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　　［摘要］　目的　探讨大鼠经热习服及后续热环境运动刺激后血浆中代谢产物的变化特征，筛选热习服特异性的指示标

志物。方法　将１６只ＳＤ大鼠随机分为热习服组和对照组（狀＝８），热习服组大鼠经每日２ｈ热习服训练，对照组大鼠不做相

应处理，连续１４ｄ，结束后次日采集两组大鼠眼眶血。休息４ｄ后所有大鼠均经热环境运动刺激３０ｍｉｎ，麻醉后取腹主动脉血

并离心取血浆。使用Ｂｒｕｋｅｒ６００ＭＨｚ核磁共振谱仪检测两组大鼠血浆中代谢产物的１ＨＮＭＲ谱，分析热习服及热环境运动

刺激后大鼠血浆代谢产物的变化。结果　与对照组相比，热习服组大鼠在热习服后血浆中不饱和脂肪酸、谷氨酸、脂质和二

甲胺的含量升高，而葡萄糖、肌醇、牛磺酸、苏氨酸和三甲胺氧化物含量均下降（犘＜０．０５）；而在热环境运动刺激后，热习服组大

鼠血浆中三甲胺氧化物、谷氨酸和脂质的含量均下降（犘＜０．０５）。结论　经热习服和热环境运动刺激后，大鼠血浆中代谢物

质发生了明显变化。三甲胺氧化物有可能作为热习服的指示性标志物，为制定热习服客观评价体系提供有意义的线索。
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　　东南沿海是我军的重点作战方向，夏季的高温

