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[摘要] 目的　探讨雷帕霉素(Rapa)对劳力型热射病大鼠下丘脑损伤的保护作用及其机制。方法　80只Wistar雄性大

鼠随机分为对照组、Rapa组、劳力型热射病(EHS)组及EHS+Rapa组，每组 20只。Rapa组及EHS+Rapa组大鼠分别于建模

前连续4 d腹腔注射Rapa(1 mg/kg，1次/d)，对照组及EHS组给予同体积生理盐水。将EHS组及EHS+Rapa组大鼠置于温度

(39.5±0.3) ℃、湿度55%±5%的气候舱中跑步，建立EHS模型；对照组及Rapa组大鼠置于相同室温下，进行与EHS组同等

强度的跑步。在模型建立过程中，观察各组大鼠的一般状态，测量核心温度并绘制大鼠生存曲线(n=11)。EHS组及EHS+

Rapa组大鼠于入舱80 min后，从舱中取中，并观察300 min。对各组大鼠实施麻醉，取腹主动脉血及下丘脑等组织，HE及

尼氏染色观察下丘脑的组织病理学改变；免疫荧光法测定神经元凋亡情况；Western blotting法检测大鼠下丘脑组织中哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、磷酸化mTOR(pmTOR)、自噬效应蛋白(Beclin-1)、泛素结合蛋白(p62)及自噬标志物微管

相关蛋白1轻链3(LC3)的表达，并计算pmTOR/mTOR及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值。采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测大鼠血

清中神经元特异性烯醇化酶(NSE)、脑活性肽100β蛋白(S100β)、白细胞介素-6(IL-6)及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的表达水

平。结果　在入舱后80 min时，与对照组相比，EHS组的核心温度明显升高；与Rapa组相比，EHS+Rapa组的核心温度明

显升高(P<0.001)。与EHS组相比，EHS+Rapa组大鼠的生存率升高(P<0.01)。下丘脑组织HE及尼氏染色显示，EHS组大鼠

下丘脑神经元病理损伤更重，而EHS+Rapa组大鼠下丘脑神经元病理损伤较EHS组明显减轻(P<0.001)。免疫荧光检测结果

显示，EHS组大鼠下丘脑组织中细胞凋亡率较对照组显著增高，而与EHS组相比，EHS+Rapa组大鼠下丘脑组织中细胞凋

亡率显著降低(P<0.05)。Western blotting 结果显示，与对照组相比，EHS 组大鼠下丘脑组织中 pmTOR/mTOR 及 LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值升高，Beclin-1 表达增加，p62 表达减少(P<0.01)；与 EHS 组相比，EHS+Rapa 组大鼠下丘脑组织中 pmTOR/

mTOR 比值降低，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高，Beclin-1 的表达增加，p62 表达减少(P<0.05)。ELISA 结果显示，与对照组相

比，EHS 组血清中 NSE、S100β、IL-6 及 TNF-α的表达水平均增高(P<0.05)；与 EHS 组相比，EHS+Rapa 组血清中 NSE、

S100β、IL-6及TNF-α表达水平均降低(P<0.05)。结论　雷帕霉素可减轻劳力型热射病引起的下丘脑损伤，改善脑细胞功

能，降低炎性因子水平，减少组织细胞凋亡，可能与其抑制mTOR信号通路、增强下丘脑的自噬水平有关。
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[Abstract] Objective　To investigate the protective function and mechanism of rapamycin on the hypothalamus injury of 

rats with exertional heat stroke. Methods　Eighty male Wistar rats were randomly divided into four groups: control group, rapamycin 

group (Rapa group), exertional heat stroke group (EHS group), and exertional heat stroke + rapamycin group (EHS+Rapa group), 

with 20 rats in each group. The rats in Rapa group and EHS+Rapa group were injected intraperitoneally with Rapa (1 mg/kg, once a 

day) for four consecutive days before modeling. The rats in control and EHS groups were treated with the same dose of 0.9% normal 

saline. In EHS group and EHS+Rapa group, the rats ran in a climate chamber with a temperature range of (39.5±0.3) ℃ and a 

humidity range of (55%±5%). After successful modeling, the rats were removed from the climate chamber for cooling at room 

temperature. The animals in control and Rapa groups ran at the same intensity and room temperature as EHS group. During the 

establishment of the model, we monitored the general state, measured core temperature, and profiled the survival curve of the rats in 

each group (11 rats randomly selected from each group). The rats in EHS group and EHS+Rapa group were removed from the 

chamber after modeling of 80 min, and after 300 min observation, each group of rats was anesthetized. Then we collected the 

abdominal aorta blood and hypothalamus. The histopathological changes in the hypothalamus were analyzed by HE and Nissl 

staining. Immunofluorescence was used to determine the apoptosis of hypothalamus. Western blotting was used to detect the 

expression of mammalian target of rapamycin (mTOR) and phosphorylated mTOR (pmTOR), autophagy effector protein (Beclin-1), 

ubiquitin-binding protein (p62) and autophagy marker microtubule-associated protein 1 light chain 3(LC3) in the hypothalamus of 

rats. We calculated the ratios of pmTOR/mTOR and LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ. We measured the expression levels of neuron-specific enolase 

