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　　摘要:目的　研究冷应激对冷库作业工人体内 HSP70水平的影响及可能的机制。方法　选取冷库作业工人为研究

对象 , 其中保鲜冷库 (0 ℃组)53 人 , 水产冷库 (-20 ℃组)53 人;另选年龄 、 性别 、 劳动强度与之匹配的 、 不从

事有毒有害作业的村民 58人作为对照。用Western blot法检测淋巴细胞 HSP70 水平。结果　0 ℃组和-20 ℃组分别与

对照组相比 , 其淋巴细胞HSP70 水平明显增高 , 差异有显著性 (P<0.05);0 ℃组与-20 ℃组相比 , HSP70 水平差异

无显著性 (P>0.05)。结论　低温环境作为一种应激因素 , 可使体内热应激蛋白合成与表达增加。
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Abstract:Objective　To investigate the effects of cold stress on HSP70 and the possible mechanism.Method　53 workers

working under 0 ℃ and 53 workers working under -20 ℃were respectively as 0 ℃ and -20 ℃ cold storage groups , and 58 matched

villagers as control , using Western-dot-blotting to determine HSP70.Result　HSP70 levels increased significantly in both cold storage

groups (P<0.05) compared with control group , but no difference between 0 ℃ and -20 ℃ group (P >0.05).Conclusion　The

increase of HSP70 in cold storage groups suggested that low temperature might be a stress factor of working environment , and HSP70

might be a reliable biomarker of this kind of occupational hazards.
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　　长期从事低温作业除可引起冻伤外 , 还可对人的

心血管系统 、免疫系统 、 中枢神经系统以及骨关节产

生危害 , 导致一些相关疾病。目前 , 对于低温作业导

致的危害及其机制研究相对较少。

热应激蛋白是由于环境因素作用于机体 , 诱导机

体产生的一组蛋白质 。其主要作为分子伴侣 , 参与蛋

白质的合成 、折叠 、 装配和转运 , 协助变性蛋白质的

复性与清除。热应激蛋白是近来劳动卫生界研究的热

点之一 , 已有许多研究结果表明其与职业危害因素存

在相关关系 , 因此有学者提出将热应激蛋白抗体作为

职业危害的生物标志物。在很多疾病状态下 , 血浆中

可以测到热应激蛋白抗体表达升高 , 如慢性苯中

毒[ 1] 、高温中暑[ 2] 、 某些自身免疫性疾病等 。本研究

以冷库作业工人为研究对象 , 检测淋巴细胞 HSP70
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水平 , 以探讨低温作业对机体可能的危害与机制 。

1　对象与方法

1.1　对象

选取江苏省某县冷库作业工人 106人 , 其中保鲜

冷库 (0 ℃组)53人 , 水产冷库 (-20 ℃组)53人。

另选年龄 、性别 、劳动强度与之相仿 、 不从事有毒有

害作业的村民 58人作对照组 。

1.2　方法

1.2.1　劳动卫生学调查　包括作业场所温度 , 工人

作业时间 、劳动强度等。

1.2.2　抗原检测 　常规分离淋巴细胞 , 低温冻存。

采用Western blot法检测淋巴细胞 HSP70 抗原水平。

具体步骤:取冻存淋巴细胞复温;去上清(用滤纸吸干

多余液体),加入 5倍体积冰冷悬浮缓冲液[ 0.1 mol/L

NaCl , 0.01 mol/L Tris·Cl(pH7.6), 0.001 mol/L EDTA

(pH8.0), 100 μg/ml PMSF , 2 μg/ml Leupeptin] ,立即混

匀;蛋白定量 ,加入等体积 2×SDS加样缓冲液 ,吹打混
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匀 ,98 ℃变性 10 min;灌胶 ,按 10μl/孔加样;电泳 ,样

品经 80V ,20 ～ 30 min 在浓缩胶与分离胶交界得到压

缩 ,随后经 120 ～ 140 V ,60 min分离;转膜 ,取凝胶 ,300

mA ,40 ～ 60 min 转入 NC 膜;丽春红 S染色 ,标记分子

量标准;封闭液封闭 37 ℃, 1 h;Ⅰ抗 R70 抗体(1∶

5 000)孵育 4 ℃过夜 ,PBS-Tween 20(0.05%)洗 3 次 , 5

min;Ⅱ抗(HRP-羊抗兔 IgG)1∶5 000反应37 ℃, 1 h;