高湿环境严重影响战士的体能和作业效率。在热环

境特别是湿热环境条件下进行体力活动时，由于机

体产热增加及散热困难，极易引起体内热量蓄积、核

心温度升高并导致热应激反应，使得军事作业、训练

效率下降且差错率升高，甚至酿成重大安全事故。

另外，严重的热蓄积可导致热应激损伤，中暑和心、

脑、肾等重要器官的功能损害，甚至危及生命。因

此，提高我军官兵对热环境的耐受能力，以提升军事

作业和训练效率，是增强部队战斗力和适应未来战

场需要的重要课题。

热习服是指机体在热环境下通过反复训练，逐

步提高对热环境的耐受能力，从而减少热环境对机

体损伤的过程［１２］。既往研究证明，热习服训练是世

界公认的、能显著提高机体耐热能力、降低中暑发病

率和减少对机体重要脏器损伤的有效方法之一［３］。

热习服的评价方法众多，指标各异，主要为给予一次

高强度热刺激后，评价机体核心体温和皮肤平均温

度的升高幅度、出汗率和汗液电解质浓度以及心率

和心功能指数［４］。然而，目前通过这些物理学指标

进行热习服评价存在敏感性不高和操作复杂等问

题，因此我们急需寻找一种客观、便捷、准确、实时的

评价方法。近年来随着机体生化代谢机制研究的不

断推进，研究发现热习服和热应激过程中伴随体温、

出汗、体能下降以及器官损伤的同时，血液内激素、

热休克蛋白和某些细胞因子的浓度也会发生变

化［５］。与此同时，机体代谢终末产物（如乳酸、尿素

氮等）的含量也会发生相应改变。这些代谢产物的

变化除与机体生化代谢过程的改变密切相关外，更

有可能有效地指示机体热习服的程度以及热习服对

机体热应激损伤的保护程度。代谢组学作为一门新

兴学科，着重研究生物体被扰动后（如基因的改变或

环境的改变）其代谢产物（内源性代谢物质）的种类、

数量及变化规律［６］，强调尽可能地保留和反映生物

体总的代谢产物信息，为全面评价热习服及后续热

环境运动刺激血浆中代谢物质的变化提供了可能。

本研究结合代谢组学的核磁共振（ｎｕｃｌｅａｒ

ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）法和多元统计方法，评

价热习服完成及后续热环境运动刺激后大鼠血浆中

代谢产物的变化，筛选热习服的特异性指示标志物，

为制定热习服客观评价指标体系提供线索。

１　材料和方法

１．１　热习服和热环境运动刺激实验方案　取２０只

雄性ＳＤ大鼠［由第二军医大学动物实验中心提供，

动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６］，通过负重力

竭游泳实验，剔除游泳时间最长和最短的大鼠４只，

其余１６只随机分为对照组与热习服组，每组８只。

对照组大鼠在常温（２４℃）、常湿（相对湿度６０％）条

件下自由活动２ｈ；热习服组大鼠在高温（３６℃）、常

湿（相对湿度６０％）环境条件下自由活动１ｈ后，在

动物跑步机上以１４ｍ／ｍｉｎ的速度平板运动１ｈ，１

次／ｄ，连续１４ｄ
［７８］。热习服实验结束后的第２天

在乙醚作用下眼眶取血。继续休息４ｄ后，将两组

大鼠均置于高温（３６℃）、相对湿度８５％的环境中以

２１ｍ／ｍｉｎ速度平板运动３０ｍｉｎ，即进行热环境运动

刺激。热环境运动刺激结束后立即在水合氯醛

（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉下腹主动脉取血５ｍＬ，所取血液经

２１００×犵离心１５ｍｉｎ后取血浆，储存于－８０℃待进

行ＮＭＲ检测。

１．２　
１ＨＮＭＲ实验样品的采集与制备　１ＨＮＭＲ

检测前取２００μＬ血浆样品于离心管中，加入４００μＬ

磷酸盐缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），混匀后４℃、

１２０００×犵离心５ｍｉｎ，取５５０μＬ上清液加入至

５ｍｍ核磁管中备用
［９］。

１．３　
１ＨＮＭＲ实验方案　使用Ｂｒｕｋｅｒ６００ＭＨｚ

ＮＭＲ谱仪（上海敏芯信息科技有限公司）在恒温

（２５℃）条件下检测所有样品的１ＨＮＭＲ谱。采用

ｃｐｍｇｐｒｌｄ脉冲序列并做单脉冲压制水峰，２ｓ预饱

和时间，７２８８．６３Ｈｚ谱宽，６４ｋ采样点数，分别行

·８５０１·
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１２８次叠加和循环。使用傅立叶变换将自由感应衰

减 （ｆｒｅｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｄｅｃａｙ，ＦＩＤ）信号转换为１ＨＮＭＲ

图谱。最后应用ＴｏｐＳｐｉｎ３．０软件调整相位和校正

基线，并以乳酸双峰处定标为１．３３
［１０］。

１．４　数据预处理和多元统计分析　采用 Ａｍｉｘ

３．９．５软件对校正完成的所有样品１ＨＮＭＲ谱进行

分段积分（除去４．９～５．２水峰），积分区间为０～９，

积分间隔为０．０２。输出的数据导入Ｓｉｍｃａｐ１３．０

软件进行分析，采用偏最小二乘法（ｐａｒｔｉｃａｌｌｅａｓｔ

ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳＤＡ）和正交偏最

小 二 乘 法 （ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉｃａｌ ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ

ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）两种方法进行模

式识别，初步筛选出代谢差异物质。

１．５　特征代谢产物的识别　参考文献或查找相关

的数据库确定检测出有差异的物质，并采用狋检验

方法比较这些物质的组间差异是否具有统计学意

义。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　热习服及热环境运动刺激后大鼠血浆代谢产

物的１ＨＮＭＲ谱　经过１４ｄ热习服训练和热环境

运动刺激后，检测得对照组和热习服组大鼠血浆代

谢产物的１ＨＮＭＲ谱，并根据文献
［１１１４］确定图中１～

１３信号峰所示物质，见图１。

图１　热习服和热环境运动刺激后对照组与热习服组大鼠血浆代谢产物的１犎犖犕犚谱

犉犻犵１　
１犎犖犕犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳狉犪狋狆犾犪狊犿犪犳狉狅犿犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犺犲犪狋犪犮犮犾犻犿犪狋犻狅狀犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉犺犲犪狋犪犮犮犾犻犿犪狋犻狅狀犪狀犱狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犲狓犲狉犮犻狊犲

