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[摘要] 目的　比较两种温度策略建立的伴多器官功能障碍综合征(MODS)经典型热射病(CHS)小鼠模型的差异。

方法　将66只雄性C57BL/6J小鼠采用随机数字表法分为直接热打击(DHS)组(n=28)、逐步升温热打击(SHS)组(n=28)及对

照组(n=10)。前两组分别使用41 ℃直接打击法及25.0~39.5 ℃逐步升温法建立CHS小鼠模型。将小鼠放入模拟气候舱，密

切观察其活动规律及意识状态，并监测直肠温度(Tr)，待达到造模终点后出舱。每组采用随机数字表法抽取4只小鼠，于

热暴露结束后恢复24 h取其血样和肝、肾、肠、肺、脾组织，采用全自动生化分析仪检测血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转

氨酶(AST)、肌酐(CREA)、血尿素氮(BUN)、碱性磷酸酶(ALP)、乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶同工酶MB(CK-MB)水平，

采用多因子检测试剂盒测定白细胞介素(IL)-1β、IL-6、肿瘤坏死因子(TNF)-α、单核细胞趋化蛋白(MCP)-1及转化生长因子

(TGF)-β水平，并对小鼠不同器官进行组织学观察及病理损伤评分；对剩余小鼠进行72 h生存分析。结果　两种热打击策

略均可成功建立CHS小鼠模型，但与DHS组比较，SHS组小鼠热暴露的时间较长[(181.61±41.88) min vs. (104.72±18.68) min，

P<0.001]，脱水百分比较高[(11.59±1.52)% vs. (7.07±1.84)%，P<0.001]，72 h内致死率较高(73.68% vs. 22.22%，P<0.05)。恢复

24 h 后，SHS 组 ALT、AST、CREA、BUN 水平均明显高于 DHS 组[(875.63±241.24) U/L vs. (139.38±188.22) U/L，P<0.01；

(2406.75±1008.69) U/L vs. (208.13±149.23)U/L，P<0.01；(79.88±41.39) U/L vs. (18.75±10.51) U/L，P<0.05；(134.33±52.54) U/L

vs. (17.75±7.31)U/L，P<0.01]，各器官组织病理学评分均明显高于 DHS 组(P<0.05)；此外，SHS 组 MCP-1 水平明显高于

DHS 组[(22.89±1.97) pg/ml vs. (15.97±3.91) pg/ml，P<0.05]，TGF-β水平明显低于 DHS 组[(936.46±30.17) pg/ml vs. (1453. 50±

129.81) pg/ml，P<0.001]。结论　使用逐步升温法建立的CHS小鼠模型成功率及致死率均较高，各器官损伤较重，是一种

更符合CHS病理生理状态的动物模型。
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[Abstract] Objective　 To examine the differences between mouse models of classic heat stroke (CHS) with multiple organ 

dysfunction via two different rising strategies. Methods　A total of 66 male C57BL/6J mice were divided into direct heat stroke (DHS) 

group (n=28),  a stepwise heat stroke (SHS) group (n=28), and control group (n=10) using the random number table method. In the first 

two groups, animals received direct warming at 41 ℃ and stepwise warming from 25.0 ℃ to 39.5 ℃ , using a simulated climate chamber, 

respectively. While the animals were in the climate chamber before reaching the endpoint, we constantly monitored the animal activity, 

animal consciousness, and rectal temperature. We randomly selected 4 animals from each group and collected the blood samples and organ 

tissues (liver, kidney, intestine, lung, and spleen) after 24 hours of recovery since the end of heat exposure. We used the automatic 

biochemical analyzer to measure the levels of serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), creatinine 

(CREA), blood urea nitrogen (BUN), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), and creatine kinase isoenzyme MB (CK-

MB). We employed multifactorial test kits to detect the levels of interleukin (IL) -1β, IL-6, tumor necrosis factor (TNF) - α, monocyte 

chemoattractant protein (MCP) -1 and transforming growth factor (TGF) -β. We analyzed the histological sections from each organ and 

then calculated the pathological injury scores. We saved the remaining mice for the 72 h survival analysis. Results　 Both heat stroke 

strategies can establish a stable CHS model of the mouse. In contrast with mice in DHS group, mice in SHS group exposed to heat for a 

longer time [(181.61±41.88) min vs. (104.72±18.68) min, P<0.001], had a higher percentage of dehydration [(11.59±1.52)% vs. (7.07±

1.84)% , P<0.001] and higher 72 h mortality (73.68% vs. 22.22%, P<0.05). After 24 hours' recovery, biochemical indicators (ALT, AST, 

