．３００＋
０．２６６Ｘ。

图２　家兔ＬＰＳ性发热不同时相下丘脑中ｃＡＭＰ的含量

Ｆｉｇ２　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆｃＡＭＰｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｏｆｒａｂｂｉｔｓ

ｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｆｅｖｅｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｉｏｎｔｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｍｉｎ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＬｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．３　下丘脑组织 ＨＳＦ１表达量的变化　图３显示
了 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法分析不同时相下丘脑中 ＨＳＦ１
的表达水平。可见，在Ｌ组和 Ｑ＋Ｌ组，ＨＳＦ１三聚
体表达量逐渐增多，在体温处于高峰值时（１８０ｍｉｎ）
明显增加，之后，ＨＳＦ１三聚体表达量仍继续增多，体
温逐渐下降。在Ｌ组体温处于高峰值时，ＨＳＦ１三
聚体表达量为基础状态的１．７７倍，３６０ｍｉｎ时增加
到２．１３倍。Ｑ＋Ｌ组的 ＨＳＦ１三聚体的表达量在

６０、１８０、２４０、３６０ｍｉｎ组均低于对应的 Ｌ组（Ｐ＜
０．０５）。在致热１８０ｍｉｎ（体温达最高值）以后，ＨＳＦ１
三聚体含量与体温的变化呈负相关（ｒ＝－０．８９７，

Ｐ＜０．０１），Ｙ＝４．９５９－０．４５８Ｘ。

２．４　下丘脑组织 ＨＳＰ７０表达的变化　从图４可
见，下丘脑组织中ＨＳＰ７０的表达水平在给予ＬＰＳ后

１８０ｍｉｎ时达高峰值，且 Ｑ＋Ｌ组各时间点 ＨＳＰ７０
的表达明显低于对应的Ｌ组，进一步证实槲皮素抑
制 ＨＳＦ１激活的作用。

２．５　下丘脑组织 ＨＳＦ１三聚体含量与ｃＡＭＰ含量
变化的相关分析　ＬＰＳ致发热过程中，在达到体温
高峰以后（１８０～３６０ｍｉｎ），下丘脑中 ＨＳＦ１三聚体
的含量与ｃＡＭＰ的含量变化之间呈负相关（ｒ＝
－０．８０７，Ｐ＜０．０１），Ｙ＝５．２８４－１．３３３Ｘ。
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图３　家兔ＬＰＳ性发热不同时相下丘脑中ＨＳＦ１的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＦ１ｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｏｆｒａｂｂｉｔｓ

ｗｉｔｈＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｆｅｖｅｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｉｏｎｔｓ

ＮｇｒｏｕｐａｓＬｇｒｏｕｐ’ｓｃｏｎｔｒｏｌ；ＱｇｒｏｕｐａｓＱ＋Ｌｇｒｏｕｐ’ｓｃｏｎｔｒｏｌ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＬｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ．

ＨＳＦ１ａｎｄβａｃｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓａｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅＩＤＶ

３　讨　论

　　许多学者主张ｃＡＭＰ是内生致热原（ｅｎｄｏｇｅ

ｎｏｕｓｐｙｒｏｇｅｎ，ＥＰ）性发热的主要中枢介质［４６］。目前
认为，当内生致热原通过血脑屏障进入中枢到达视
前区下丘脑前部（ｐｒｅｏｐｔｉｃａｎｔｅｒｉｏｒｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ
ａｒｅａ，ＰＯ／ＡＨ）区，使该部位细胞内Ｃａ２＋浓度下降，

引起下丘脑内 Ｎａ＋／Ｃａ２＋比值升高，解除了Ｃａ２＋对
细胞内ｃＡＭＰ 代谢的负反馈抑制，结果下丘脑

ｃＡＭＰ含量增加，ｃＡＭＰ作用于ＰＯ／ＡＨ 区的热敏
神经元，改变其放电频率，提高体温调定点，使体温
升高。

　　内毒素活性成分ＬＰＳ是导致发热的外源性致热
原［７］。ＬＰＳ引起发热的机制主要是通过诱导白细胞
浸润，激活炎性细胞，释放内源性致热原，如白介素

１和肿瘤坏死因子α等的产生，进而直接或间接作
用于体温调节中枢，导致下丘脑发热介质如ｃＡＭＰ／

ＰＧＥ２等的释放，使体温调定点上移，产热增加，散热
减少而发挥致热作用［８１０］。本实验利用具有代表性
的外源性致热原ＬＰＳ复制家兔发热模型。观察到家
兔耳缘静脉注射ＬＰＳ后，体温明显升高，在此基础上
检测了下丘脑ｃＡＭＰ的表达量。结果显示，ＬＰＳ致
热家兔下丘脑中ｃＡＭＰ在不同时相的含量变化与体
温变化呈明显的正相关，进一步证实了ｃＡＭＰ是重
要的中枢致热介质［１１］。

