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热环境对大鼠纹状体神经元细胞膜的损伤作用
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摘 要:采用原代培养的大鼠纹状体神经元 ， 施予 43
0

C热环境处理由。 用气/质联用的方

法测定细胞膜和细胞中的脂肪酸水平，主要是花生四烯酸的水平;荧光偏振法测细胞膜流动性， 用

[3H]花生四烯酸大肠杆菌膜检测细胞内磷脂酶 A2 活性。 发现细胞内大量存在的脂肪酸水平在热环

境处理前后没有明显差别， 而花生四烯酸的水平明显升高 。 热处理造成细胞膜的流动性明显降低，

同 时明显增加了神经元内磷脂酶屯的活性。 表明热处理明显影响神经元细胞膜的流动性和磷脂代

谢，进而影响细胞膜的功能， 而热对细胞膜的损伤作用可能就是热致神经元损伤的重要事件。
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热环境是危害人体健康的一种重要因素 ， 而且

热环境对机体的影响是多方面多层次的，机体的应

激反应也是多系统的。神经系统对热剌激的敏感 ，

中枢神经系统又是体温调节中心， 因此作为体温调

节中心的下丘脑和纹状体 ， 是对热剌激最早响答的

组织之一。 以往的实验也证明 ， 神经细胞对热剌激

很敏感，急性的热环境处理会引起多重损伤 ， 直至

细胞死亡。但对于热剌激对神经元细胞膜的损伤作

用，缺乏较系统的研究 。 细胞膜是细胞的外层屏

障 ， 而且参与了物质运输、能量代谢、信号转导

等儿乎所有的细胞事件，因此细胞膜的损伤，将会

直接影响细胞的功能。本实验目 的在于观察热剌激

对神经元细胞膜的影响，确定热对神经元损伤过程

中细胞膜代谢和信号转导方面功能的影响， 探讨膜

损伤是否为热致神经元损伤的重要事件， 为热损伤

的干预研究提供参考。

1 材料和方法

l. 1 大鼠纹状体神经元的原代培养和热处理

按照新生鼠神经元原代培养方法[ I] ， 取新生当

日的 Wis t ar 大鼠纹状体神经元区域消化分散培养。

9-12 天时神经元成熟，用抗 NF(神经丝蛋白)、 抗

NSE(神经元特异的烯醇化酶)和抗 TH (酷氨酸挂化

酶)单抗染色鉴定 。 热环境模型 : 实验中采用两个

CO2 孵箱，其一为 37
0

C 、 10%C02 、 饱和水蒸气的

条件，为正常培养条件 : 另 一设定为 43 oC 、

10%C02、饱和水蒸气的条件，为热处理条件培养

箱。正常培养条件下培养成熟的纹状体神经元培养

皿放置于 43
0

C 的热孵箱中培养 lh ， 完成热处理。

l. 2 气/质联用的方法测定细胞膜中的脂肪酸水

平[2 ， 3 ]

1. 2. 1 神经元细胞裂解 取培养成熟的神经元，吸

尽培养上清，加入 l ml 三蒸水， 4
0

C裂解 lh ，用

移液器枪头反复吹吸， 将裂解液全部转移至 1 . 5ml

离心管中，制成细胞裂解液，可 4
0

C保存 。

1. 2.2 神经元细胞膜分离 将细胞裂解液在4
0

C

6 ， 000rpm 离心 10min ， 将上清转移至另一干净的

1 . 5ml 离心管中 ， 4
0

C 14 ， 000rpm 离心 lh ，弃上

请 ， 沉淀用 0.5ml PB S(O.lmo l/L. pH7 . 6 )重新溶

解， 在 4
0

C 保存 。

1. 2.3 脂肪酸提取 将细胞裂解液或细胞膜制剂转

移到干净的 8ml 离心管中 ，加入1.5ml 甲醇，震荡

混匀 ， 加入 2.5ml 正己炕，加入 0.25ml 饱和十七炕

酸(CI7 : 0 ， O .4mg/ml )作为内标(细胞内不存在 C17 :

0) ， 震荡混匀，再加入 0.3ml lmol/L 磷酸，用力震

荡?昆匀 lmin ， 4，000甲m 离心 5min。将上清有机相转

移至另一干净的 5ml 离心管中，加入 lml lmol/L 磷

酸 ， 震荡混匀， 4000rpm 离心 lmin 。 将上清有机

相转移至另一干净的 5ml 离心管中，加入 lrnl O.lmol/ 
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L 磷酸，震荡混匀 ， 4000rpm 离心 1 min 。 将上清有