(NSE), brain active peptide 100β protein (S100β), interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in arterial serum by 

ELISA. Results　When rats were entered into the climate chamber at 80 min, compared with control group, the core temperature of 

EHS group was significantly increased (P<0.001); compared with Rapa group, the core temperature of EHS+Rapa group was 

significantly increased (P<0.001). Compared with the EHS group, the survival rate of EHS+Rapa group was increased (P<0.01). HE 

and Nissl staining showed severe pathological damage in hypothalamic nerve cells in EHS group. We observed significantly less 

pathological damage in hypothalamic nerve cells in EHS+Rapa group than EHS group (P<0.001). Immunofluorescence analysis 

showed substantial cell apoptosis in the hypothalamus of EHS rats compared with control group (P<0.05). EHS+Rapa group had 

significantly less apoptosis in the hypothalamus than EHS group (P<0.05). Western blotting results showed that compared with 

control group, the ratio of pmTOR/mTOR, Beclin-1 expression, LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio in the hypothalamus tissue of EHS group 

increased and p62 expression decreased (P<0.01); compared with EHS group, the ratio of pmTOR/mTOR in the hypothalamus of 

EHS+Rapa group decreased, Beclin-1 expression increased, LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio increased and p62 expression decreased (P<0.05). 

ELISA results showed that the expression levels of NSE, S100β protein, and TNF- α in the serum of EHS group were significantly 

increased (P<0.05), while the expression of IL-6 in EHS group showed no significant difference (P>0.05). Compared with EHS group, 

the expression levels of NSE, S100β protein, IL-6, and TNF- α in the serum of EHS+Rapa group were significantly decreased (P<0.05). 

Conclusion　Rapa can alleviate the hypothalamus tissue damage caused by exertional heat stroke, improve the function of brain cells, 

reduce the levels of inflammatory factors and the apoptosis of tissue cells, which is related to the inhibition of mTOR signaling 

pathway and the enhancement of hypothalamus autophagy level.
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热射病(heat stroke，HS)是指在高强度的体力活

动下或高温环境中长时间暴露，机体核心温度上升

超过 40 ℃，出现中枢神经功能受损症状(如颅内高

压、谵妄、惊厥甚至昏迷等)同时伴有多器官功能损

害的临床综合征[1]。HS 可分为经典型 (classic heat 
stroke，CHS)及劳力型(exertional heat stroke，EHS)[2]。

HS的发病率呈逐年递增趋势，其中超过 30%的患者

治疗后遗留中枢神经功能障碍[3]。大脑皮质、海马

及下丘脑为HS最常见的3个中枢神经易损伤区域[4]。

其中下丘脑室旁核(paraventricular nucleus，PVN)直接

控制下丘脑-垂体-肾上腺轴的活动，热打击后，PVN

区域小细胞神经元受损，使机体的热耐受性降低，

体温调节功能受损，严重影响预后[5]。在热应激模

型中，抑制大脑皮质自噬会加重神经元变性，提示

自噬在神经元损伤中可能具有防御作用[6]。雷帕霉

素(rapamycin，Rapa)是一种新型的高效免疫抑制剂，

能 够 特 异 性 抑 制 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

(mammalian target of Rapamycin，mTOR)的活性，该

靶蛋白包括mTORC1及mTORC2两种亚型，Rapa变
构可抑制 mTORC1[7]。Rapa 通过调控 mTOR 信号通

路，激活或抑制细胞内各种蛋白磷酸化，调控神经

细胞的存活及凋亡，并参与调节自噬[8]。在缺血缺
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氧性脑病中，Rapa 主要通过抑制mTOR 信号通路而

