
书书书

第二军医大学学报 　２０１３年３月第３４卷第３期 　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｒ．２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３

·２９１　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１３．００２９１ ·论　著·

固定时间热暴露对大鼠胸主动脉血管收缩性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨固定时间热暴露对大鼠胸主动脉血管收缩特性的影响及机制。方法　选用雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随
机分为对照组、随意时间热暴露组和固定时间热暴露组，环境温度２４℃，热暴露温度为３６℃，每天热暴露６ｈ。经７ｄ热暴露

后，采用体温遥感技术监测大鼠体核温度变化；器官浴槽法测定大鼠胸主动脉对去甲肾上腺素（ＮＡ）的反应性；ＲＴＰＣＲ检测动

脉血管内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）ｍＲＮＡ的表达水平及用试剂盒测定血浆中一氧化氮等离子体（ＮＯｘ）ＮＯ２－和ＮＯ３－的含

量变化。结果　热暴露对大鼠的体核温度变化影响不大（Ｐ＞０．０５）；与对照组相比，固定时间热暴露组大鼠胸主动脉血管对
ＮＡ的反应性降低（Ｐ＜０．０１）；与对照组和随意时间热暴露组相比，固定时间热暴露组ｅＮＯＳｍＲＮＡ相对表达水平及血浆中

ＮＯｘ的含量增加（Ｐ＜０．０５）。结论　固定时间热暴露可改变大鼠胸主动脉血管的反应性，内皮细胞源性的 ＮＯＳ通路可能参
与并诱导了血管舒张作用。
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　　热环境可对人体的循环功能、体温调节功能以

及代谢产生严重的影响，尤其可使心血管系统负担

加重，如加速皮肤血液流动以散发热量，致使心内血

容减小，每搏输出量减少，心率代偿性升高［１］；另外，

高热环境可使身体的体核温度（ｃｏｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）升

高，引起疲劳，导致机体工作能力下降，严重时会对

机体造成热损伤。如何通过简便、可行的有效方法，

减轻心血管系统的负担、降低机体疲劳发生，是当今
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医学领域面临的重要研究课题之一。本研究通过观

察固定时间热暴露对离体大鼠胸主动脉环的影响，

探讨不同热暴露模式对动脉血管的直接作用，并分

析其可能的机制，为高温环境下的作业人员合理分

配工作时间、降低热暴露损伤提供实验依据和理论

指导。

１　材料和方法

１．１　实验动物、试剂及仪器　３０只雄性５周龄

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，由日本岛根大学医学部实验动物中心

提供。自由饮食，光照明暗周期为１２ｈ１２ｈ，即每

天６：００～１８：００为暗，１８：００～次日６：００为明。大

鼠分笼饲养，每笼１只；鼠笼每２～３ｄ清理一次。鼠

笼规格为４４ｃｍ×２７ｃｍ×１９ｃｍ，环境温度（２４．０±

０．１）℃。

　　人工气候舱（ＥＳＰＣ，日本）；苯巴比妥钠（Ｓｉｇｍａ，

美国）；器官浴槽（ＵＦＥＲ５３７，日本）；ＰＣＲ 试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ，德国）；体温传感器（ＴＡ１０ＴＡＦ４０，美国）；

