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高温
、

CO及其联合作用对大鼠
H SP 7O mR N A

,

H S P 7 0合成影响研究
’

邹堂春
,

张建 民
,

尤颖健
,

庄 伸
`

货涵 贞
`

张国高
`

提 要 当组织细胞对热或其它刺激反应时
,

均被诱导增加H S sP 合成
。

本研究将 8 只雄性大鼠随

机分为 四组
,

分别为对照组
、

高温组
、

C O 组
、

高温 + C O 组
。

在送氧式高温 与毒物联合作用装置中染

毒 l h
,

在室温
一

「恢复 l h 后
,

测定其肛温
、

H b C O
。

断头处死
,

取其肝脏分析 H S P了o m RN A 和 H S P 70
。

结
呆如下

: ( 1 ) 与对照组相比
,

高温组
、

高温 + C O 组大鼠肛温均升高 3
.

oo c 以上
,

C O 组及高温 + C O

组大 鼠 H b C O含量均达 30 % 以上
,

这说明受热及染毒后动物的体温及 H b C O 含量均符合本实验要求
。

( 2 ) 结果显示
,

对照组仅有少量H S P 70 m RN A ,

与之相比
,

C O 组有所增加
,

高温组增加明显
,

而高

温 + C O组增加更为明显
,

表现为协同作用
。

H S P 70 合成也与 H S P 70 m R N A结果一致
。

关健词 高温 C O 联合作用 H S P 7o H S P 7o m R N A

高温或某些化学物质作用于机体
,

导致机

体发生一系列普遍而保守的反应
,

这 个反 应被

称为热应激或热休克 反 应 (be at st er ss o r

h e a t hs
o c k er s P o n s e )

。

其反应的特征是
,

热

应激或热休克基因的激活及表达
,

从而合成一

组被称为热应激或热休克 蛋 白 h( ae t s tr se s

Or h e at hs
o c k rP ot e in s ,

H S P s) 的蛋白质
,

而正常的蛋 白质合成则受到抑 制
〔” ” 。

H S P 70

具有许多生物学作用
,

如参与热耐受的形成和

机体的生长
、

发育
、

调节等生理过程
,

并与体

内某些重要生物活性物质
,

如某些激素
、

白细

胞介素
、

肿瘤坏死因子
、

癌基因等有着密切的

关系
“ ’ 。

在工业生产中劳动者经常同时或相 继

接触多种职业有害因素
,

因此开展职业有害因

素联合作用的研究不仅具有理论意义
,

而且具

有实际意义
。

在高温作业环境中
,

高温与 C O

的联合作用极为常见
。

关于两者联合作用对热

应激反应的影响在国外未见报道
。

本课题从转

录
、

翻译水平探讨高温
、

C O 及其联合作用对

大 鼠H S P 70
,

H S P 70 1l l R N A合成的影响
。

1 材料和方法

1
.

1 动物分组及染毒

根据热诱导
、

I侣 P 70 合成动力学
“ ’ 、

急性高

温与 C O 联合作用致低氧损害的研究结果
(
娜

’ ,

8 只雄性 S D大鼠 (体重 2 00 ~ 2 50 9 ) 随机分为

四组
:

对照组
: 2 5 土 0

.

5
“

C ;
C O组 : 2 5 士 1

.

o
o

C
,

0 0 0 土 SOP Pm ;高温组
: 4 0 土 2

.

0℃ ; 高温 + C O

组
: 4。士 2

.

O
O

C ; 600 土 S OPP m
。

在送氧式高温与

毒物联合作用装置内分别染毒 l h
,

然后在室温

下恢复 l h
,

用数字点温计测定大鼠肛温
,

取尾

部血 1。风用分光光度法测定血中H bC O 的百分

含量
,

最后将大鼠断头处死
,

取同一叶肝脏分

别测定 H S P 7 0m R N’A和 H S P 7 o
。

1
.

2 H S P 70 m R入A 的检测

总 R N A用酚 /氯仿方法提取
,

用 01 19
。 纤

维素分离 n习民N A
,

将m R NA 与 a 一 3 ,

P司叭T P (北

京福瑞公司产品 ) 标记的人H S P 70 基因杂交
,

然后放射自显影显示结果
“ ’ 。

1
.

3 H S P 70 的检测

取肝组织 19
,

按吕裕强的热应激蛋白分析

方法处理
,

取等量蛋白用we
s

etr
n lb ot 方法检

测 H S P 7O
。

第一抗体为兔抗人 H S P 70 (加拿

大 P r of
.

T an g u ay 所赠 )
,

第二抗体为辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔 gI G
。

然后根据颜色深

浅判断H S P 70 的多少
。

2 结果

2
.