增强自噬，从而减轻对神经元的损伤[8]。研究表明，

热应激类似缺血缺氧性脑病，表现为皮肤血流量增

加，内脏器官血流量减少，导致大脑缺血缺氧性损

伤以及下丘脑区域神经细胞坏死[4]。在急性脑损伤

中，Rapa可通过增强自噬而提高损伤区域的神经元

存活率[6]，但其能否通过调控 mTOR 信号通路而减

轻HS导致的下丘脑神经元损伤，目前鲜见报道。本

研究通过建立EHS大鼠模型，探讨Rapa对EHS大鼠

下丘脑神经元的保护作用及其可能机制。

1　材料与方法

1.1　主要实验仪器及试剂　将 6 跑道小动物实验跑

台(型号为XR-PT-10A，购自上海欣软信息科技公司)
放置于外观透明且功能为模拟高湿高温的气候舱

内[9]，该舱可以精准地对舱内的湿度及温度进行控

制并维持恒定。大鼠肛温仪(型号为TH212，购自上

海玉研科技仪器公司)，实验开始之前进行校准，确

保其灵敏度为 0.1 ℃，精确度为≤±0.2 ℃，用于实时

监 测 大 鼠 核 心 温 度 。 Rapa、 聚 乙 二 醇 300
(polyethylene glycol 300，PEG300)及吐温-80购自美国

MCE 公司；二甲基亚砜(DMSO)购自美国 Sigma 公

司；兔抗大鼠多克隆抗体自噬效应蛋白(Beclin-1)、
mTOR 及 兔 抗 大 鼠 单 克 隆 抗 体 磷 酸 化 mTOR
(phosphorylated mTOR， pmTOR) 均 购 自 美 国

Proteintech公司；兔抗大鼠单克隆抗体微管相关蛋白1
轻 链 3(microtubule-associated protein1 light chain 3，
LC3)购自美国 CST 公司；兔抗大鼠单克隆抗体 p62
购自英国Abcam公司；小鼠抗大鼠单克隆抗体β-actin
购自美国的Affinity公司。一步法TUNEL细胞凋亡检

测试剂盒购自武汉赛维尔生物有限公司；山羊抗兔

IgG、山羊抗小鼠 IgG(辣根过氧化物酶标记)均购自

英国Abcam公司；神经元特异性烯醇化酶(NSE)、脑

活性肽 100β蛋白(S100β)、白细胞介素-6(IL-6)及肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)酶联免疫吸附试验(ELISA)试
剂盒购自美国瑞博奥生物科技有限公司。

1.2　实验动物　80 只 SPF 级成年健康雄性 Wistar 大
鼠购自北京斯贝福生物科技公司，体重 300~350 g，
动物生产许可证号为SCXK(京)2019-0010。实验动物

均在军事医学科学院 SPF 级实验室饲养，室内温度

20~22 ℃，相对湿度50%~60%。动物实验方案获解放

军总医院第八医学中心动物伦理委员会批准。

1.3　研究方法　

1.3.1　大鼠建模前的劳力性适应性训练　在实施热

打击实验前，大鼠先进行 1 周的劳力性适应性跑步

训练。训练采用阶梯式锻炼法，在室温下进行，前

3 d 按如下程序训练：大鼠从饲养笼转移到气候舱

后，初始按照 5 m/min 的速度开始跑步(其坡度设定

为 0)，每隔 2 min 速度增加 1 m/min，在 20 min 内将

其增加到 15 m/min，之后以此速度匀速跑步，跑步

过程中严密观察，直到大鼠出现疲劳状态(给予噪

声、轻推等无痛刺激驱赶后仍无法坚持跑步至少

5 s)，逐渐降速使其停止跑步，跑步时长≤30 min。第

4、5 天采用之前的训练方案，但跑步时长延长至

≤60 min。第6、7天为休息日，只给予大鼠舱内的环

境适应，不进行跑步训练。训练过程中，不限制大

鼠的饮水及进食。

1.3.2　实验动物分组　采用随机数字表法将 80 只

Wistar大鼠分为对照组、雷帕霉素组(Rapa组)、EHS
组及EHS+Rapa组，每组20只。其中44只(每组随机

抽取11只)用于连续观察大鼠自气候舱中取出后的生

存状态，剩余 36只大鼠用于其余实验。Rapa(规格：

25 mg)溶解于 100% DMSO 溶液中，配制成浓度为

2 g/L 的原液，将原液在-80 ℃冻存，15 μl 原液溶于

PEG 300(600 μl)、吐温-80(75 μl)及生理盐水(810 μl)，
配制为 1.5 ml 的工作液，分别于Rapa 组及EHS+Rapa
组大鼠建模前每日清晨 8时以 1 mg/kg的剂量腹腔注