图４　家兔ＬＰＳ性发热不同时相下丘脑中ＨＳＰ７０的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｏｆ

ｒａｂｂｉｔｓｗｉｔｈＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｆｅｖｅｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｉｏｎｔｓ
ＮｇｒｏｕｐａｓＬｇｒｏｕｐ’ｓｃｏｎｔｒｏｌ；ＱｇｒｏｕｐａｓＱ＋Ｌｇｒｏｕｐ’ｓｃｏｎｔｒｏｌ．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

Ｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ．ＨＳＰ７０ａｎｄβａｃｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ

ａｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅＩＤＶ

　　ＨＳＦ１作为在多种有害刺激的应激情况下调节

ＨＳＰ７０基因转录的核蛋白被人们所认识［１２］，当

ＨＳＦ１激活时由单体聚合成三聚体，聚合的ＨＳＦ１能
与热休克元件（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔ，ＨＳＥ）结合，增加
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ＨＳＰ７０的转录和蛋白质的合成［１３］。近年来的研究
表明，ＨＳＦ１参与多种细胞因子表达的调节。在敲除

ＨＳＦ１基因的小鼠中观察到，内毒素引起的ＩＬ１β等
细胞因子的表达上调，说明ＨＳＦ１对ＩＬ１β的基因表
达具有抑制作用。在ＬＰＳ致发热时ＨＳＦ１通过抑制

ＩＬ１β、ＴＮＦα等内生性致热原基因的表达，参与限
制体温升高的外周机制［３，６］。有研究证明［１４］，对分
离的细胞核蛋白进行加温处理，可见 ＨＳＦ１被激活，
提示 ＨＳＦ１可以直接“感受”温度刺激。我们推测在
下丘脑组织中，ＨＳＦ１在调控发热反应中可能具有重
要的作用。本实验复制ＬＰＳ性发热家兔模型，观察
到下丘脑组织中 ＨＳＦ１三聚体的含量在体温升高过
程中逐渐增多，达一定水平后，随着 ＨＳＦ１三聚体的
含量进一步升高，ｃＡＭＰ含量逐渐减少，体温逐渐下
降。相关分析显示，在达到体温高峰以后（１８０～３６０
ｍｉｎ），下丘脑中 ＨＳＦ１三聚体的含量与ｃＡＭＰ的含
量变化之间呈负相关（ｒ＝－０．８０７，Ｐ＜０．０１）。

　　槲皮素是一种广泛存在于自然界的黄酮化合
物，能抑制 ＨＳＦ１的活化，从而也抑制了 ＨＳＰ７０基
因转录和蛋白表达。本实验预先应用槲皮素，则

ＨＳＦ１三聚体表达量在６０、１８０、２４０、３６０ｍｉｎ组均低
于对应的Ｌ组，并且各时间点 ＨＳＰ７０的表达也明显
低于对应的Ｌ组，这说明槲皮素抑制了 ＨＳＦ１的活
化和 ＨＳＰ７０的表达；同时检测下丘脑组织中ｃＡＭＰ
含量在Ｑ＋Ｌ组显著高于Ｌ组，并且观察到ＬＰＳ性
发热幅度增高，发热时程延长。以上结果提示下丘
脑组织中的 ＨＳＦ１可能通过触发某种机构抑制

ｃＡＭＰ的合成与释放，进而限制体温的升高。

　　综上所述，在ＬＰＳ致热过程中，体温升高到一定
程度可诱导下丘脑 ＨＳＦ１的聚合，而活化的 ＨＳＦ１
通过抑制中枢发热介质ｃＡＭＰ的产生，可能是限制
体温升高的重要途径之一。那么 ＨＳＦ１又是如何抑
制ｃＡＭＰ的产生的，是否与调控细胞内Ｃａ２＋浓度有
关，或通过对其代谢酶活性的调节而起作用等问题
均有待进一步深入研究。
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