1 动物的肛温和 H b C O 含量

表中所示是受试大鼠的肛 温 和 H bC O 的

测定结果
。

表中可见
,

高温组
、

高温 + C O 组

大鼠的肛温均较对照组
、

C O 组明显上升
,

达
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1
.
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2
.
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3
.

oo C以上 ( P < 0
.

0 5 )
。

CO组及联合作用组的

H b OC含量均达 0 3%以上
,

以联合作用组为最

高
。

这些结果说明了受热及染毒后动物的体温

及H bC O 含量均符合本实验要求
,

另外也证实

了高温对大鼠血中H bC O 的增加有一定的促进

作用
。

高温
、

C O及两者联合作用下大鼠的肛温
、

H b C O变化 (X 士 S D )

组 别 ” 肛退 (
o

C ) H】刃 0 ( % )

对服组 2 3 7
.

8士 0
.

5 N D

高沮组 2 4 1
.

9 士 0
.

8 N D

C O组 2 3 8
.

0土 0
.

1 3 2
.

8土 2
.

5

高泥 + C O组 2 4 1
.

3 士 0
.

7 3 6
.

7 土 2
.

2

注 : N D为未枪出

2
.

2 H S P 70 m R N A检测结果

8 只大鼠的 H S P 70 n 1R N A 与 H S P 70 基因

探针杂交后
,

放射自显影的结果见封四图 1
。

从

图 1 中的斑点大小及密度观察可见
,

对照组有

少量 1侣 P 7Oin R N A
,

说明在正常条件下也有少

量 I玛 P 70 基因转录 , 与之相比
,

C O 组有所增

加
,

高温组增加明显
,

而高温 + C O 组增加更

为明显
,

这些说明C O 刺激了 H S 7P O基因的转

录
,

而高温对此的诱导更为明显
。

表现了高温

与 C O 的联合作用对H S P 70 基因的诱导为协同

作用
。

2
.

3 H S P 70 的检测结果

受试后大鼠肝脏中H S P 70 经we set m bl ot

方法分析后发现
,

对照组中有少 量 H S P 70 合

成
,

C O 组 H S P 70 合成 有 所 增 加
,

高 温 组

H S P 70 合成增加明显
,

而高温与C O 联合作用

组增加更为明显
,

这些结果与H SP 70 m R N A 的

结果相一致
,

说明 H S P 70 合成的增加 (见封四

图 2 )
。

3 讨论

热应激蛋白是指由于环境刺激 ( 如高温
、

砷酸盐
、

乙醇等 ) 诱导细胞合成的 一 类 蛋 白

质
,

其中H S P 70 是最主要的热应激蛋 白
,

它的

编码基因的 5
’