射，1 次/d，连续 4 d[10]，而对照组及 EHS 组在同一

时间点给予同体积生理盐水腹腔注射。

1.3.3　建立 EHS 大鼠模型　4 组大鼠在实施热打击

实验之前，禁食 12 h，可自由饮水，在建模前的

30 min 称重并禁止饮水。当气候舱的相对湿度达到

55%±5%、温度达到 (39.5±0.3) ℃时，将 EHS 组及

EHS+Rapa 组大鼠放入舱内并置于跑道上[11]，按照

1.3.1 的方式进行跑步训练。入舱全程仔细观察大鼠

的精神改变及意识情况，3 次重复确认大鼠已达到

EHS 的诊断标准后，从气候舱内将其取出，在室温

下自然降温，继续对大鼠的形态学的改变、神志状

态、核心温度及生存时间进行监测。EHS 诊断标准

为大鼠出现严重的HS神经系统功能障碍表现，即无

自主的活动时长在 5 s 以上(正位反射、角膜反射以

及强烈疼痛刺激仍然存在)[12-13]。对照组及Rapa组大

鼠在室温条件下进行与EHS组及EHS+Rapa组同等强

度的劳力型跑步运动[14]。

1.3.4　实时监测大鼠核心温度　在 EHS 模型建立过

程中，将涂有润滑油的大鼠肛温仪传感器插入其肛

门，插入深度 5~7 cm。为防止传感器脱落，用医用

胶带将其固定在鼠尾。入舱前大鼠核心温度范围为

37~38 ℃[15]，入舱后每隔 5 min 记录 1 次核心温度。

观察各组大鼠核心温度的变化情况，绘制核心温度

动态曲线。

1.3.5　记录大鼠生存情况　成功建模后，每组随机

抽取 11 只大鼠，自气候舱中取出后，分别于 50、
100、150、200、250及 300 min观察其生存情况，并
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计算各组生存率。

1.3.6　大鼠下丘脑组织大体形态学观察　EHS 组及

EHS+Rapa组大鼠在入舱 80 min后，从舱中取出，观

察 300 min。将各组大鼠采用适量乙醚进行安乐死。

从腹主动脉采集适量的动脉血，解剖大鼠后取出下

丘脑组织，对下丘脑的形状、大小、光泽、颜色、

肿胀及淤血情况进行大体观察。

1.3.7　大鼠下丘脑组织病理学观察　分离出完整的

下丘脑组织，用PBS冲洗干净，置于4%多聚甲醛溶

液中固定，梯度浓度乙醇脱水、石蜡包埋、切片(厚
度 3~4 μm)，然后进行苏木精 - 伊红 (hematoxylin-
eosin，HE)及尼氏染色，树胶封片、固定，观察下

丘脑的组织病理学改变。在光学显微镜(×400)下随

机选取 5 个视野，参照 Thoresen 等[16]的神经元损伤

评分标准，由两名病理学专家通过盲法评估各组的

形态学变化。0 分，无明显损伤；1 分，损伤面积

<10%，仅可观察到个别的损伤神经元；2 分，损伤

面积为20%~30%，可观察到局部损伤；3分，损伤面

积 40%~60%，可观察到局部损伤；4 分，损伤面积

>75%，大量神经元出现损伤，组织完全崩解。

1.3.8　免疫荧光法测定神经元凋亡情况　大鼠下丘

脑组织石蜡切片梯度浓度乙醇脱蜡后蒸馏水冲洗，

滴入蛋白酶工作液，37 ℃孵育 20 min，PBS 冲洗 3
次，每次 5 min；破膜液常温下孵育 30 min，再次

PBS 冲洗。按照一步法 TUNEL 试剂盒说明书进行

TUNEL 染色及 DAPI 染色，PBS(pH7.4)冲洗后封片，

光镜下观察。采用 Image J软件对各组TUNEL染色切

片图像进行分析，绿色荧光为凋亡细胞染色，蓝色

荧光为细胞核定位。显微镜下每张切片中任意随机

选取10个视野(×400)，计数阳性细胞数。凋亡率=阳
性细胞数/总细胞数×100%。

1.3.9　Western blotting检测大鼠下丘脑组织自噬相关

蛋白的表达　将50 mg大鼠下丘脑组织加入4 ℃的组

织裂解液中，完全裂解后测定蛋白浓度，然后行

SDS-PAGE 电泳，电转至PVDF膜，脱脂奶粉室温封

闭。一抗为兔抗大鼠单克隆抗体 LC3(1∶1000)、p62
(1∶5000)、pmTOR(1∶1000)，小鼠抗大鼠单克隆抗

体 β -actin(1∶1000)，兔抗大鼠多克隆抗体 Beclin-1
(1∶1000)及mTOR(1∶5000)，二抗为辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔及山羊抗小鼠 IgG(1∶600)，室温孵