CREA, BUN) of SHS group were higher than those of DHS group [(875.63±241.24) U/L vs. (139.38±188.22) U/L, P<0.01; (2406.75±

1008.69) U/L vs. (208.13±149.23) U/L, P<0.01; (79.88±41.39) U/L vs. (18.75±10.51) U/L, P<0.05; (134.33±52.54) U/L vs. (17.75±

7.31) U/L, P<0.01]. The pathological injury scores of each organ tissue of the SHS group were higher than those of the DHS group

(P<0.05). The levels of MCP-1 of the SHS group were higher than that of the DHS group [(22.89±1.97) pg/ml vs. (15.97±3.91) pg/ml,

P<0.05], and TGF-β of SHS group was lower than that of DHS group [(936.46±30.17) pg/ml vs. (1453.50±129.81) pg/ml, P<0.001]. 

Conclusions　The stepwise warming method had a higher success rate in developing the model, a higher mortality rate within 72 h, and 

more severe organ damage than the direct warming method. Thus it was a more stable and reliable modeling method that was more 

consistent with the pathophysiological state of CHS patients at the actual onset of illness.

[Key words] heatstroke; multiple organ dysfunction syndrome; experimental animal models

热射病(heat stroke，HS)是一种危害性高且后果

严重的热致疾病，其中伴有多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome，MODS)的经典

型热射病(classic heat stroke，CHS)是由热损伤因素直

接作用于机体引发的、以核心体温(core temperature，
Tc)升高及中枢神经系统异常为特征的临床危重

症[1-2]。有数据显示，经过医院救治的CHS患者病死

率仍高达 63.2%[1，3]。合适的动物模型是深入研究HS
损伤的重要基础，并可为临床救治工作的开展提供

新思路。目前报道的 CHS 动物模型主要包括羊[4]、

兔[5]、猪[6]、狒狒[7]、大鼠[8]及小鼠[9]等，其中大型

动物往往因配合度及操作性差，需进行束缚、麻醉

等处理。麻醉药物会影响动物的生理状态，包括改

变机体在热环境中的体温调节机制[10]，束缚也会影

响动物自发的体温调节动作，如在腹部涂抹唾液促

进蒸发降温等，上述因素均会影响自发CHS的实验

研究。因此，体型小、易操作、清醒且可自由活动

的小鼠成为近年来HS相关研究中最常使用的模型动

物。既往实验研究中建立CHS小鼠模型的方法不尽

相同，造模终点体温为 35.0~43.5 ℃，热暴露时间为

60~180 min[9，11-15]。有团队使用高热直接打击法建立

CHS 脑损伤[12，16]、肝损伤[17]、肺损伤[18]、肠损伤模

型[19]，但该方法建立的CHS模型造成的全身器官损

伤似乎并不严重，死亡事件只发生在 24 h 内。另有

报道显示，采用逐步升温法建立CHS模型可导致包

括神经系统在内的多器官严重受损，全身炎症反应

水平较高，且 24 h 后仍持续有小鼠死亡事件发

生[20-22]，与伴 MODS 的 CHS 患者临床表现相似。但

目前尚无研究比较两种热打击策略建立的CHS小鼠

模型多器官损伤程度及全身炎症反应水平。本研究

选择高热直接打击法及逐步升温法两种方法，在湿

度为 60%的环境中建立CHS小鼠模型，并使用多维

评价指标比较CHS小鼠各器官损伤程度及全身炎症

反应水平，以选择更符合CHS患者病理生理状态的

动物模型，为HS后各器官损伤的研究及药物研发奠

定基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物及仪器　SPF级雄性C57BL/6J小鼠 66
只，体重(28.52±2.1) g，均由解放军总医院第一医学

中心动物实验中心提供。动物实验方案均通过动物

实验伦理委员会审查批准(编号：2022-X18-19)，并
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按照 《NIH 实验动物护理和使用指南》 (第 4 版，

2008)饲养 1周以上使其适应环境。饲养条件为每笼

5 只，室温(22±1.6)℃，空气相对湿度 35%~45%，气

压 101.325 kPa，12 h 昼/夜循环，自由进食及饮水。

实验结束后，所有小鼠用戊巴比妥钠(60 mg/kg)腹腔

注射麻醉，采用颈椎脱臼法处死。主要仪器和材料

为HWS-350B模拟气候舱(北京市恒诺利兴科技有限

公司)，BB-XGJ 小鼠肛温计(北京搏贝科技有限公

司)，ZG-TP101小动物电子秤(永康市松竫商贸有限

公司)，Cobas®8000全自动生化分析仪(日本株式会社

日立制作所)，ProcartaPlex多因子检测试剂盒(货号：

PPX-07、 EPX01A-20608-901， 美 国 ThermoFisher 
Scientific公司)，Pannoramic MIDI Case Viewer 系统(匈
牙利3DHISTECH有限公司)。
1.2　动物分组及处理　使用高温直接打击法及逐步