端含有一段 14 对碱基 的 保 守 序

列
,

对 1侣 P 70 m R N A 的转录起启动 作 用
〔’
川

。

SH
P 70 的形成能提高机体的应激能力如热耐受

的产生等川
,

因此
,

探讨它的形成条件及职 业

有害因素对它的影响有着重要的理论和实际意

义
。

目前国外采用细胞培养的方法对 H S P 70 形

成机理及其功能的研究 已较深入
,

旨在阐明基

因调控机制等
。

对整体动物热应激诱导 H S P 70

的研究也有不少学者进行过 探 讨
,

如 19 8 3 年

C ur
r ie 等

〔 , , ,

采用苯巴比妥麻醉大鼠在恒温 电

热板上热应激处理
,

诱导了 大 鼠 的 肝
、

肾
、

心
、

脑等组织合成 H S P 70
,

但这些研究的缺点

是
: ( 1 ) 未能区分出热应激或麻 醉 应 激 对

H sP 7O生成的诱导作用
。

( 2 ) 动物整体应激

后取其组织块于组织培养中用同位素标记方法

检测 H S P 7O
,

但此时所检测到的为热应激后组

织中的H S P 70 恢复变化
。

( 3 ) 此热应激条件

未能很好地模拟自然受热条件
。

陈育庆等
〔” ,

对

H S P 7O的研究尽管成功地模拟了人体热应激条

件
,

但也只能取其组织块进行培养后
,

再检测

HB P 7O
。

由于 H S P了O基因片段的分离
,

H S P 70

抗体的制备成功
,

使本实验克服了C ur
r l e等的

不足之处
,

较完善地探讨了高温
、

C O 及其联

合作用对H S P了Om R N A
、

H S P 了0 的影响
,

从而

填补了高温与 C O联合作用对 H S P 70 影响研究

的实验空 白
。

众所周知
,

I侣 P 70 基 因序列和氨

基酸序列的高度保守
,

其同源性在鼠与人之间

达 80 % 以上
,

因此本实验用 H S P 70 基因探针
、

H S P 7 O抗体检测大鼠 U B P 70 m R NA和 H S P 70

是完全可行和合理的
。

热应激反应时
,

其调节

主要表现在转录和翻译水平上
,

而转录水平由

热休克转录因子 h( e at hs o c k tar n s c ir tP ion aJ

fa ct or s ,

H S F ) 调节
,

它能识别靶序列
,

称为

热休克元素 (he at hs o c k d e

me nt
,

1
目

IS E )
。

而 H S P 70 翻 译 水 平 的 调 节 主 要 取 决 于

H S P 了Ol n R N A 的 稳 定 性 和 翻 译 效 率
,
而

1侣 P 70 m R N A 的稳定性又取决于细胞状 态
。

因此本实验仅就高温
、

C O 及其联 合 作 用 对

HB P 7 Om R N A 及其 1拐 P 70 合成进行研究
。

实

验发现
,

在对照组中有少量 I玛 P 70 m R N A 产

生及 H S P 70 合成
,

说明正常条件下也有少量

I玛 P 70 基因转录和翻译
。

与之相比
, C O 组中
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合成略为增加
,

说明了C O通过 H bC O 导致组织

缺氧所致 ; 高温明显诱导 了H S P 70 合成
,

其机

制是
:

在高温环境中
,

环境附加热增加导致了

大鼠体内蓄热
,

体温升高达 3
.

0
“

C 以上
,

从 而 诱

导了 H S P 70 基因的转录和 H S P 70 11习民N A 稳定

性 的 增 加
。

T l l e o d o r a kl s 等
〔“
研 究 发 现

,

H S P 7 om R N A 在非热休克细胞中
,

其半衰 期

约为 5 0而 n
,

而在热休克细胞中H S P 7Om R N A

的稳定性增加 10 倍
。

且在 37 ℃ ~ 4 2℃范围内其

1侣 P 70 合成水平达到最高
,

若温度超过 42 ℃
,

合成水平则下降
。

C O 与高温 相 比
,

其 诱 导

H S P 7 om R N A
,

H S P 70 合成明显偏低
,

其 原

因可能是一方面缺氧诱导 了 H S P 70 合成
,

另一

方面
,

缺氧又导致供能方面的不足
,

进而抑制

HB P 70 的合成
。

高温与C O 联 合 作 用 时 其

H S P 70
,

H S P 70 n习民N A 合成均较单纯高温
、

C O 明显增加
,

提示为协同作用
。

关于不同浓

度 的C O 与不 同温度 的联合作用效应是否 与本

实验结果相符
,

尚待进一步证实
。
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会 议 征 文 通 知

中华预防医学会职业病专业委员会职业健康监护学组拟于 199 6年 10 月召开全国学术交流大会
,

从即日起征集

学术论文
,

稿件内容为
: ( 1 ) 如何保证就业前健康监护工作的全面落实 , ( 2 ) 定期健康监护的 管 理模 式 ,

( 3 ) 健康监护工作规范的研制 , ( 4 ) 职业禁忌证的研究 , ( 5 ) 劳动能力鉴定的研究 , ( 6 ) 其它有关职业

健康监护工作的调查与研究 , ( 7 ) 健康监护筛选出观察对象的管理 , ( 8 ) 与工柑有关疾病的健康监护
.

其调查监护的对象
,

除接触生产性粉尘
、

毒物
、

物理因素
、

生物学因素的工人 外
,

对 机 动 车 驾 驶 员
、

交

警
、

教师
、

铺路工
、

下水疏浚工
、

清扫工
、

厨师等职业的调查与监护的论文也受欢迎
。

来稿请用原稿纸誊写
,

不超过 4。。0字
,

写出 5 00 字左右的论文摘要
。

来稿请寄 《中国工业医学杂志》 编辑部

白汝义收
。

地址
:
沈阳市铁西区南十一西路 18 号

,

邮编
: 1 10 0 2 4 ,

电话
: 0 24 一 5 8” 8 4 1 ,

并在 信 封 上 注 明
:

“

健康监护
一

会议征文
”

字样
。

通过邮局汇寄稿件处理费
,

每稿 10 元
。

来稿一经采用
,

部分发表 在 《中 国 工业医

学杂志》 上
。

来稿一律经专家评审
,

如被评为 优 秀 论文
,

除授予优秀论文证书外
,

尚颁发奖金
。

稿件截止 口期为 19 9 6年 6 月末
,

以邮戮为准
,

会议地址另行通知
。

中华预防医学会职业病专业委员会职业健康监护学组
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