育 2 h，增强化学发光法(ECL)显色。以β-actin 为内

参照，采用 Image J 软件进行目的条带灰度值分析，

计算蛋白相对表达量，以及pmTOR/mTOR、LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值。

1.3.10　ELISA法检测大鼠血清NSE、S100β、IL-6及

TNF-α的表达水平　按照 ELISA 试剂盒说明书，用

酶标仪测定450 nm波长处的光密度(OD)值，根据标

准曲线计算大鼠血清NSE、S100β、IL-6及TNF-α的

表达水平。

1.4　统计学处理　采用GraphPad Prism 9软件进行统

计分析。正态分布的计量资料以 x̄±s表示，多组间比

较采用ANOVA单因素方差分析，进一步两两比较采

用 LSD-t 检验；生存率采用 Kaplan-Meier 法分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　建立EHS模型过程中大鼠核心温度的变化　在

入舱 0 min时，4组大鼠的核心温度差异无统计学意

义(F=4.634，P>0.05)。在入舱 80 min 时，4组大鼠的

核心温度差异有统计学意义(F=1158，P<0.01)；与对

照组相比，EHS 组的核心温度明显升高[(42±0.4) ℃ 
vs. (37.4±0.3) ℃，P<0.001]；与 Rapa 组相比，EHS+
Rapa 组的核心温度明显升高[(42.8±0.3) ℃ vs.(37.6±
0.1) ℃，P<0.001，图1)。

2.2　雷帕霉素对EHS大鼠生存率的影响　对照组及

Rapa组300 min生存率均为100%，EHS组300 min生存

率降低至 28.3%(P<0.01)，EHS+Rapa 组大鼠 300 min 生

存率升高至50.0%(P<0.01，图2)。
2.3　雷帕霉素对EHS大鼠下丘脑大体形态的影响　

对照组大鼠下丘脑呈淡粉红色，色泽光亮，位于第

三脑室底中央；Rapa 组下丘脑近似对照组；EHS 组

大鼠下丘脑明显肿胀增大，色泽暗淡，呈暗红色，

明显向两侧扩张，呈圆球形；与EHS组比较，EHS+
Rapa组大鼠下丘脑肿胀情况明显减轻，表面颜色近

似淡粉红色，且外观形态近似对照组(图3)。
2.4　雷帕霉素对EHS大鼠下丘脑组织病理学改变的

影响　HE染色结果显示，对照组及Rapa组大鼠下丘

脑组织结构清晰，细胞形态正常；与对照组比较，

EHS 组大鼠下丘脑组织病理学损伤评分增加[(3.83±

EHS. 劳力型热射病； Rapa. 雷帕霉素；与对照组比较，

(1)P<0.001；与Rapa组比较，(2)P<0.001

图1　EHS建模过程中大鼠核心温度的变化(n=20)
Fig. 1　 Changes of core temperature in rats during the 
development of an EHS model (n=20)
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0.41)分 vs. (1.17±0.41)分，P<0.001]，可见大量神经元

细胞核深染、固缩伴胶质细胞增生；与EHS组比较，

EHS+Rapa组大鼠有少量胶质细胞增生，神经元细胞

核深染、固缩程度减轻，病理学损伤评分降低[(2.5±

0.55)分 vs. (3.83±0.41)分，P<0.001]。对照组及 Rapa

组病理学损伤评分比较差异无统计学意义[(1.17±

0.41)分 vs.(1.17±0.41)分，P>0.05，图4A、B)。尼氏染

色结果显示，对照组大鼠下丘脑组织结构清晰，尼

氏体均匀分布于胞质中；与对照组比较，EHS 组大

鼠下丘脑组织尼氏体消失，神经元细胞核固缩、深

染；与EHS组比较，EHS+Rapa组大鼠下丘脑组织尼

氏体结构清晰，神经元细胞核固缩、深染程度减轻

(图4C)。

2.5　雷帕霉素对 EHS 大鼠下丘脑神经元凋亡的影

响　与对照组相比，EHS 组下丘脑神经元凋亡率明

显升高 (0.90%±0.06% vs. 0.46%±0.15%， P<0.05)；而

EHS. 劳力型热射病；Rapa. 雷帕霉素

图3　各组大鼠下丘脑标本肉眼观

Fig.3　The morphological changes of hypothalamus were observed by naked eye

EHS. 劳力型热射病；Rapa. 雷帕霉素；A. HE染色：EHS组神经元细胞核深染、固缩，细胞核、细胞质分界不清晰(黑色箭头)；胶质

细胞增生(蓝色箭头)；B. 病理学损伤评分；与对照组比较，(1)P<0.001；与EHS组比较，(2)P<0.001 (n=10)；C. 尼氏染色：EHS组神经元