机相转移至另一干净的 5rn1 离心管中，在减压旋转蒸

发仪中缓慢蒸干。 加入 1ml 14% BF3- 乙瞠 - 甲醇溶

液震荡，密封后在 100
0

C沸水中水浴加热 5min，取

出冷却后加入 2ml 正己;院 ， 1ml 蒸馆水充分震荡混

匀 ， 4，000叩m 离心 5rnin o 将上请有机相转移至另一

干净的 5ml 离心管中，再次蒸干。 加入 30ml 正己

炕溶解，进样分析 。

1.2.4色谱分析条件 色谱柱为 HP-5MS，检测方

式为单离子检测。 进样口温度 250 'C ，分流比 60 : 1，

升温程序为:柱初温为 60 'C ，持续 2min，以 20 'C /

rmn 升至 170 'C ，保持 3min ， 再以 3 'C/min 升至 228

'C ，保持 3min 。 离子源温度为 280 'C ，电子轰击

电离能量 70eV 。

1. 2.5 数据分析 以内标 C17:0 的积分峰面积为参

比，脂肪酸的积分峰面积与内标 C17 :0 的比值，作

为该脂肪酸的实际含量，用 F检验分析热环境处理

组与对照组之间的差别。

1. 3 荧光偏振法测细胞膜流动性[牛7]

1. 3.1 荧光探剂 二氢映喃溶解DPH(1，6-diphenyl-

1 ， 3 ， 5-hexatriene) ，制成 1mmol/L 的储存液， 4 'C避

光保存[川]。

1.3.2 细胞标记方法 培养的纹状体神经元在热处

理后立即用 0.2 5 %的膜蛋白酶消化，吸去消化液

后，用含 2μmol/L DPH 的 D-Hank's 液悬浮 ， 37 'C 

避光保温 30min 后转移至比色杯中，在日立 850 型

荧光偏振分光光度计上测定光散射值。

1. 3.3 细胞膜流动性测定和计算 设定 DPH 的激

发波长λ=362nm ， 发射波长 λm=430nm 。 先以垂

直偏振光激发样品(偏振片置于 0 。 位置)，分别检测

荧光的垂直和水平两个偏振分量，即 10.0 和 10.90 ; 然

后以水平线偏振光(偏振片置于 90 。 位置)激发

样品 ， 同样测量荧光的垂直和水平两个偏振分量 ，

即 190 .0 和 190 .90。按公式[7]计算荧光偏振度 P 计、平

均微粘度(η) 、 荧光各向异性( γ ) 和膜脂流动性

(LUF) ， 主要以 LUF 评价细胞膜相对流动性 。

1.4 [ 3H]花生四烯酸大肠杆菌膜检测细胞内磷脂

酶 A2(PLA2)活性[7-9]