升温打击法建立CHS小鼠模型。将66只C57BL/6J小
鼠编号后，采用随机数字表法分为室温对照组

(n=10)、直接热打击(DHS)组(n=28)及逐步升温热打

击(SHS)组(n=28)。DHS、SHS 组按照不同热打击策

略处理达到CHS标准后恢复 24 h时，每组随机抽取

4只小鼠取材并检测各项指标。对照组在实验结束时

随机抽取 5 只取材。剩余全部小鼠进行 72 h 生存

分析。

1.3　热打击策略　实验期间小鼠禁食禁水，置于常

规饲养笼中(3~5 只/笼)。DHS 组模拟气候舱温度、

湿度设置为41 ℃、60%后稳定运行1 h以上，将小鼠

饲养笼直接放入舱中进行热暴露。SHS 则将模拟气

候舱温度、湿度设置为25 ℃、60%，稳定运行1 h后

将小鼠饲养笼放入舱中，在 1 h 内逐渐升温到

39.5 ℃，升温速率约为 0.25 ℃/min。对照组小鼠一

直处于(22.0±1.6) ℃的室温环境中。在既往有关CHS
动物模型的研究中，可能由于物种间的差异及研究

方法不同，啮齿类动物的最低致死温度为 40.4~
46.0 ℃[23-24]。本研究终点体温主要参考 CHS 小鼠模

型的国际公认标准 42.7 ℃[15，20]，以满足高温对小鼠

多器官产生损伤的最低体温要求。

将小鼠放入实验舱后密切观察其活动规律与意

识状态，并监测直肠温度(rectal temperature，Tr)。
当小鼠出现以下任意一种情况即视为造模终点，需

立即转移出舱进一步处理：(1)Tr≥42.7 ℃；(2)出现

意识障碍，即无自主活动(轻度无痛刺激不能驱赶动

物爬行或改变位置)时间>5 s[25-26]；(3)濒死，即出现

明显抽搐，呼吸节律明显改变。

小鼠出舱后复测Tr并迅速转移至(22.0±1.6) ℃的

通风环境中，腹腔注射生理盐水(30 ml/kg)。复测时

若Tr<42.7 ℃则记录为造模失败；若小鼠在模拟舱中

死亡或在出舱后 30 min 内死亡则记录为造模死亡；

若 Tr≥42.7 ℃，伴有意识障碍则判定为 CHS 造模

成功。

1.4　Tc 检测　Tc 以 Tr 代替，将肛温计软头部位插

入小鼠直肠 2~3 cm 后，按下开关 (ON/OFF) 键，

“嘀”声后开始测量，当听到持续“嘀 ....”声后测量

结束，取出肛温计记录结果。小鼠入实验舱后每

30 min 测量 1 次，热打击 90 min 后转为每 10 min 测

量1次。

1.5　脱水程度估计　造模开始前，所有小鼠在精确

到 0.1 g的小动物电子秤上称重，得到热打击前体重

(pre-heat stroke body weight，pre-BW)。达到造模终点

后取出小鼠称重，得到热打击后体重(post-heat stroke 
body weight， post-BW)。采用脱水百分比 (percent 
dehydration，PD)评估脱水程度，估算方法为：PD=
(pre-BW－post-BW)/pre-BW×100%[27]。