细胞核深染、固缩，尼氏体消失(黑色箭头)

图4　各组大鼠的下丘脑组织学形态改变(n=10)
Fig.4　Histological and morphological changes in hypothalamus of rats in each group (n=10)

EHS. 劳力型热射病； Rapa. 雷帕霉素；与对照组比较，

(1)P<0.01；与EHS组比较，(2)P<0.01

图2　雷帕霉素对EHS大鼠生存率的影响(n=11)
Fig. 2　 Effect of Rapamycin on survival rate of exertional heat 
stroke rats (n=11)

907



解放军医学杂志 2023年8月28日 第48卷 第8期

EHS+Rapa组(0.66%±0.05%)大鼠下丘脑神经元凋亡率

低于 EHS 组(P<0.05)。Rapa 组下丘脑神经元凋亡率

(0.39%±0.07%) 与对照组比较差异无统计学意义

(P>0.05，图5)。

2.6　雷帕霉素对 EHS 大鼠下丘脑组织中 mTOR 及

pmTOR 表达的影响　EHS 组大鼠下丘脑组织中

pmTOR/mTOR 比值明显高于对照组 (1.03±0.01 vs. 
0.09±0.03，P<0.001)；与 EHS 组相比，EHS+Rapa 组

pmTOR/mTOR 比值明显降低(0.53±0.02，P<0.001)；
Rapa组 pmTOR/mTOR比值(0.11±0.06)与对照组比较

差异无统计学意义(P>0.05，图6)。
2.7　雷帕霉素对 EHS 大鼠的下丘脑组织中 LC3、
Beclin-1 及 p62 表达的影响　与对照组相比，EHS 组

LC3- Ⅱ/LC3- Ⅰ比 值 升 高 (3.74±0.44 vs. 1.65±0.01，
P<0.01)，而p62表达水平降低(0.49±0.06 vs. 0.76±0.03，
P<0.01)， Beclin-1 表达水平升高 (0.75±0.05 vs. 0.43±
0.03，P<0.01)。与EHS组相比，EHS+Rapa组LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值 (14.94±0.92)及 Beclin-1 表达水平 (1.12±
0.02)升高，p62表达水平降低(0.29±0.01)，差异均有

统计学意义(P<0.05)。对照组与 Rapa 组间 LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值及 Beclin-1、p62 表达水平比较差异无统

计学意义(P>0.05，图7)。
2.8　雷帕霉素对EHS大鼠血清NSE、S100β、IL-6及

TNF-α表达的影响　ELISA检测结果显示，与对照组

相比， EHS 组大鼠血清 NSE [(3683±690) ng/L vs. 
(1881±97.73) ng/L，P<0.01)]、S100β [(310.30±85.0) ng/L
vs. (156.40±15.53)ng/L，P<0.05]、IL-6 [(24.94±7.72) ng/L
vs. (15.62±2.04)ng/L，P<0.05]及 TNF-α [(71.36±24.26) ng/L
vs. (27.73±10.37) ng/L，P<0.05]表达水平明显升高；

与 EHS 组相比，EHS+Rapa 组大鼠血清 NSE (1851±
42.71) ng/L、S100β (162.4±16.2) ng/L、TNF-α (21.08±
9.41) ng/L、IL-6 (8.87±4.61) ng/L 表达水平均明显降

低，差异有统计学意义(P<0.05)；对照组与 Rapa 组
间上述分子表达水平差异无统计学意义(P>0.05，
图8)。

3　讨　　论

EHS的突出表现为高热及中枢神经系统损害[17]。

随着热应激程度的加深，下丘脑神经元明显损伤，

可见核深染及固缩[18]。中枢神经炎症参与了HS的中

枢神经损伤，IL-1β、IL-6及TNF-α等在HS小鼠皮质

及海马下丘脑组织中明显升高[19-20]，与脑血管水肿、

神经元凋亡的严重程度高度相关[21]。Sharma 等[22]发

EHS. 劳力型热射病；Rapa. 雷帕霉素；A. TUNEL染色；B. 神经元凋亡率(n=15)；与对照组比较，(1)P<0.05；与EHS组比较，(2)P<0.05

图5　各组大鼠下丘脑神经元凋亡情况比较(n=15)
Fig.5　Comparison of apoptosis of rat hypothalamic neurons in each group (n=15)