PBS-Tween 20(0.05%)洗 3次 ,5 min;DAB 显色液显色

2 min ,PBS终止 。结果扫描保存 ,计算积分光密度并将

其量化。

1.2.3　统计分析　用 SPSS11.0软件进行数据分析与

整理。其结果以均数 x ±s或阳性的百分率表示。可

信限根据组间差异显著性的不同水平 , 以α=0.05作

为检验水准。

2　结果

2.1 　工作环境调查　保鲜冷库平均温度约为 0 ℃,

水产冷库平均温度约为-20 ℃, 每天平均工作时间

4 h ,劳动强度中等。

2.2　淋巴细胞中 HSP70表达水平

0 ℃组与-20 ℃组分别与对照组比较 , 其 HSP70

水平明显增高 , 差异有显著性 (P<0.05)。0 ℃组与

-20 ℃组相比 , HSP70 水平差异无显著性 (P >

0.05)。见表 1 、 图 1。
表 1　冷库作业人员与对照人群淋巴细胞中HSP70水平(x±s)

组别 例数 HSP70 (积分光密度)

0 ℃组 53 6 746.3±834.9＊

-20 ℃组 53 6 517.4±828.7＊

对照组 58 4 094.5±574.2　

　　＊与对照组相比 , P<0.05

　1～ 4道:对照组　　5～ 8道:0 ℃组　　9～ 12道:-20 ℃组

图 1　冷库组与对照组淋巴细胞HSP70 水平检测结果

3　讨论

关于热应激蛋白在不同人群或组织 、细胞中表达

水平的研究已有许多报道[ 3] , 针对各种应激因素的研

究也屡见不鲜[ 4～ 7] 。冷应激时机体发生变化的机制及

其预防措施的研究一直是特殊环境医学领域的重要课

题。研究认为 , 有 10种基因与冷应激有关 , 其中包

括HSP 基因家族
[ 8]
。此外 , 在细胞水平 , 冷应激可

以改变胞膜的脂质成分 , 并能抑制蛋白合成与细胞增

殖[ 9] 。环境中的物理 、化学 、 生物因素及其引发的体

内生化 、 生理 、 病理反应和产生的代谢产物 , 均可诱

导HSP的合成增加[ 4 ,10] , 从而赋予细胞或生物从各

种应激状态中恢复的能力 , 保护它们免受应激因素的

损害
[ 11]
, 其中最为重要 、 诱导最强的是 HSP70。实

验表明 , 转入 HSP70基因的大鼠心脏对缺血 、 缺氧

的抵抗能力和恢复能力提高[ 12] 。HSP 表达增加 , 提

高了小鼠对类毒素致死效应的抵抗力
[ 13]
。HSP70还

可保护细胞内的重要遗传物质 DNA , 在生物的生长 、

发育及分化过程中具有重要作用。同时 , HSP70与体

内许多重要生物活性物质 (如类固醇 、 细胞因子 、癌

基因等)有着密切联系 , 参与体内多种调节过程 。

正常情况下 ,HSP70在血浆中检出率较低 ,但也有

研究表明其在特定人群中表达率增高。通过本研究发

现:0 ℃组与-20 ℃组分别与对照组相比 ,其淋巴细胞

HSP70水平明显增高 ,差异有显著性(P <0.05);0 ℃

组与 -20 ℃组相比 , HSP70 水平差异无显著性(P>

0.05)。可见 ,长期在低温环境中工作对人体是一种应

激因素 , 使体内热应激蛋白合成与表达增加 ,体内

HSP70水平升高的个体可能对冷应激更加敏感 。不管

在转录还是翻译水平 ,HSP 的表达均被复杂的调控因

素所控制
[ 14]
,而且体内HSP70的高水平似乎也并非总

是起保护作用 ,在特定条件下 ,它也可能是一种危险标

志[ 15] 。如 Xiao 等人测定了高温环境大负荷训练导致

中暑的病人淋巴细胞中的 HSP70水平 ,结果表明其水

平显著高于对照组 ,从而提出可将 HSP70作为衡量应

激易感性的生物标志物 。但由于没有热应激前的

