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急性热应激后小鼠的抗氧化能力和 Hsp70 基因的表达  

陆蓓玲 1,2，王兰芳 1* 

(1.同济大学 医学院，上海 200092；2.上海市新中高级中学，上海 200436) 
 

摘 要：为研究急性热应激后小鼠抗氧化酶活性的变化及其肝脏热休克蛋白 70基因(Hsp70)的表达规律，选取 5～

6周龄健康昆明雄性小鼠 56只，平均分成 7组(1个对照组和 6个急性高温处理组)。6个急性高温处理组小鼠分

别为 41 ℃、急性高温处理 2 h后再置于 25℃环境中 0、2、6、12、24、48 h的小鼠。分别测定各处理小鼠的脏器

指数、血清和肝脏中抗氧化酶的活性，用 RT−PCR方法检测肝脏中 Hsp70−1，Hsp70−3基因的表达。结果表明，

急性热应激处理后，小鼠脏器指数在 48 h内没有明显变化。血清中超氧化物歧化酶(SOD)活性显著升高(P＜0.05)，

其中，0 h组和 6 h组显著高于对照组(P＜0.05)；24 h组和 48 h组与对照组的差异无统计学意义(P＞0.05)。血清

中丙二醛(MDA)含量 6 h组最高，显著高于对照组(P＜0.05)；24 h组与对照组差异无统计学意义(P＞0.05)。血清

中谷胱甘肽(GSH)含量各应急处理组与对照组差异均无统计学意义(P＞0.05)。肝脏 SOD活性 6 h组和 24 h组显著

高于对照组(P＜0.05)，48 h组与对照组的差异无统计学意义(P＞0.05)。肝脏MDA含量 0 h组最高，极显著高于

对照组(P＜0.01)，6、24、48 h组与对照组的差异无统计学意义(P＞0.05)。肝脏 GSH含量 0 h组最高，极显著高

于对照(P＜0.01)。Hsp70−1的表达丰度 0、2、6、12、24 h组均显著高于对照组和 48 h组(P＜0.05)，48 h组和对

照组差异不显著(P＞0.05)。Hsp70−3的表达丰度 0、2、6、12 h组均显著高于对照组(P＜0.01)，24 h组、48 h组

与对照组的差异均无统计学意义(P＞0.05)。急性高温处理可引起小鼠血清和肝脏中 SOD 活性和 MDA 含量的升

高，以及肝脏中 Hsp70的高表达，且不同时间的表达量不同，但其抗氧化酶活性、MDA含量以及 Hsp70表达丰

度均在热应激后 48 h基本恢复正常水平。 
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Anti-oxidative ability and Hsp70 gene expression in heat-stressed mice 
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Abstract：To investigate the anti-oxidative ability and Hsp70 gene expression in hyperthermia induced mice, Kunming 
male mice, 5~6 weeks old, were divided randomly into seven groups, one control group and six experimental groups. 
Mice in experimental groups were treated with high temperature (41 ℃，2 h). Organ index, antioxidant enzyme activities, 
and Hsp70-1, Hsp70-3 gene expression in liver were determined at 0, 2, 6, 12, 24 and 48 h after heat stress. The results 
indicated there was no significant difference in organ index and serum GSH between the experimental groups and the 
control, and SOD and MDA level in serum and liver increased significantly after heat stress (P＜0.05). In serum, SOD 
levels at 0 h and 6 h were significantly higher than those in the control (P＜0.05), and at 24 h and 48 h, there was no 
significant difference (P＞0.05); MDA level at 6 h was the highest, which was significantly higher compared with the 
control (P＜0.05), and at 24 h there was no significant difference (P＞0.05). In liver, SOD activities at 6 and 24h were 
significantly higher compared to the control (P＜0.05), and there was no significant difference at 48h (P＞0.05); MDA 
level was the highest at 0 h, which was significantly higher compared with the control (P＜0.05), and there was no 
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significant difference at 6 h (P＞0.05); and GSH level was also the highest at 0 h, which was significantly higher 
compared with the control (P＜0.01). Gene expression of Hsp70-1 at 0, 2, 6, 12 and 24 h were significantly higher than 
those in the control group (P＜0.01), and no significant difference was detected at 48 h (P＞0.05). Gene expression 
of Hsp70-3 at 0, 2, 6 and 12 h significantly higher than those in the control group (P＜0.01), and no significant 
difference was detected at 24 and 48h (P＞0.05). In conclusion, acute heat stress resulted in the increased SOD and 
MDA levels in serum and liver, and the increased expression of Hsp70 genes, and all these indexes were almost restored 
to the control level at 48 h after heat stress. 
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热应激能够引起机体活性氧的产生，造成氧化