Ａ：１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｒａｔｐｌａｓｍａｆｒｏｍｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ；Ｂ：１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｒａｔｐｌａｓｍａｆｒｏｍｃｏｎｔｒｏｌ

ａｎｄｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｅｘｅｒｃｉｓｅ．１：Ｌｉｐｉｄ（ＬＤＬａｎｄＶＬＤＬ）；２：Ｇｌｕｔａｍａｔｅ；３：Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ；４：Ｔａｕｒｉｎｅ；５：

ＴｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｏｘｉｄｅ；６：Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ；７：Ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ；８：Ｇｌｕｃｏｓｅ；９：Ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｌｉｐｉｄ；１０：Ｃｒｅａｔｉｎｅ；１１：Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ／

ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ；１２：Ｌａｃｔａｔｅ；１３：Ｌｅｕｃｉｎｅ
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２．２　热习服及热环境运动刺激后血浆代谢产物的

变化

２．２．１　ＰＬＳＤＡ和ＯＰＬＳＤＡ模型　热习服完成

后，对热习服组和对照组大鼠血浆代谢产物

的１ＨＮＭＲ谱进行ＰＬＳＤＡ分析得３Ｄ空间分布图

（Ｒ２Ｘ＝０．５５２，Ｒ２Ｙ＝０．８３９，Ｑ２＝０．６５７；图２Ａ１），

行ＯＰＬＳＤＡ分析所得的得分图和Ｓ线图（Ｒ２Ｘ＝

０．５５２，Ｒ２Ｙ＝０．８３９，Ｑ２＝０．５９９；图２Ｂ１、２Ｃ１）。热

环境运动刺激后，对热习服组和对照组大鼠血浆代

谢产物的１ＨＮＭＲ谱进行ＰＬＳＤＡ分析得３Ｄ空间

分布图（Ｒ２Ｘ＝０．８０８，Ｒ２Ｙ＝０．７４３，Ｑ２＝０．５０６；图

２Ａ２），行ＯＰＬＳＤＡ分析所得的得分图和Ｓ线图

（Ｒ２Ｘ＝０．９０６，Ｒ２Ｙ＝０．８９６，Ｑ２＝０．５９９；图２Ｂ２、

２Ｃ２）。结果显示在ＰＬＳＤＡ和ＯＰＬＳＤＡ两种模式

下，热习服组和对照组的积分值均在９５％参考值区

间内且两组间无交叉重合点，说明热习服组和对照

组大鼠血浆代谢产物能够显著分开，两组大鼠在热

习服完成和热环境运动刺激后血浆代谢物质之间存

在差异。在热习服完成后，与对照组相比，热习服组

大鼠血浆中不饱和脂肪酸、谷氨酸、脂质和二甲胺的

含量升高，而葡萄糖、肌醇、牛磺酸、苏氨酸和三甲胺

氧化物含量下降（图２Ｃ１）；而在热环境运动刺激后，

与对照组相比，热习服组大鼠血浆中肌酸、葡萄糖、

肌醇、三甲胺氧化物、磷脂酰胆碱／甘油磷脂、谷氨

酸、脂质、乳酸和亮氨酸的含量均下降（图２Ｃ２），表

明在热习服和热环境运动刺激后，热习服组和对照

组大鼠血浆中存在有差异的代谢物质。

图２　热习服和热环境运动刺激后大鼠血浆１犎犖犕犚谱犘犔犛犇犃和犗犘犔犛犇犃结果

犉犻犵２　犘犔犛犇犃犪狀犱犗犘犔犛犇犃狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犪狋狆犾犪狊犿犪犳狉狅犿犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犺犲犪狋犪犮犮犾犻犿犪狋犻狅狀犵狉狅狌狆狊

犪犳狋犲狉犺犲犪狋犪犮犮犾犻犿犪狋犻狅狀犪狀犱狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犲狓犲狉犮犻狊犲