1.4 . 1 主要试剂 [3H]花生四烯酸: 中国原子能研

究所制备， 比活 200Ci/mmo!' -20 'C避光保存。 大

肠杆菌 JM-109 为本实验室保存，甘油冻存 。 抑肤

酶(aprotinin)和亮抑蛋白酶肤(leupeptin)均购自 Sigma

公司。

1 .4.2 底物制备 冻存的大肠杆菌 JM-109 解冻后

直接在不含氨苇的 LB 平皿上划线培养，挑取一个

饱满的菌落接种于 2ml 不含氨苇的 LB 液体培养基

中， 37 'C ， 震荡过夜 ， 取菌液 100μl 于新 LB 液体

培养基 2m!， 37 'C ， 震荡培养 1h ， (OD550"，， 0.3) ，加

入 [3H ]花生四烯酸 50μ1， 2mg Brij-35 ， 继续培养

4h , (OD
550

>0.6) , 2000g , 1 0min，离心 ， 悬于 1ml

LB 中继续培养 1.剑 ， 高压灭活 15min ， 用悬浮缓

冲液 200μl 重悬洗涤 ， 2000g ， 离心 10min ， 重复

三次， 最后悬浮于含 0.2%(W/V)叠氮铀的悬浮缓冲

液 ， 使比放射性约 6 X 1 07Bq/1 0μ1 。 临用前二倍体

积冲洗缓冲液冲洗三次， 二倍体积测定缓冲液洗涤

三次 ， 等体积悬浮缓冲液重悬，制成比放射性大于

6 X 107Bq/1 0ml 的底物工作液 。

1.4.3 PLA2 )舌性测定 培养的纹状体神经元在热处

理后立即吸去培养液， 用 1ml 细胞裂解液吹散， 制

成细胞悬液， 在冰浴的条件下 600w 超声破碎 2 X

60s o lOOOOg 离心 60min ， 取 20μl 离心上请与 10μl

的底物工作液和 100μl 的 PLA2 反应液混匀 ， 37 'C水

浴振荡反应 30rnin ， 10000g 离心 60min 分离水解产

物 。 取水解产物 100μl 点在滤纸上， 37
0

C干烤 山，

烤干后加入 5rn1闪烁液(PPO溶于二甲苯中过夜)，液

闪计数仪测定放射性强度 。

酶活性=(测试管 dpm 一对照管 dpm)/底物 dpm

X 100% 

2 结果

2. 1 气 / 质联用色谱结果

脂肪酸的保留时间在同等色谱条件下相对恒

定 ， 其中软脂酸(C16 : 0)的保留时间为 16.3min，硬

脂酸、(CI8 :0)为 2 1. 6min ， 一烯硬脂酸(CI8 : 1)为 20 .

7min ， 二烯硬脂酸(CI8 : 2)为 20.5min，花生囚烯酸

(AA , C20:4)为 24 .9min ， 而内标 C17:0 为 18.8rnin 。

2.2 细胞裂解液和细胞膜制剂中脂肪酸含量

根据与内标 C17 : 0 积分峰面积的比值，统计分

析结果如表 1 和表 2 所示 。

可以看出，细胞内大量存在的脂肪酸水平在热

环境处理前后没有明显差别，而花生四烯酸的水平

明显升高。 此外， 细胞膜内脂肪酸水平明显低于细

胞质中游离水平， 热环境对细胞膜脂肪酸含量没有

明显影响，而花生四烯酸的水平用上述方法检测不

到 。

2.3η 细胞膜流动性
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表 l 热处理对大鼠绞状体神经元细胞内的脂肪酸相对含量的影晌 (n=9)

Group C16:0 C 18:2 C18:1 C18:0 C20:4 

Control 62 .2土 17 . 6 0.76士0.38 0 .45士0. 10 7. 50土2 .4 8 0 . 526立 0 . 129

Heat Treat 8 1.1土35.8 1. 14:t0.37 0 .49:t0.30 8.06:t4.09 0.996:t0.557* 

* P<0 .05 

表 2 大鼠纹状体神经元细胞膜脂肪酸相对含量

Group C16:0 C 18:2 C 18: 1 C18:0 

Control 1.3 96士0 . 369 0.07 44:t0.0396 0. 148:t0 .058 1. 504土0 .383

Heat Treat 1.3 11 :t0.269 0.07 7 3士0.0274 0. 1 03士0.054 1.343 :t0.341 

表 3 热处理引起的大鼠纹状体神经无细胞膜流动性和磷脂酶 A2 活性的变化
Group 

Control 

Heat Treat 

** P<O.O I 

LUF (n= 18) 