损伤，改变胞内的信号传递[5]，降低生产性能及免

疫功能，甚至引起死亡[1]。应激状态下有些药物和

营养素与机体抗氧化能力及热休克蛋白70(heat 
stress protein 70，Hsp70)的表达有关[2−4]，因此，了

解应激后机体的抗氧化能力以及Hsp70的表达意义
重大。笔者研究急性高温处理小鼠的抗氧化能力及

肝脏Hsp70基因在不同时相的表达，旨在探明某些
营养素和药物延缓或改善应激的作用机制。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

昆明种 5～6周龄雄性小鼠 56只，购自中科院
上海实验动物中心；RNA 酶抑制剂(40 U/µL)，无
RNase的 DNA酶、M−MLV逆转录酶(200 U/µL)、
dNTPs 和 Agarose 均购自 Promega 公司；Trizol、
TaqDNA聚合酶和 PCR marker均购自 TaKaRa；溴
化乙锭(EB)和焦碳酸二乙酯(DEPC)购自Amersco公
司；随机引物 dT18 和 β−actin、Hsp70.1、Hsp70.3
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成；

其他试剂均为国产，分析纯。 

1.2 试验设计 

将 56 只小鼠随机分成 7组(1 个对照组和 6 个
试验组)。试验组小鼠在饲养 5 d后进行热应激处理：
将小鼠置于 41 ℃，相对湿度 60%的环境中。对照

组不做热应激处理。处理 2 h后将小鼠取出，置于
25 ℃环境中，于取出小鼠后 0、2、6、12、24、48 h
各取 8只小鼠，称重；迅速分离小鼠的肝脏、脾脏
和胸腺，称重，计算对照组和热应激后 0、6、24、
48 h小鼠的脏器指数；将肝脏用液氮速冻，－80 ℃
保存。 
用 RT−PCR法检测热应激后 0、2、6、12、24、

48 h小鼠肝脏中 Hsp70−1和 Hsp70−3基因的表达。 
摘取小鼠的眼球分离血清，使用南京建成生物

工程研究所的试剂盒检测对照组和试验组小鼠应

激处理后 0、6、24、48 h组小鼠血液和肝脏中超氧
化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、谷胱甘肽
(glutathione，GSH)和丙二醛(MDA)的含量，分析小
鼠的抗氧化能力。 

1.3 肝脏中 Hsp-1、Hsp70-3 基因的 RT-PCR 检测 

Hsp70−1、Hsp70−3、β−actin 引物使用 Primer 
Premier 5.0设计。各基因引物序列及扩增片段大小
见表 1。肝脏 RNA采用 Tizol分离，逆转录后分别
取模板对 HSP70−1、HSP70−3和 β−actin进行 PCR
扩增。PCR反应条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃
变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35个
循环；72 ℃延伸 10 min。反应结束后取 PCR产物
进行 1%琼脂糖凝胶电泳，采用凝胶成像系统拍照，
并使用复日科技 Smart View 电泳分析软件进行光

密度分析。 

表 1 基因 HSP70-1、HSP70-3 和 β-actin 进行 RT−PCR 扩增所用的引物序列 

Table 1 primers for genes HSP70−1, HSP70−3 and β−actin  

基 因 引 物 序 列 片段长度/bp 
5′−CTGGCACCACACCTTCTACAAT−3′ β-actin 
5′−TGTTGGCATAGAGGTCTTTACGG−3′ 