Ａ１，Ａ２：ＳｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆＰＬＳＤＡ；Ｂ１，Ｂ２：ＳｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆＯＰＬＳＤＡ；Ｃ１，Ｃ２：ＳｌｉｎｅｏｆＯＰＬＳＤＡ．Ａ１，Ｂ１ａｎｄＣ１ｗｅｒｅｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒｈｅａｔ

ａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ；Ａ２，Ｂ２ａｎｄＣ２ｗｅｒｅｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｅｘｅｒｃｉｓｅ．ＰＬＳＤＡ：Ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；ＯＰＬＳＤＡ：

Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

２．２．２　狋检验　使用狋检验检测ＰＬＳＤＡ和ＯＰＬＳ

ＤＡ两种识别模式筛选出的差异代谢物质的组间差

异，结果表明，在热习服完成后，与对照组相比，热习服

组大鼠血浆中不饱和脂肪酸、谷氨酸、脂质和二甲胺的

含量升高，而葡萄糖、肌醇、牛磺酸、苏氨酸和三甲胺氧

化物含量均下降（犘＜０．０５）；而在热环境运动刺激后，与

对照组相比，热习服组大鼠血浆中三甲胺氧化物、谷氨

酸和脂质的含量均下降（犘＜０．０５），见表１。
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表１　热习服和热环境运动刺激后热习服组与对照组大鼠血浆代谢物质浓度变化比较

犜犪犫１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狆犾犪狊犿犪犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲犮犺犪狀犵犲狊犫犲狋狑犲犲狀犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犺犲犪狋

犪犮犮犾犻犿犪狋犻狅狀犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉犺犲犪狋犪犮犮犾犻犿犪狋犻狅狀狑犻狋犺犲狓犲狉犮犻狊犲犻狀狋犺犲狉犿犪犾犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋

狀＝８

Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｈｉｆｔ（×１０－６） Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ
Ａｆｔｅｒｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ

ＨｖｓＣ 犘ｖａｌｕｅ

Ａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ＨｖｓＣ 犘ｖａｌｕｅ

５．２９５．３５ Ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｌｉｐｉｄ ↑ ０．００１４ — —

３．９１ Ｃｒｅａｔｉｎｅ — — ↓ ０．６２６９

３．７１３．８３ Ｇｌｕｃｏｓｅ ↓ ０．００１１ ↓ ０．８１７３

３．６７ Ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ ↓ ０．００１９ ↓ ０．６１８４

３．４９ Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ↓ ０．００１７ — —

３．２７ ＴｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｏｘｉｄｅ ↓ ０．００２５ ↓ ０．００３８

３．２５ Ｔａｕｒｉｎｅ ↓ ０．０００１ — —

３．２３ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ／ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ — — ↓ ０．３７１５

２．７３２．８３ Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ↑ ０．００１１ — —

１．５５２．２３ Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ↑ ０．００１５ ↓ ０．０３４７

０．８７，０．８９，１．２７，２．０３ Ｌｉｐｉｄ ↑ ０．００５２ ↓ ０．０１３１

１．３３ Ｌａｃｔａｔｅ — — ↓ ０．６１４８

０．９７ Ｌｅｕｃｉｎｅ — — ↓ ０．１６０３

　　↑：Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ；↓：Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ；—：Ｎｏｃｈａｎｇｅ．Ｈ：Ｈｅａｔａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