HSP70水平测试 ,因此难以确定中暑个体是在热应激

以前就有较高的内源性 HSP70水平还是对应激因素

反应更加强烈才导致了淋巴细胞内较高水平的

HSP70[ 16] 。Fehreebach等人的研究表明 ,训练有素的运

动员淋巴细胞的 HSP 基本水平低于未受训练的人 ,但

经体外热应激处理后 ,其反应则强于对照组 。由此看

来 ,应激前 HSP70的水平似乎并不能决定应激反应的

强弱[ 17] 。但也有与之相悖的报道 ,认为HSP70基础水

平决定了应激反应的强弱[ 18] 。因此 ,在未来的研究中

如果能同时研究应激前后及应激过程中 HSP 的水平

及变化情况 ,将会有助于确定热应激蛋白发生变化的

阶段并揭示究竟是基础水平还是诱导产生的 HSP 在

应激反应中起决定作用。

HSP 对大脑 、心脏 、 肾脏等器官有保护作用 , 而

这些器官都与体温调节有关。在低温作业环境中 , 体

温随环境温度降低 , 血液与皮肤温度也随之下降 , 刺

激下丘脑体温调节中枢 , 从而活化神经系统并引起神
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经 、 呼吸 、循环 、内分泌和泌尿系统的改变 。可以推

测冷应激刺激诱导 HSP70的产生 , 随着细胞受损或

坏死 , 氧化应激反应的出现 , 生物膜损伤加重 , 胞内

蛋白 (包括 HSP70)被释放出来
[ 19]
, 引起免疫系统

的迅速反应。已有研究表明应激蛋白在免疫细胞激活

和细胞因子产生中是有效的调节剂[ 15] 。我们认为 ,

冷作业工人外周血淋巴细胞 HSP70水平的增高可能

与保护机体免受冷应激损害有关。
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1　一般资料

79 例患者中男 66 例 , 女 13 例 , 年龄 18～ 58 岁。装修工

人32 例 , 家具厂工人 20 例 , 橡胶厂工人 23 例 , 其他工种 4

例。病人均为单眼损伤。伤后就诊时间 1 h～ 5 d。24 h内就诊

者65 例 , 2～ 3 d就诊者 10例 , >4 d 4例。有 2例病人伤后自

行处理 , 然后在当地医院就诊 , 来我院时角膜已出现炎症。

79 例患者眼睑部灼伤 23 例 , 结膜灼伤10 例 , 角膜灼伤20例 ,

眼睑 、 结膜 、 角膜混合伤 26 例。 临床表现为上 、 下睑睫毛被

白色膜状物黏着致使睁眼困难 , 结膜充血 , 结膜 、 角膜可见

白色膜状物附着 , 畏光 、 流泪 、 眼痛 、 视力下降。

2　治疗方法

用湿纱布浸泡受伤眼睑及睑缘处 , 轻轻分离睑缘处膜状胶

物 ,如分离有困难 , 上 、下睑睫毛仍黏着在一起 , 可用小弯剪刀

将睫毛连同白色膜状物一同剪开。以地卡因点眼后 , 将结膜 、

角膜黏着白色膜状胶物用湿棉签或无齿镊将之擦取或去除干

净 ,然后予庆大霉素 2 U 结膜下注射 , 单眼包盖 , 第 2 天复诊。

经积极治疗 ,仅 6 例遗留角膜薄翳 , 余无并发症 ,治疗后视力恢

复正常。

笔者认为 , 附着在眼部的 502 胶物清理干净后 , 对眼部

的损伤即停止 , 所以发病后尽早就诊是治愈的关键。在 79 例

病例中 , 伤后24 h 内就诊者无后遗症发生 , 而伤后 3 d 以后

就诊及处理不当者留有角膜薄翳 , 可影响视力。此外 , 医生

在遇到此类患者时应慎重 , 不能强行处理 , 以免增加新的损

伤 , 给患者带来痛苦。

(收稿日期:2004-03-19;修回日期:2004-04-06)
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