ＰＣＲ扩增仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）；高压液相

仪（Ｗａｔｅｒｓ７１７ｐｌｕｓＡｕｔｏｓａｍｐｌｅｒＳｙｓｔｅｍ，美国）；血

浆中一氧化氮等离子体（ＮＯｘ，包括ＮＯ２－和ＮＯ３－）

测定试剂盒（Ｋｉｔ４００２０，ＡｃｔｉｖｅＭｏｔｉｆ，美国）。

１．２　模型制备及分组　参照文献［２］对１２只大鼠

腹腔注射苯巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ），大鼠麻醉后，开

腹，置入体温传感器，缝合。待大鼠恢复２周后，将

其随机分为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，ＣＮ）、随意时间（ｒａｎｄｏｍ

ｔｉｍｅ，ＲＴ）热暴露组和固定时间（ｆｉｘｅｄｔｉｍｅ，ＦＴ）热

暴露组，各４只，分别测定各组大鼠体温。另１８只

大鼠同样分成上述３组，每组６只，用于检测大鼠胸

主动脉血管反应性、内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）

ｍＲＮＡ及血浆中 ＮＯｘ 的变化水平。环境温度为

２４℃，热暴露温度为３６℃，相对湿度（３２±４．３）％。

固定时间热暴露组均于每天６：００～１２：００进行热暴

露，随意时间热暴露组每天任意变换热暴露时间。

热暴露时间均为７ｄ，每天６ｈ。

１．３　观察记录大鼠体核温度　大鼠体核温度由体

温传感器收集，并分别按白昼与夜晚分析处理。

１．４　测定大鼠胸主动脉血管反应性　热暴露结束

后，于次日８：００麻醉大鼠，下腔静脉取血，分离血

清，保存在－８０℃待测。迅速取出胸主动脉，小心剔

除血管周围结缔组织后，剪成３～４ｍｍ的血管环。

取材过程中手法轻巧，避免过度牵拉，以防损伤内

皮。在去内皮实验中，用与血管内径相适的棉棒从

管腔擦过，连续３次。将血管环悬挂于预置５ｍＬ

Ｋｒｅｂｓ液［成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１０，ＫＣｌ４．６，ＣａＣｌ２

２．５，ＮａＨＣＯ３２４．８，ＫＨ２ＰＯ４１．２，ＭｇＳＯ４１．２，ｇｌｕ

ｃｏｓｅ５．６］、ｐＨ７．４的浴槽内，３７℃恒温，持续通以

９５％Ｏ２和５％ＣＯ２的混合气体。血管环加静息张力

约１．６ｇ平衡６０ｍｉｎ，期间每１５ｍｉｎ更换Ｋｒｅｂｓ液一

次。待血管环稳定后，加入６０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ重复刺激

３次，以诱发血管的最大收缩张力，中间更换Ｋｒｅｂｓ液

恢复至基础张力后，向浴槽中加入累积浓度的去甲肾

上腺素（１０－１０～１０－５ｍｏｌ／Ｌ）。以ＫＣｌ引起血管环最大

收缩张力，此效应为１００％，测累积加入去甲肾上腺素

（１０－１０～１０－５ｍｏｌ／Ｌ）的各组血管张力，并计算占ＫＣｌ
诱发血管最大收缩张力的百分率（％）。

１．５　测定大鼠ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平　取大鼠胸

主动脉，立即置入含有 ＲＮＡＬａｔｅｒ液中，－８０℃保

存；按照试剂盒（ＢＩＯＲＡＤ，ＵＳＡ）说明书提取总

ＲＮＡ。行１％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ 的完整

性，紫外分光光度计检测ＲＮＡ的纯度和浓度。

　　ＲＴＰＣＲ 以 总 ＲＮＡ 为 模 板，按 照 试 剂 盒

（ＲＲ０３７Ａ，ＴａＫａＲａＢｉｏＩｎｃ．，Ｊａｐａｎ）说明书反转录

合成ｃＤＮＡ，－２０℃保存。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃
预变性１５ｍｉｎ后，９４℃１５ｓ，６３℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，

４０个循环后，７２℃延伸１５ｍｉｎ，４℃ 保存。其中，

ｅＮＯＳ 引 物 序 列：ＡＡＣ ＣＴＧ ＣＡＧ ＡＡＣ ＣＧＣ

ＡＡＧ／ＧＣＴＴＧＡＴＧＡＧＣＡＧＧＴＣＴＡＴＧＣ（产物长

度２４３ｂｐ）；βａｃｔｉｎ引物序列：ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧ

ＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ／ＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣ

ＧＧＴＧＣＡＧＧＡＴＧ（产物长度２８５ｂｐ）。

　　ｅＮＯＳｍＲＮＡ相对表达水平采用２－ΔΔＣｔ法［３］计

算：ΔＣｔ＝ΔＣｔ（目的基因）－ΔＣｔ（内参基因）；

ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ（样本）－ΔＣｔ（对照）。其中，目的基因为

ｅＮＯＳ，内参基因为βａｃｔｉｎ，对照为白昼对照组。所

有样本行ＲＴＰＣＲ，重复２次，取其平均值。

１．６　血浆中ＮＯｘ（ＮＯ２－和ＮＯ３－）测定　按试剂盒

说明书进行操作，测定单位为μｍｏｌ／Ｌ。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，两样本均数间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多样本均数间比较和去甲肾上腺

素浓度反应量效曲线之间的比较均采用双因素方

差分析（ｔｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ）。检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　热暴露对大鼠体核温度的影响　结果显示，对

照组和热暴露组大鼠的体核温度呈现明显的昼低夜

高的节律性变化，但对照组与热暴露组组间体核温

度差异无统计学意义（图１）。

图１　热暴露对大鼠体核温度变化的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅａｔｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｂｏｄｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｒａｔｓ

ＣＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＲＴ：Ｒａｎｄｏｍｔｉｍｅ；ＦＴ：Ｆｉｘｅｄｔｉｍｅ．Ｃｌｏｓｅｄ

ｂａｒａｂｏｖｅｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｄａｒｋｐｈａｓｅｏｆｔｈｅｄａｙ．

ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．２　热暴露对大鼠胸主动脉血管收缩反应性的影

响　各组大鼠胸主动脉环对去甲肾上腺素的收缩反

应性均呈浓度依赖性增高。与对照组比较，固定时

间热暴露组大鼠胸主动脉血管收缩反应降低（Ｐ＜
０．０１）；其他两组间两两比较，差异无统计学意义（图

２）。

图２　热暴露对大鼠胸主动脉血管收缩反应性的影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅａｔｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｔｈｏｒａｃｉｃ

ａｏｒｔａｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＮＡｏｆｒａｔｓ

ＮＡ：Ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ（ｍｏｌ／Ｌ）；ＲＴ：Ｒａｎｄｏｍｔｉｍｅ；ＦＴ：Ｆｉｘｅｄ

ｔｉｍｅ；ＣＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｐ＜０．０１；ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

２．３　热暴露对大鼠去内皮细胞胸主动脉血管收缩

反应性的影响　各组大鼠去内皮细胞胸主动脉血管

对去甲肾上腺素的收缩反应性均呈浓度依赖性增

高，各组间两两比较，差异均无统计学意义（图３）。

图３　热暴露对大鼠去内皮细胞胸主动脉

血管收缩反应性的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅａｔｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍｄｅｎｕｄｅｄｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｔｏＮＡｉｎｒａｔｓ

ＮＡ：Ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ（ｍｏｌ／Ｌ）；ＲＴ：Ｒａｎｄｏｍｔｉｍｅ；ＦＴ：Ｆｉｘｅｄ

ｔｉｍｅ；ＣＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　热暴露对大鼠胸主动脉血管ｅＮＯＳｍＲＮＡ表

达的影响　与对照组（１００．０±１２．８）和随意时间热

暴露组（１０６．６±１５．５）比较，固定时间热暴露组大鼠

胸主动脉血管ｅＮＯＳｍＲＮＡ 表达水平（１４２．７±
１８．８）升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。随意

时间热暴露组与对照组比较，大鼠胸主动脉血管

ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。

２．５　热暴露对大鼠血浆中ＮＯｘ含量的影响　与对

照组［（１０．２±３．４）×１０－３μｍｏｌ／Ｌ］和随意时间热暴

露组［（１１．８±４．５）×１０－３μｍｏｌ／Ｌ］比较，固定时间

热暴露组大鼠血浆中 ＮＯｘ（ＮＯ２－ 和 ＮＯ３－）含量

［（１７．６±５．２）×１０－３μｍｏｌ／Ｌ］升高，差异均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。随意时间热暴露组与对照组比

较，大鼠血浆中ＮＯｘ（ＮＯ２－和ＮＯ３－）的含量差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　高热可引起心肌缺血、坏死，促发心律失常、心