既往研究证明，大鼠在热环境中自由活动，需要

２８ｄ才能完成习服的过程
［１５］。根据我们最新研究

表明，大鼠在热环境中自由活动１ｈ，然后以低强度

（１４ｍ／ｍｉｎ）在小动物跑步机上运动１ｈ，１４ｄ即可

达到习服状态［１６］。大鼠习服后再进入同样的热环

境，其核心体温、心率及体质量丢失率均明显小于未

习服大鼠，同时其血液内应激激素、热休克蛋白及部

分细胞因子也发生了不同变化。血液内应激激素和

热休克蛋白的变化提示热习服后大鼠热应激程度明

显下降，但其不同的代谢通路特别是与代谢相关的

代谢终末产物的变化规律仍不清楚。

本研究通过分析热习服及后续热环境运动刺激

后大鼠血浆代谢物质的变化，发现在热习服完成后，

与对照组相比，热习服组大鼠血浆中不饱和脂肪酸、

谷氨酸、脂质和二甲胺的含量均升高，而葡萄糖、肌

醇、牛磺酸、苏氨酸和三甲胺氧化物含量均下降；在

热环境运动刺激后，热习服组大鼠血浆中三甲胺氧

化物、谷氨酸和脂质的含量均下降。

葡萄糖作为供应机体能量的主要来源之一，在

热习服过程中热习服组大鼠高温运动需要氧化分解

大量葡萄糖供应能量，故在热习服完成后，热习服组

大鼠与对照组相比血浆中葡萄糖含量下降。肌醇具

有维持镇静和体液渗透压平衡的功能［１７］，热习服组

大鼠由于高热和运动的刺激，机体处于高度兴奋状

态，必须消耗大量肌醇来维持内环境的稳态，故在热

习服完成后，热习服组大鼠血浆中肌醇含量也降低。

三甲胺氧化物作为一种有害物质，其在血液中的高

含量会增加心血管疾病的发病率［１８］；在热习服训练

作用下三甲胺氧化物分解成二甲胺和脂肪酸［１９］，减

少对机体的损伤，故大鼠在热习服完成后，血浆中二

甲胺和脂肪酸的含量上升，三甲胺氧化物含量下降。

苏氨酸在苏氨酸脱氢酶和醛缩酶的作用下代谢生成

乙酰辅酶Ａ，加快三羧酸循环，促进葡萄糖的氧化分

解［２０］，因而热习服完成后大鼠血浆中苏氨酸含量较

低。牛磺酸是一种维持机体内环境稳态的物质［２１］，

热习服组大鼠在热习服训练期间，机体处于兴奋状

态，需要消耗大量牛磺酸来维持内环境的稳态，故在

热习服完成后大鼠血浆中牛磺酸的含量降低。谷氨

酸作为三羧酸循环的重要反应物质，其在血浆中的

高含量可以加快三羧酸循环，促进葡萄糖的氧化分

解，故在热习服完成后大鼠血浆中谷氨酸含量较高

热习服后的大鼠在重新进入热环境并进行体力

活动时，由于其产热减少和散热能力增强，故其能够

耐受较高的环境温度和运动强度，因此在同样高温

条件下进行同等强度的运动后，其体能消耗、热应激

水平均明显低于对照组。本实验中经高温运动刺激

后，热习服组大鼠血浆中的谷氨酸、脂质和三甲胺氧

化物的含量低于对照组，表明热习服可以通过增强

对血液内产能物质的利用和有氧氧化能力，从而提

高机体在热环境中的运动能力，降低机体的氧化应

激水平，从而起到对机体重要组织器官的保护作用。

此外，三甲胺氧化物是唯一在热习服后以及热

环境运动刺激后血浆含量均下降的物质。三甲胺氧

化物含量的上升可能预示机体氧化应激水平的升高

以及对机体各种组织器官的细胞毒性增加［２２］，其血

浆含量下降说明热习服降低血液中具有细胞毒性的

·１６０１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１６年９月，第３７卷

胺类物质的含量。热环境运动刺激后，热习服组大

鼠血浆中三甲胺氧化物的含量也低于对照组，表明

热习服训练有可能通过降低血液内特异的细胞毒性

物质，降低热应激导致的器官损伤，从而加强对机体

重要器官的保护作用。上述结果同时提示三甲胺氧

化物有可能作为热习服和热应激损伤的特异标志

物，以判断热习服和热应激的程度，为制定客观的热

习服评价指标体系提供有益线索。

综上所述，与对照组相比，热习服组大鼠在热习

服和热环境运动刺激后血浆中三甲胺氧化物的含量

均明显下降，说明热习服降低了热环境运动刺激对

大鼠的损伤程度，提示三甲胺氧化物可作为热习服

的指示性标志物，为制定热习服客观评价体系提供

有意义的线索。
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