7.842f:2.258 

5 . 194土 1.230 **

如表 3 所示，热处理后膜脂流动性 L旧值显著

降低。结合计算获得的荧光偏振度 P值、均微黠度

η 值和分子有序性 y值分析，说明细胞膜的流动性

明显降低 。

2.4 热处理对纹状体神经元磷脂酶 A2 活性的影响
如表 3 结果显示，热处理明显增加了神经元内

磷脂酶 A2 的活性，大约提高 50%左右。

3 讨论

3.1 AA 的分析方法

由于AA在几乎所有的细胞内都正常存在，目前

的检测方法主要是同位素层析法[ 1町、反相高效气相

色谱法[门-1凡气/质联用的方法已经成功分析了血液

中的不饱和脂肪酸[23]，本实验应用类似的方法。与

同位素层析法比较，气相色谱/质谱联用的方法安

全，操作简便，灵敏度高。

3 , 2 AA 水平和磷脂酶 A2 活性的变化
许多实验已经证明 AA 是许多细胞信号转导通

路中的第二信使，参与细胞内钙离子、伺离子通道

的调节和多种生理病理反应 ， 在许多细胞损伤和细

胞坏死的模型中都发现 AA 水平的升高[10 ， 14] 。 细胞

内的 AA 主要以固定的形式储存在细胞膜系统中，

包括内质网等细胞器的内膜系统。 AA 与甘油的 2'­

OH 形成醋键，参与构成 3'- 磷酸甘油脂。磷脂酶D

或磷脂酶 A2水解磷脂，释放出 AA，参与信号转导 。

因此，细胞内有一定水平的 AA 存在，而细胞膜中

水平较低。 目前发现 3 种类型的磷脂酶鸟，细胞内

磷脂酶 A2(cPLA2) ，分泌型磷脂酶 AρPLA2)和诱导
型磷脂酶 A/iPLA卢其中仅细胞内磷脂酶 A2 对 AA
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专一 ， 因此细胞内 AA 的水平在很大程度上依赖于

cPLA2 的活性。
实验结果表明，神经元在热环境的剌激下，细

胞内游离的 AA 水平明显升高，同时细胞内磷脂酶

A2(cPLA2)活性升高，可以认为是磷脂酶 A2 活性增
加导致了水解反应增加， 磷脂水解的产物是多种脂

肪酸和磷酸化的碱基 ， 显然包括信号活性物质

AA o AA 及其代谢的产物(前列腺素，白三烯等)参
与了热剌激的调节。近年来还发现，其他小分子的

脂肪酸 ， 如类炕(CI0 :0) ，也参与信号转导、调节

NO 释放[l 5] ，后者参与多种信号转导过程。热剌激

导致磷脂酶 A2 活性升高 ， 说明此过程的信号转导可

能涉及多种通路 。

3 . 3 细胞膜的流动性和细胞膜损伤

DPH 是一种用于标记脂膜疏水区的荧光探剂，

插入脂膜后 ， 镶嵌在脂膜分子的疏水链之间，发出

荧光[付。通过计算 DPH 在脂膜中的荧光偏振度，可

以得知脂膜疏水区域流动性的大小[坷，进而反映整

体细胞膜流动性的大小。荧光偏振法测定的结果综

合评价一致确定细胞膜流动性显著降低 ， 结合磷脂

酶 A2 活性增加 ， 我们认为热剌激明显影响神经元细

胞膜功能和代谢紊乱， 造成细胞膜损伤，而细胞膜

代谢和信号转导的紊乱， 这可能是出现热致细胞损

伤乃至最终坏死或 / 和凋亡的原因。

43 .C lh的热环境处理对神经元的损伤作用比较

严重，观察到神经元数量有一定减少，而且基本不

可逆，但是我们在另外的实验中发现存活细胞在 1

天后形态几乎完整， 神经连接基本良好，提示神经

元功能可能有所恢复 ， 但仍然需要进一步的功能实
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Membrane Damage in Rat Striatum Neurons by Heat Treatment 

ZHAO Yong Qi ', LIU Shu Hong 1, ZHAO YU L时， Wu Yan 1, GE Xue Ming 1, LAO Jie2, FAN Ming 1* 
( 'lnstitute of Basic MedicaL Sciences, Academy of MiLitary MedicaL Sciences, Beijing 100850, China; 

2MedicaL Experiment & AnaLysis Center of PLA GeneraL HospitaL, Beijing 100853, China ) 

A b st r a ct : This work was aimed to inspect the effect of heat treatment on the membrane 

metabolism and fluidity of rat striatum neurons, and to probe the m ain reason of heat inj ury on 

neuron. Neurons from rat striatum were primarily cultured. After treatment at 43 oC for 1 h , the 

level of intracellular fatty acids and level of fatty acid inside cell membrane , especially the level of 

arachidonic acid, were mensurated by Gas/Mass chromatography. At the same time, the mem­

brane fluidity was analyzed with fluorescent probe DPH, and the activity of PLA
2 

was evaluated 

using [3H] arachidonic acid labeled E. coli membrane substrate. The level of moderate MW fatty acids 

(C16 and C18) in neurons kept unchanged after 1 h heat treat, while arachidonic acid increased 

significantly. Membrane fluidity of heat-treated neurons decreased comparing to the control, while 

activity of intracellular PLA
2 

was down regulated. We concluded that heat treatment resulted in the 

decrease of membrane fluidity and disorder of membrane metabolism of neurons, which would be 

the main cause of injury of heat on these cells. 

Key words: heat; neurons; arachidonic acid; membrane fluidity; phospholipase A
2 
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