功能减退或衰竭，机体为保证内环境的适宜温度，必

须调节产热与散热过程，并使两者维持平衡状态。

恒温动物拥有非常精巧的自我平衡的自律机制，即

将体温维持在一个波动很小的范围，这通常接近动

物耐受温度的上限而远离耐受温度的下限，虽然其

所处的生活环境的气温变化很大，但体温仍能保持
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相对恒定［４５］。血管系统在热应激过程中发挥非常

重要的作用，当机体温度升高时，心泵功能加强，大

动脉（如胸主动脉）血管扩张，以便接受更多的血量，

皮肤血管舒张，以加强散热。这对于细胞的正常功

能的维持至关重要。

　　血管内皮细胞不仅是循环血液与血管平滑肌细

胞间的机械屏障，而且是机体最大、最重要的一种内

分泌器官。血管内皮细胞通过释放内皮细胞源性舒

张因子参与调节血管平滑肌的张力。一氧化氮

（ＮＯ）是内皮源性血管舒张因子之一，一氧化氮合酶

（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）是ＮＯ合成的关键酶，

目前已经确定的亚型有３种，分别称为神经元型

ＮＯＳ（ｎｅｕｒｏｎａｌＮＯＳ，ｎＮＯＳ）、诱导型 ＮＯＳ（ｉｎｄｕｃ

ｉｂｌｅＮＯＳ，ｉＮＯＳ）和内皮型 ＮＯＳ（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＮＯＳ，

ｅＮＯＳ），它们催化Ｌ精氨酸生成ＮＯ，然后扩散进入

血管平滑肌，激活鸟苷酸环化酶，使血管平滑肌细胞

内环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）水平升高，细胞内游离Ｃａ２＋

浓度降低进而引起血管平滑肌舒张。ＮＯ的化学性

质不稳定，生物半衰期极短（仅５ｓ），可被氧化自由

基等灭活，在有氧的条件下，分解为硝酸、亚硝酸

（ＮＯ２－和ＮＯ３－）的无机化合物［６８］。由于ｎＮＯＳ在

外周组织中表达较少，我们检测了大鼠热暴露后胸

主动脉血管中ｉＮＯＳ的表达，但因表达水平太低而

无法检测到（结果中未展示），可能与热暴露的温度

强度与时间长度不够有关。但本研究结果显示，固

定时间热暴露可增加胸主动脉血管中ｅＮＯＳｍＲＮＡ
的表达量，且血浆中ＮＯｘ（ＮＯ２－和ＮＯ３－）的含量升

高；热暴露后去内皮细胞的血管对去甲肾上腺素的

反应性在三组间没有明显差异。此外，本研究也测

定了去甲肾上腺素诱导的血管内皮细胞释放腺嘌呤

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ、ＡＭＰ、ＡＤＰ和 ＡＴＰ）的含量变化，结果

发现无统计学意义（结果中未展示），进一步说明内

皮源性的ＮＯ可能参与了固定时间热暴露诱导的血

管舒张作用。但由于本研究个别检测项目样本量不

大（ｎ＝４），因此，本研究仅为初步结论，今后将进行

进一步的实验论证。

　　值得注意的是，本研究在７ｄ热暴露结束后的次

日取大鼠胸主动脉进行相关检测，固定时间热暴露

组仍然保持较强的对抗去甲肾上腺素引起血管收缩

的力量，这种力量很可能是由血管内皮细胞合成并

释放ＮＯ引起的。由于随意时间热暴露组并未发生

胸主动脉血管对去甲肾上腺素的反应性降低及

ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达水平升高的现象，因此，可初步

判断，固定时间热暴露组的血管舒张作用升高是发

生在热暴露停止后相对固定的时间段。这种有趣的

现象提示：机体的血管组织本身也存在前馈现象，即

对即将发生的、规律的外界刺激提前预判并作出反

应。本研究结果提示，从事运动训练人员在固定时

间进行运动训练有可能提高训练水平及运动成绩，

从事高温作业，尤其是三班轮换制等的人员，在相对

固定时间工作可能会减少热损伤的发生概率。动脉

血管的“前馈反应”能维持多久及其发生的分子生物

学机制还有待于进一步研究探讨。
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