1.6　标本留取　采用随机数字表法在DHS、SHS组

造模成功的 CHS 小鼠中各抽取 4 只，在热打击结束

后 24 h 腹腔注射戊巴比妥钠(60 mg/kg)进行快速麻

醉，麻醉成功后颈椎脱臼处死，进行开胸及心内穿

刺放血，置入 1.5 ml 微离心管中。全血室温(20~
25 ℃)凝固 20~30 min，1000 ×g 离心 10 min，取上层

血清于-80 ℃冻存；分离肝、肾、肠、肺、脾组织，

部分固定于 4%多聚甲醛溶液，制作 4 µm石蜡切片，

苏木精 -伊红(hematoxylin-eosin，HE)染色后，利用

Case Viewer 系统进行可视化及扫描；每只小鼠取固

定的左上叶肺组织，称量并记录湿重(wet weight，
W)，然后于80 ℃干燥24 h至恒重，再次称量并记录

干重(dry weigh，D)，计算肺湿/干重比(W/D)。
1.7　主要器官损伤组织病理学评分　为进一步评估

HS 造成的器官组织损伤程度，参照以往的评分标

准，制定HS各器官损伤分级评分标准，将所有组织

学切片打乱分组顺序后，由两位经验丰富的病理学

医师阅读并评分。各器官评分标准如下。

1.7.1　肝损伤组织病理学评分　根据急性肝损伤的

病理情况[28]制定两项标准：肝实质变性坏死严重程

度及炎症细胞浸润程度。每项按 4分量表(0~3)进行

评分，总分为两项评分之和。

1.7.2　肾损伤组织病理学评分　根据急性肾损伤的

病理情况[29]制定三项标准：肾小管损伤情况、肾小

球损伤情况及微血栓含量。每项按 4分量表(0~3)进
行评分，总分为三项评分之和。

1.7.3　肠损伤组织病理学评分　根据 Chiu's 评分[30]

制定肠黏膜病变进展标准，评估肠损伤情况，按 6
分量表(0~5)进行评分。

1.7.4　肺损伤组织病理学评分　根据McGuigan评分

法[31]制定四项标准：肺泡间质水肿增厚、炎症细胞

浸润、肺泡及间质出血以及透明膜形成。每项按 4
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分量表(0~3)进行评分，总分为四项评分之和。

1.7.5　脾损伤组织病理学评分　根据脾内易染体巨

噬细胞占白髓的比例评估脾脏损伤情况[20]，按 4 分

量表(0~3)进行评分，其中<10%记 0分，10%~15%记

1分，15%~20%记2分，≥20%记3分。

1.8　生化标志物及细胞因子检测　使用全自动生化

分析仪测定血清中谷丙转氨酶(alanine aminotransferase，
ALT)、谷草转氨酶(aspartate aminotransferase，AST)、
肌 酐 (creatinine， CREA)、 血 尿 素 氮 (blood urea 
nitrogen， BUN)、碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase，
ALP)、乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)及肌

酸激酶同工酶 MB(creatine kinase-MB，CK-MB)水平。

使用多因子检测试剂盒测定血清中白细胞介素

(interleukin， IL) -1β、 IL-6、肿瘤坏死因子 (tumor 
necrosis factor，TNF)-α、单核细胞趋化蛋白(monocyte 
chemotactic protein， MCP) -1 及 转 化 生 长 因 子

(transforming growth factor，TGF)-β的水平。

1.9　统计学处理　采用SPSS 21.0、GraphPad 8.0软件

进行统计分析。符合正态分布的计量资料以 x±s 表
示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步组间两两比较采用LSD-t法；计数

资料以例(% )表示，组间比较采用 χ2 检验。采用

Kaplan‐Meier曲线分析小鼠生存情况，组间比较采用

Log-rank检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　两种热打击策略的造模结果　实验流程见图1。
两组小鼠对高温反应较激烈，表现为入舱后躁动不

安、在舱内自发运动增多、向笼顶攀爬寻找通风口、

在皮毛上涂抹唾液等。随着热暴露时间延长，小鼠

自发运动减少，舱内运动轨迹从复杂绕路运动变为

贴边缘或沿对角直线前进，攀爬笼顶的行为逐渐减

少甚至消失，呼吸短促。DHS 组及 SHS 组小鼠 pre-
BW 差异无统计学意义，SHS 组 post-BW 明显低于

DHS 组(P<0.05)，PD 明显高于 DHS 组(P<0.001)，在

模拟舱中热暴露时长明显高于DHS组(P<0.001)，出

舱时 Tr 也明显高于 DHS 组(P<0.001，表 1)。终止实

验时，DHS组有3只小鼠在模拟舱中死亡，15只(包
括死亡的 3 只)出舱时 Tr 未达 42.7 ℃；SHS 组 5 只小

鼠死亡，其余Tr均达到 42.7 ℃。因此，DHS组成功

造模 13只，SHS组成功造模 23只，SHS组造模成功

率明显高于 DHS 组(82.1% vs. 46.4%，P<0.01)。对照

组实验期间无小鼠死亡，DHS 组造模成功小鼠 24 h
内死亡 2 只，SHS 组 24、48 及 72 h 分别死亡 8、4 及

2 只。Kaplan‐Meier 曲线显示，DHS 组 72 h 生存率为

77.78%，SHS组为 26.32%，差异有统计学意义(P<0.05，
图2)。
2.2　肝损伤指标、组织病理学变化及损伤评分　对

照组ALT、AST均处于较低水平，肝小叶结构清晰，

无异常炎症细胞浸润。经热打击后，DHS 组及 SHS
组 ALT、AST 均有上升，但 DHS 组与对照组比较差

异无统计学意义(P>0.05)。SHS 组 ALT、AST 均高于

对照组，差异有统计学意义[(875.63±241.24) U/L vs. 
(39.67±9.54) U/L，P<0.05；(2406.75±1008.69) U/L vs. 