EHS. 劳力型热射病；Rapa. 雷帕霉素；mTOR. 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；与对照组比较，(1)P<0.001；与EHS组比较，(2)P<0.001

图6　各组大鼠下丘脑组织pmTOR、mTOR的表达(Western blotting, n=10)
Fig.6　pmTOR and mTOR expression levels of rat hypothalamus tissues in each group (Western blotting, n=10)
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现，热暴露后，大鼠的血脑屏障受损，脑组织缺血

缺氧；小鼠皮质及海马等脑组织中炎性因子TNF-α、
IL-1β、IL-6 的基因表达也同时显著增高[23]。Watson

等[24]发现在高温环境下剧烈运动时，外周循环血液

中S100β蛋白浓度增高；而HS脑损伤患者的NSE及

S100β蛋白表达会随着脑损伤程度加重而增高[25]。

本研究发现，在劳力型热射病模型建立过程中，

EHS 大鼠核心温度迅速升高，模型建立后大鼠生存

率降低，下丘脑神经元病理损伤明显，血清中炎性

因子水平增高，神经元凋亡明显，与既往研究结果

一致，提示 IL-6 及 TNF-α可介导 EHS 大鼠全身炎症

反应，加重下丘脑神经元凋亡及组织损伤，且会影

响大鼠的预后。

下丘脑被称为人体的“恒温器”，可通过调节机

体代谢速率及体温来维持核心温度，使机体处于一

种动态平衡中。在正常状态下，下丘脑视前区

(preoptic anterior hypothalamus，POAH)可通过增加血

流量及汗腺分泌来降温，并通过降低代谢速率来减

少热量产生[26]。同时，下丘脑室旁核(paraventricular 

nucleus，PVN)区域可通过调节下丘脑、垂体及肾上

腺皮质等来协调其他生理反应，如心率、血压等，

以维持热稳态[27]。研究发现，高温能促进神经干细

胞凋亡，随着热应激时间延长，细胞凋亡率增高[28]。

本研究结果显示，EHS 组大鼠下丘脑神经元凋亡率

增高，提示 EHS 可促进神经元的凋亡，这可能是

EHS下丘脑发生损伤的原因之一。

EHS. 劳力型热射病；Rapa. 雷帕霉素；LC3. 微管相关蛋白1轻链3；Beclin-1. 肌球蛋白样BCL2结合蛋白；β-actin. β-肌动蛋白；与对照

组比较，(1)P<0.01；与EHS组比较，(2)P<0.05

图7　各组大鼠下丘脑组织LC3、Beclin-1及p62表达水平比较(Western blotting, n=10)
Fig.7　Expression levels of LC3, Beclin-1 and p62 of hypothalamic tissue of rats in each group (Western blotting, n=10)

EHS. 劳力型热射病；Rapa. 雷帕霉素；NSE. 神经元特异性烯醇化酶；S100β. 脑活性肽100β蛋白；IL-6. 白细胞介素-6；TNF-α. 肿瘤坏

死因子-α；与对照组比较，(1)P<0.05；与EHS组比较，(2)P<0.05

图8　各组大鼠血清NSE、S100β、TNF-α及 IL-6表达水平比较(n=10)
Fig.8　Protein expressions of NSE, S100β, TNF-α and IL-6 of rat serum in each group (n=10)
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在正常的生理条件下，机体细胞会维持基础的

自噬及凋亡水平，以维持细胞的自我更新及细胞内

环境稳态。当受到热打击时，细胞的自噬及凋亡水

平会适度增强，以应对热损伤应激反应[29-30]。自噬

及凋亡之间存在复杂的交互调控作用，主要归纳为

合作关系、对抗关系及推动关系[31]。其中自噬及凋

亡的对抗关系已有较多报道，如在脑缺血再灌注损

伤及缺血性神经元损伤等研究中均已证实[32-33]。热

打击使神经元细胞在短时间内产生大量的蛋白变性

产物、细胞器碎片等聚集物，且无法及时有效地清

除，过多的自噬体在神经元中蓄积，产生细胞毒性

效应，从而加速了神经元的变性及凋亡[29]。本研究

发现，Rapa可诱导自噬增强，但并未加重神经元的

凋亡，而EHS大鼠自噬及凋亡程度均增加。究其原

因，可能与雷帕霉素增强自噬并抑制凋亡信号有关。

自噬是普遍存在于真核生物细胞内的一种自稳

机制，可利用溶酶体的消化分解途径清除受损细胞

器，是错误折叠蛋白质的一种“自我”分解代谢途

径。自噬的起始阶段由Beclin-1介导形成，启动自噬

的成核过程[34]。自噬体膜的形成是由 Atg4 将 LC3 的

C 末端水解，并经过泛素化修饰形成 LC3-Ⅱ与自噬

体膜结合，在自噬过程中，LC3-Ⅱ始终稳定地特异

性定位于自噬双层膜上，因此 LC3-Ⅱ或 LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值已成为检测自噬体数量的经典方法。p62
可将蛋白聚合物转运到自噬体并运输至溶酶体，当