635 

5′−TGCTTGGGCACCGATTACTGTCAAGG−3′ Hsp70-1 
5′−GGCAGCTAGACTATATGTCTTCCCAGGCTACTG−3′ 

285 

5′−AGATATGTGGCCTTGAGGACTGTCATTATTTC−3′ Hsp70-3 
5′−CTGGGGCAGTGCTGAATTGAAGAATATA−3′ 

220 



 
 

652                 湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com                2011年 12月 

1.4 数据统计方法 

采用软件 SAS8.2进行方差分析和多重比较。 

2 结果与分析 

2.1  急性热应激对小鼠脏器指数的影响 

表 2结果表明，热应激对小鼠的肝脏指数、脾
脏指数以及胸腺指数的影响都不显著(P＞0.05)。 

表 2 急性热应激后小鼠的脏器指数 

Table 2  Organ index of mice after acute heat stress   mg/g 

组别 肝脏指数 脾脏指数 胸腺指数 

对照 50.57±7.28 6.15±2.26 2.96±0.49 
0 h组 44.24±6.07 4.99±1.65 3.07±0.55 
6 h组 46.27±8.25 4.87±1.77 2.75±0.67 
24 h组 48.04±6.53 4.95±1.16 2.92±0.56 
48 h组 45.39±5.98 5.21±1.57 2.89±0.54 

2.2 急性热应激对小鼠血清抗氧化能力的影响 

表3结果表明，热应激处理后，小鼠血清中SOD
水平显著升高(P＜0.05)，其中，6 h组和 0 h组显著
高于对照组(P＜0.05)，而 48 h组明显下降，但与对
照组差异不显著(P＞0.05)。血清中 MDA含量在热
应急处理后 6 h显著增加，显著高于对照组；24 h
组有所下降，与对照组差异不显著(P＞0.05)。热应
激处理对血清中GSH含量的影响不显著(P＞0.05)。 

表 3 急性热应激后小鼠血清的抗氧化指标 

Table 3  Anti-oxidentive ability of mice responded to acute heat stress  

组别 SOD/(U·mL−1) MDA/(nmol·mL−1) GSH/(mg·g−1)

对照 (196.15±47.41)b (8.17±0.71)bcAB 354.67±21.30

0 h组 (249.61±60.05)a (9.26±0.57)abAB 360.77±26.03

6 h组 (215.71±41.29)a (9.87±1.86)aA 353.43±31.30

24 h组 (197.82±51.27)b (7.63±1.19)cB 361.79±14.15

48 h组 (189.45±46.98)b (8.21±1.57)abcAB 357.18±27.66

2.3 急性热应激对小鼠肝脏抗氧化能力的影响 

表 4结果表明，热应激处理后，小鼠肝脏中 SOD
活性显著升高(P＜0.05)，其中，6 h组和 24 h组显著
高于对照组(P＜0.05)；48 h 组下降，但与对照组差
异不显著(P＞0.05)。肝脏 MDA 含量在热应激处理
后显著增加，0 h 组最高，极显著高于对照组；6 h
组有所下降，与对照组差异不显著(P＞0.05)。GSH
含量 0 h组极显著高于对照组(P＜0.01)。 

表 4 急性热应激后小鼠肝脏的抗氧化指标 

Table 4  Anti-oxidative index of liver in mice responded to acute heat stress 

组别 SOD活性/ 
(U·mL−1) 

MDA含量/ 
(nmol·mL−1) 

GSH含量/ 
 (mg·g−1) 

对照 (150.61±27.32)b (1.94±0.88)bB (119.41±15.49)bcB
0 h组 (178.42±26.07)ab (2.93±0.73)aA (153.07±42.31)aA 
6 h组 (192.28±39.25)a (2.47±0.57)abAB (142.75±20.32)acAB
24 h组 (197.61±31.03)a (2.21±0.97)bAB (112.52±20.03)bB 
48 h组 (161.29±25.99)b (1.97±0.48)bB (115.69±14.91)bB 