(179.00±130.44) U/L，P<0.001]，且明显高于 DHS 组

(P<0.05)。病理学检查结果显示，DHS组小鼠部分肝

细胞水肿，有点状坏死，炎症细胞浸润较少，恢复

24 h 后生化指标改变并不明显；而 SHS 组部分沿肝

小叶分布的肝细胞有明显变性坏死，且坏死部位伴

有大量炎症细胞浸润，其余部分有明显的肝细胞水

DHS. 直接热打击；SHS. 逐步升温热打击；ALT. 谷丙转氨酶；AST. 谷草转氨酶；CREA. 肌酐；BUN. 血尿素氮；ALP. 碱性磷酸酶；

LDH. 乳酸脱氢酶；CK-MB. 肌酸激酶同工酶MB；MCP-1. 单核细胞趋化蛋白-1；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；IL-1β. 白细胞介素-1β；IL-6. 白

细胞介素-6；TGF-β. 转化生长因子-β
图1　小鼠热打击实验流程

Fig.1　Flow chart of heatstroke experimental process in mice
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肿，病理损伤评分明显高于 DHS 组 (3.93±1.16 vs. 
2.73±1.34，P<0.05，图3A)。
2.3　肾损伤指标、组织病理学变化及损伤评分　对

照组CREA、BUN均处于较低水平，肾小管上皮细胞

排列有序，而热打击后 DHS 组和 SHS 组发生了明显

的急性肾损伤改变。DHS 组 CREA、BUN 变化不大，

与对照组比较差异无统计学意义[(18.75±10.51) μmol/L
vs. (17.00±7.00) μmol/L， P>0.05； (177.5±73.1) mg/L 
vs. (239.9±37.2) mg/L，P>0.05]；病理学检查显示部分肾

小管上皮细胞坏死，管腔内可见少量管型，肾小球

充血，且出现包括皮、髓交界处肾小管上皮细胞坏

死、肾小管扩张、大量管型，另外还可见肾小球毛

细血管及肾间质血管扩张、血管内血栓及炎症细胞

浸润。SHS组CREA、BUN分别为(79.88±41.39) μmol/L、
(1343.3±525.4) mg/L，均明显高于对照组，差异有统

计学意义 (P<0.05)，且明显高于 DHS 组 (P<0.05)。
SHS 组肾损伤评分明显高于 DHS 组 (5.53±1.06 vs. 
3.60±0.83，P<0.001，图3B)。
2.4　肠组织病理学变化及损伤评分　对照组小鼠肠