自噬体与溶酶体融合时，p62及大分子将被水解，故

p62 的表达与自噬活性成反比[35]。因此，通常以

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值联合 p62表达评估自噬流的通畅

性。自噬在清除受损细胞器及异常聚集的毒性蛋白

中发挥着重要作用，Rapa能改善阿尔茨海默病小鼠

的认知能力，主要是通过抑制pmTOR表达，增加自

噬标志物LC3-Ⅱ的表达[36]。既往研究发现，自噬在

HS大脑皮质中作为对抗神经元变性的保护机制，而

3-MA预处理可加重HS大鼠脑神经元的变性[6]。本实

验结果显示，在 EHS 大鼠下丘脑组织中，LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值以及 Beclin-1 表达水平显著增高，p62 表

达水平明显降低，而给予Rapa干预可明显增强这一

现象，提示 EHS 大鼠下丘脑神经元自噬水平增高，

而Rapa可通过抑制下丘脑组织中的mTOR通路，上

调其下游分子Beclin-1的表达，从而进一步增强自噬

水平，起到对抗神经元凋亡、减轻EHS大鼠下丘脑

损伤的作用。

mTOR 作为自噬的负调控因子，参与抑制自噬

进程并具有对抗凋亡的作用。当 PI3K/AKT/mTOR
通路被激活时，可加速mTOR 的磷酸化，应用Rapa
阻断该通路后，mTOR 的磷酸化相应减少[37]。研究

发现，在帕金森病模型中，Rapa 可通过抑制 mTOR

激活来促进自噬，清除 α-突触核蛋白，保护神经

元[38]。在缺氧/缺血性损伤中，Rapa可通过增强自噬

来清除细胞及组织，提高神经元的存活率，改善缺

氧/缺血性脑损伤以及神经行为改变和意识障碍[39]。

在缺血性脑卒中的大鼠大脑皮质中，磷酸化蛋白激

酶 B(phosphorylated protein kinase B，pAkt)、pmTOR、

低氧诱导因子-1(HIF-1)及 NF-κB 的表达上调，表明

在脑缺血急性期，mTOR 参与了组织抗凋亡、抗炎

的病理生理过程[20]。本研究发现，EHS 大鼠下丘脑

中的 pmTOR 表达增加，给予 Rapa 干预能够减轻下

丘脑的病理改变，减少神经元细胞凋亡，降低

mTOR磷酸化及TNF-α、IL-6的表达水平。另外，近

期研究发现，S100β及NSE可作为诊断HS患者脑损

伤及血脑屏障受损的生物标志物[40]。本研究发现，

Rapa 干预明显降低了 EHS 模型大鼠下丘脑组织中

NSE、S100β蛋白的表达水平，提示Rapa可逆转热应

激导致的神经元及神经胶质细胞损伤，延长大鼠的

生存时间。由此可见，Rapa 能够诱导神经元自噬，

在一定程度上缓解缺血所产生的损伤，从而发挥神

经元保护作用。该结果也证实了Rapa能够通过调控

mTOR 通路诱导神经元自噬、抗炎及抗凋亡，对

EHS大鼠下丘脑组织具有保护作用。

本研究仍存在局限性。笔者已经从分子机制上

证实了雷帕霉素治疗的有效性，即雷帕霉素可以通

过抑制EHS大鼠下丘脑组织mTOR通路来增强自噬，

从而减轻EHS大鼠下丘脑的神经元损伤以及机体的

炎症反应。后续研究应在电镜下直接观察下丘脑神

经元自噬囊泡的形成，以进一步验证自噬在EHS下

丘脑损伤中的保护作用。

综上所述，雷帕霉素能改善EHS 大鼠下丘脑组

织损伤，降低炎性因子 TNF-α及 IL-6 的表达水平，

下调外周血中神经元及神经胶质细胞损伤标志物

NSE、S100β，促进下丘脑神经元的自噬，从而对抗

凋亡，机制主要为抑制 mTOR 活化、激活 LC3 介导

的自噬通路。因此，雷帕霉素是一种潜在的EHS治

疗药物，具有较好的临床应用前景。
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