2.4 急性热应激对小鼠肝脏中热应激蛋白70基因

mRNA 表达的影响 

在正常情况下，肝脏组织中Hsp70−1和Hsp70−3
的表达量很低(图 1)。急性热应激处理后，Hsp70的
表达水平显著升高，在 2～6 h达到高峰(图 2、图 3)。
Hsp70−1的表达 0、2、6、12、24 h组均显著高于对
照组和 48 h组(P＜0.01)，48 h组与对照组差异不显
著(P＞0.05)。Hsp70-3的表达 0、2、6、12 h组均显
著高于对照组(P＜0.01)，24 h组和 48 h组表达水平
显著下降，但与对照组差异不显著(P＞0.05)。 

CK    1     2     3     4     5    6   marker 

  

  

 
1、2、3、4、5、6分别表示 0、2、6、12、24、48 h组。 

图 1  Hsp70−1、Hsp70−3 和 β−actin 的电泳图谱 

Fig.1  Electrophoretogram of Hsp70-1, Hsp70-3 and β-actin genes 

 
对照 0 h组 2 h组  6 h组 12 h组 24 h组 48 h组 

         处理 

图 2 急性热应激后各处理 Hsp70-1 的表达丰度  
Fig.2 Expression of Hsp70-1 gene at different phases after heat stress 
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对照 0 h组  2 h组 6 h组 12 h组 24 h组 48 h组 

处理 

图 3 急性热应激处理后 Hsp70-3 的表达丰度 

Fig.3 Expression of Hsp70-3 gene at different phases after heat stress 

3 结论与讨论 

应激后 SOD、GSHpx 等抗氧化酶活性的升高
有利于清除活性氧，降低机体损伤程度。Bhusari
等[6]认为长期热应激会导致小鼠肝脏中CAT和 SOD
活性显著升高，GPX 活性显著下降。Zhang 等[5]认

为急性热应激能引起小鼠肝脏中 CAT和 SOD活性
显著升高。本试验结果表明，高温急性处理可使小

鼠肝脏和血清中 MDA含量显著升高，这说明在高
温下机体发生了过氧化反应。肝脏中 MDA 含量在
应激后 0 h 最高，血清中 MDA 含量在应激后 6 h
最高，随着时间的延长，MDA含量逐渐下降，48 h
组与对照组的差异均没统计学意义，说明热应激处

理 48 h后MDA含量已恢复正常，表明随着时间的
延长机体的氧化损伤逐渐减小。应激后肝脏和血清

中 SOD含量显著升高，其中肝脏 SOD活性在应激
后 24 h最高，血清 SOD活性在应激后 6 h最高。
肝脏 GSH 活性在应激后先升后降，48 h 组与对照
组的差异均没统计学意义。热休克蛋白普遍存在于

从原核细胞到高等真核细胞的整个生物界，高温、

缺氧、寒冷、创伤等都可以引起热休克蛋白的大量

产生。按照相对分子质量的大小，热休克蛋白有

Hsp90、Hsp70、Hsp60及小分子 Hsp等家族，其中
Hsp70 是目前研究较多的，也是最重要的一类热休
克蛋白[7]。 

Hsp70有多种功能，是一种非特异性保护蛋白。
在高温及各种有害因素刺激下，Hsp70 合成显著增
加，Hsp70 的表达有利于细胞生存，能提高机体耐
热等抗应激能力[8−12]。Mustafi等[13]认为热应激可激

活 p38MAPK 通路，进而激活 Akt通路，最终介导
Hsp70和 SOD的表达。本试验中，急性热应激处理
可引起小鼠肝脏Hsp70的高表达，且表达有时间性。

高温处理后 0 h即引起 Hsp70的高表达，2～6 h达
到高峰，12 h后开始下降。 
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