黏膜内壁平整，可见杯状细胞，未见明显损伤。在

热打击之后，DHS组肠绒毛间隙增宽，绒毛顶端上

皮下 Gruenhagen 空间增大，且伴有毛细血管充血。

SHS 组的损伤评分明显高于 DHS 组 (1.60±0.74 vs. 
0.27±0.46，P<0.001)，损伤更严重，视野中已出现上

皮下间隙明显增宽、固有层与上皮层分离、部分肠

细胞脱落、绒毛中央乳质扩张以及毛细血管出血等

改变，还可见中性粒细胞等炎症细胞浸润(图3C)。
2.5　肺湿/干重比、肺组织病理学变化及损伤评分　

三组间 W/D 差异无统计学意义(4.94±0.03 vs. 4.84±
0.49 vs. 4.45±0.20，P>0.05)。对照组小鼠肺泡及间质

结构清晰，未见明显病理损伤改变；经热打击后，

部分肺泡间隔及肺泡中含有大量红细胞，可见炎症

细胞浸润肺间质，肺间质增厚，部分肺泡结构无法

辨认，且 SHS 组肺损伤组织病理学评分明显高于

DHS组(3.00±1.13 vs. 1.33±0.98，P<0.001，图3D)。
2.6　脾组织病理学变化及损伤评分　对照组小鼠脾

脏未见明显异常，白髓、红髓之间界限清晰。经热

打击后，白髓内可见明显的、由易染体巨噬细胞吞

噬的核碎裂淋巴细胞及部分细胞碎片。SHS 组脾损

伤病理评分明显高于 DHS 组(2.80±0.56 vs. 1.80±0.86，
P<0.01)，且发生坏死的淋巴细胞更多，易染体巨噬

细胞占白髓的比例更高(图3E)。
2.7　热打击对生化指标及外周血炎性因子的影响　

DHS 组 IL-6 明显高于对照组(P<0.01)，IL-1β明显低

于对照组 (P<0.001)。 SHS 组 ALP、LDH、CK-MB、
MCP-1、 IL-6 明显高于对照组 (P<0.05)， IL-1β 及

TGF-β明显低于对照组(P<0.001)；SHS组LDH、CK-
MB、MCP-1 明显高于 DHS 组(P<0.05)，TGF-β明显

低于DHS组(P<0.001，图4)。

3　讨　　论

HS 是以 Tc 升高、中枢神经系统紊乱为典型特

征，常造成多器官损伤的一种严重热相关疾病[32]。

经过重症监护病房(intensive care unit，ICU)救治后，

CHS患者的病死率仍高于60%[3]，且早期 ICU患者的

死因多为并发无法逆转的MODS，一旦MODS开始，

临床常用治疗措施很难阻止这一过程[33]。因此，及

早应对、阻止HS发病早期的器官损伤是降低病死率

的重要手段。建立一个与HS患者实际情况相符且较

稳定的动物模型，对HS发病机制及药物干预效果的

表1　两组小鼠热打击前后基本情况比较

Tab.1　Comparison of basic information between the two groups of mice before and after heat stroke

指标

pre-BW (g, x±s)

post-BW (g, x±s)

PD (%, x±s)

模拟舱中热暴露时长(min, x±s)

Tr (℃, x±s)

造模成功率[例(%)]

DHS组

28.59±2.09(n=28)

26.44±1.83(n=25)

7.07±1.84(n=25)

104.72±18.68(n=25)

42.13±0.76(n=25)

13(46.4)

SHS组

28.59±2.06(n=28)

25.17±2.01(n=23)

11.59±1.52(n=23)

181.61±41.88(n=23)

42.89±0.22(n=23)

23(82.1)

t/χ2

0.006

2.302

9.253

8.329

4.588

7.778

P

0.995

0.026

<0.001

<0.001

<0.001

0.005

DHS. 直接热打击；SHS. 逐步升温热打击；pre-BW. 热打击前体重；post-BW. 热打击后体重；PD. 脱水百分比；Tr. 直肠温度

DHS. 直接热打击；SHS. 逐步升温热打击；*P<0.05

图2　热打击小鼠Kaplan‐Meier生存曲线

Fig.2　Kaplan-Meier survival curve of heat shock mice
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HS. 热射病；DHS. 直接热打击；SHS. 逐步升温热打击；ALT. 谷丙转氨酶；AST. 谷草转氨酶；CREA. 肌酐；BUN. 尿素氮；W/D. 肺

湿/干重比；A. 肝脏；B. 肾脏；C. 肠组织；D. 肺组织；E. 脾组织；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001

图3　HS小鼠各脏器功能指标、组织病理学变化及损伤评分

Fig.3　Function indicators, histopathological changes and damage scores of various organs in mice with heat stroke
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研究具有重要意义。

目前，建立 CHS 动物模型主要包括 3 个要素：

高温诱导条件、动物体温测量及动物种类选择[34]。

本研究使用两种不同热打击策略建立 CHS 小鼠模

型，通过比较多项指标发现，使用逐步升温法造模

的小鼠在高温高湿环境中所受热打击时间较长，造

模成功率较高，且造模成功的小鼠各器官损伤较重，

72 h 死亡率较高。造成两种热打击策略出现损伤程

度差异的内在机制可能有以下几点。(1)体温调节中

枢的反应及效应时间不同：小鼠皮肤无汗腺，降温

的主要方法是扩张皮肤血管，增加对流散热及唾液

分泌，加强蒸发散热。DHS组小鼠受到短期、剧烈

的环境热刺激，会导致体温调节中枢迅速得到信号

并及时做出降温反应，此时小鼠的Tc尚处于正常范

围内，暂时处于“健康”状态，体温调节引起的自

发动作多；SHS 组小鼠在实验开始时环境温度无异

常，并未激发降温反应，缓慢升温过程中体温调定

点会随环境温度逐渐上调，待突破体温调定点的最

高温度后，才开始进行被动的降温反应[35]，此时小

鼠已进入“病理状态”，分泌、涂抹唾液的自主活动

明显减少，与CHS患者的少汗症相似。(2)与机体脱

水程度有关：本研究中，SHS 组小鼠较DHS 组在热

环境中的时间较长，出舱后体重较低，机体的脱水

程度较高。严重脱水会造成循环血量明显降低，组

织器官血液流量及灌注量不足，继发缺血-氧化应激

反应。(3)与热应激反应有关：热应激是指机体受到

超过自身体温调节能力的过高温度刺激时产生的非

特异性应答反应的总和[3]。DHS 组小鼠直接进入极

端高温环境后，机体快速出现对高热的反射性调节，

如机体自身产热减少、Tc 及心率下降、呼吸加快，

以及产生热休克蛋白等反应[36]，对组织器官及细胞

均有一定的保护作用，促进热量流失恢复至正常体

温的保护性反应可能使 DHS 组小鼠各器官损伤较

轻[37-38]。 (4) 与热负荷总量有关：由热负荷公式

(℃·min)=核心体温≥39 ℃的热暴露时间×(最大Tc－
39 ℃)[10]可知，热负荷总量与机体的热暴露时间及最

大 Tc 密切相关。SHS 组小鼠在≥39 ℃环境中的热暴

露时间明显长于DHS组，出舱时最大Tc较高，这导

致 SHS组小鼠的热负荷总量高于DHS组，因此其各

器官受损较严重。

由于小鼠皮肤没有汗腺，唾液分泌能力也有限，

热量损失无法与高温环境被动输入的热量相匹配，

持续一段时间后体温调节失败，小鼠 Tc 迅速上升，

且血液重新分布时会导致器官血管持续收缩，造成

组织缺血，上述持续性损伤会诱发全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome，SIRS)，
并最终导致 MODS。在不同的升温策略下，机体的

体温调节反应不同，因此造成器官损伤的严重程度

存在差异。大型动物往往因配合度、操作性差，需

进行麻醉、束缚等处理，影响自发 CHS 的实验研

究，本研究选用体型小、清醒且可自由活动的雄性

C57BL/6J小鼠，排除了雌鼠体内雌激素水平波动对

高温暴露的可能影响[39-40]，且 C57BL/6 小鼠在空间

学习记忆能力方面较其他品系小鼠更有优势[41]，有

利于后续开展CHS长期神经后遗症及其治疗的相关

研究。

本研究在造模过程发现，两组小鼠出舱时达到

的最高体温越高、热打击持续时间越长，各器官的

HS. 热射病；DHS. 直接热打击；SHS. 逐步升温热打击；ALP. 碱性磷酸酶；LDH. 乳酸脱氢酶；CK-MB. 肌酸激酶同工酶MB；MCP-1. 

单核细胞趋化蛋白-1；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；IL-1β. 白细胞介素-1β；IL-6. 白细胞介素-6；TGF-β. 转化生长因子-β；*P<0.05；**P<0.01；

***P<0.001

图4　HS小鼠生化指标及炎性因子水平比较

Fig.4　Comparison of biochemical indicators and inflammatory factors in mice with heatstroke
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损伤越重，后续死亡率也越高。Leon等[27]设置终点

体温相差 0.3 ℃的三组小鼠，生存率分别为 100%、

92%、46%，且小鼠出舱前达到的最高体温也越高，

恢复低体温所需时间就越长，死亡风险也越高。因

此对小鼠Tc的精准监测也是造模成功的要点。本实

验中衡量造模终点的指标除Tr外，还综合了小鼠的

意识状态及生命体征，避免了间断监测Tr时已达到

出舱标准却漏判的情况。模拟气候舱的温度、湿度

均可控，能够较好地模拟CHS发生时高温高湿的自

然环境，且造模过程中小鼠处于清醒状态，与CHS
患者自然发病的状态类似，从可视窗中还可以观察

小鼠的精神及活动状态。

中枢神经系统功能障碍是HS的主要特征。神经

细胞对高温损伤极为敏感，HS后神经损伤及长期神

经后遗症的问题引起了广泛关注[12，42-43]。本研究中

DHS 组及 SHS 组小鼠在出舱时均有严重意识障碍，

对外界刺激几乎无反应，中枢神经系统严重受损。

临床研究表明，急性肝损伤是 HS 后最严重的并发

症，若发展为难治性肝衰竭并发多器官损伤，还需

考虑肝移植治疗[44]。本研究结果显示，SHS 组小鼠

的肝脏损伤较DHS组更重；DHS组小鼠部分肝细胞

水肿，出现点状坏死，其 ALT、AST 与对照组差异

无统计学意义，提示该程度热打击造成的肝损伤较

轻；而 SHS 组中沿肝小叶分布的肝细胞有明显大片

坏死及大量炎症细胞浸润，病理损伤评分明显高于

DHS组，肝功能指标较对照组明显升高，提示逐步

升温造成的小鼠肝损伤较高热直接打击更严重。本

研究发现，在恢复 24 h 后 DHS 组小鼠 CREA、BUN
水平与对照组差异无统计学意义，而 SHS 组小鼠较

对照组明显增高，且BUN水平已达小鼠急性肾损伤

的诊断标准[29]。病理检查结果显示，SHS 组造模后

小鼠肾脏皮、髓交界处肾小管上皮细胞大量坏死，

肾小管明显扩张，可见大量管型形成，肾小球毛细

血管及肾间质血管扩张，肾髓质内可见大量血栓及

炎症细胞浸润，肾脏病理损伤评分明显高于 DHS
组，提示逐步升温造成的小鼠肾损伤更严重。肠道

屏障损伤是引发CHS后SIRS的关键机制。高热首先

破坏肠黏膜屏障，导致肠内各种细菌对肠细胞的损

伤加重，细菌释放的毒素又从破坏的肠黏膜屏障处

入血，造成继发性脓毒症。本研究热打击后 DHS
组、SHS 组小鼠肠内有不同程度的损伤，但DHS 组

肠损伤评分明显低于 SHS 组。SHS 组小鼠肠段明显

水肿，不排便或排稀便，表明此时肠道炎症反应较

强，肠黏膜受到过度刺激后全段充血水肿，甚至发

生肠坏死，但DHS组小鼠肠道水肿不明显。经热打

击后，DHS组及SHS组小鼠均出现肺损伤病理改变，

但三组W/D差异无统计学意义，表明恢复24 h时HS

小鼠未发生肺水肿。引发HS后急性肺损伤的原因既

包含热打击直接损伤肺组织及细胞的结构与功能，

也有继发的内毒素血症及炎性因子风暴对肺组织的

间接损伤[45]。临床研究显示，CHS 后免疫系统受损

严重，外周血免疫球蛋白水平明显下降，常有继发

感染[46]，而脾脏作为促使 B 细胞成熟的关键器官，

对产生具有正常功能的抗体非常重要。本研究表明，

SHS 组坏死淋巴细胞及易染体巨噬细胞比例明显高

于DHS组。因此尽早控制CHS后脾脏损伤，防止免

疫细胞进一步凋亡、坏死，对维持机体正常免疫功

能至关重要。CHS小鼠在恢复24 h时全身多器官损伤

较重，体内炎症反应明显失衡。本实验中 DHS 组、

SHS 组小鼠全身损伤指标 ALP、趋化因子 MCP-1
及细胞因子 IL-6 水平较对照组均明显上升，抗炎因

子 TGF-β水平则明显下降。有研究表明，IL-6 是判

断 HS 患者临床危重程度的指标[47]，在 HS 前低剂量

使用外源性 IL-6有利于保护肠黏膜屏障，可降低HS
后的全身炎症水平[48]。IL-1β作为早期促炎因子，在

本实验中却明显低于正常值，似乎与常规认为的HS
后发生高炎症反应状态并不相同。事实上，IL-1β在

HS 发生时常呈现时相性变化趋势，其水平在恢复

1 h时即快速上升，3~5 h达到峰值，后续内源性补充

不足导致下降，到恢复 24 h时已降至正常水平[49-50]。

Leon等[20]的研究也观察到HS小鼠在恢复24 h后循环

血浆内的TNF-α与 IL-1β无法检测到或低于正常值，

狒狒模型中也出现类似结果[7]。造成这种现象可能

的机制是HS后骨骼肌(以及其他可能的实质细胞)为
应对体温过高早期产生急性应激反应，导致小鼠血

浆中 IL-6 及 IL-10 在体温升高阶段就已明显上升[51]。

而这种应激诱导的细胞因子反应可能具有抑制随后

局部或全身促炎症信号的功能，因为 IL-6 的抗炎作

用能抑制 TNF-α、IL-1β及刺激抗炎的 IL-1ra、IL-10
的产生[52-55]。TGF-β检测对HS患者的预后判断有重

要价值，TGF-β越低，预后越差[56]。SHS 组小鼠

LDH、 CK-MB、 MCP-1 水平均明显高于 DHS 组，

TGF-β水平明显低于DHS组，表明采用逐步升温法

造模的 CHS 小鼠较直接热打击法全身损伤更严重，

全身炎症水平更高。

本研究仍存在局限性：只选择了恢复 24 h 这一

个时间点来评价HS对小鼠的损伤，尚不能掌握损伤

的时程规律，且HS对神经系统的损伤除需根据小鼠

的精神及行为状态初步判定外，还应同时使用组织

病理学检查及动物行为学实验进行判定。另外，

SHS 组中达到造模条件但出舱后死亡的小鼠呼吸节

律改变、咯血、窒息等肺损伤表现更严重，也具有

研究价值。

综上所述，无论是使用直接热打击法还是逐步
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升温法，均能成功构建CHS小鼠模型。但使用逐步

升温法造模的小鼠更接近真实的CHS发生环境，后

续可造成多器官功能损伤（特别是肝脏和肾脏的急性

损伤）及体内炎症反应失衡的状态，两种造模方式结

果的差异可能与小鼠体温调节能力有关，但具体的

作用机制尚需进一步研究。
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