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【摘要】 目的  观察重症中暑对肠黏膜屏障功能的影响，并探讨其与全身炎症反应的相关性。方法  SPF

级雄性 BALB/c 小鼠按随机数字表法分为正常对照组、40 ℃热打击组、42 ℃热打击组，每组 6 只。正常对照组

小鼠始终置于（25.0±0.5）℃常温下；热打击组小鼠置于温度（35.5±0.5） ℃、湿度（60±5）% 环境直至体温

达 40 ℃或 42 ℃后，于常温下复温 12 h。各组小鼠内眦取血，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血浆脂多糖

（LPS）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）水平及二胺氧化酶（DAO）活性，紫外分光光度计检

测血浆 D- 乳酸水平。处死小鼠，取肠系膜淋巴结（MLN）、肝、脾、肺、肾组织及门、腔静脉血进行细菌菌落计

数，观察肠道细菌移位情况；取回肠组织，镜下观察小肠黏膜组织形态学和超微结构改变。采用 Pearson 分析

判断肠黏膜屏障功能损害与全身炎症反应的相关性。结果  与正常对照组比较，热打击后小鼠血浆 LPS、炎症

指标 TNF-α 和 IL-6 水平、肠屏障功能指标 DAO 和 D- 乳酸水平以及细菌移位率均明显升高，以 42 ℃热打击

组损伤更为明显〔LPS（EU/L）：740±50 比 340±40，TNF-α（ng/L）：148.06±36.61 比 12.89±1.67，IL-6（ng/L）：

110.91±9.97 比 18.02±2.20，DAO（U/L）：1 760±400 比 670±50，D- 乳酸（mg/L）：9.60±1.48 比 5.08±0.28，

细菌移位率：78.6%（33/42）比 9.5%（4/42），均 P＜0.01〕。相关性分析结果显示：42 ℃热打击小鼠血浆 LPS、

TNF-α、IL-6 与 DAO 活性（r 值分别为 0.834、0.808、0.836）和 D- 乳酸（r 值分别为 0.811、0.811、0.800）均呈

显著正相关（均 P＝0.000）。镜下观察显示，热打击后小鼠肠黏膜组织及超微结构均出现明显病理学改变，以

42 ℃ 热打击造成的损伤更加明显，出现肠黏膜明显萎缩、绒毛脱落、淋巴细胞及中性粒细胞浸润、表面微绒毛

稀疏及排列紊乱、上皮细胞间紧密连接增宽、线粒体明显肿胀、内质网明显扩张。结论  重症中暑早期即可导

致小鼠肠黏膜损害，且肠黏膜屏障功能障碍与全身炎症反应密切相关。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  effect  of  severe  heatstroke  on  intestinal mucosal  barrier  function,  and 

explore  its  correlation with  systemic  inflammatory  reaction.  Methods  The  SPF male BALB/c mice were  randomly 

divided into normal control group, 40 ℃ heat stress group and 42 ℃ heat stress group, with 6 mice in each group. The 

mice  in  normal  control  group were  observed  at  normal  temperature  with  (25.0±0.5) ℃ ,  and  the mice  in  heat  stress 

groups were challenged with a temperature of (35.5±0.5) ℃ and a humidity of (60±5)% until body temperature increase 

up to 40 ℃ or 42 ℃ followed by recovering the surroundings temperature to normal temperature for 12 hours. The blood 

of medial angle of eye of mice in each group was collected for determination of plasma lipopolysaccharide (LPS), tumor 

necrosis  factor-α  (TNF-α),  interleukin-6  (IL-6)  levels,  and  diamine  oxidase  (DAO)  activity  with  enzyme  linked 

immunosorbent assay (ELISA). The level of D-lactic acid was determined with ultraviolet spectrophotometer. Then the 
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  中暑是一种高发病率和高病死率疾病。本课题

组前期通过建立体外热打击细胞模型，发现高热可

导致肠上皮细胞损伤，包括肠黏膜受损、上皮细胞

凋亡、肠通透性增加等［1-6］。近年来研究表明，中暑

的病理生理学反应主要是继发于热损伤之后的全身

炎症反应综合征（SIRS），进而引发多器官功能障碍

综合征（MODS）［1，7-8］，这一过程可能与肠黏膜屏障

功能损伤引起的细菌移位密切相关［9-10］。然而，目

前有关重症中暑早期肠黏膜屏障功能障碍与热损伤

后 SIRS 的相关性研究报道较少。本研究利用在体

热打击中暑模型，探讨重症中暑早期肠黏膜功能障

碍与 SIRS 之间的关系。

1 材料与方法

1.1  实验动物及分组：SPF 级雄性 BALB/c 小鼠，

6～8 周龄，由南方医科大学实验动物中心提供，许

可证号：SCXK（粤）2011-0015。所有饲养及实验皆

依照《南方医科大学实验动物管理办法（试行）》和

《南方医科大学动物实验伦理审查指南（试行）》原

则进行。按随机数字表法分为正常对照组、40 ℃热

打击组、42 ℃热打击组，每组 6 只。

1.2  模型制备及处理：参考本课题组前期报道的

方法［11］制备小鼠热打击模型。正常对照组小鼠始

终置于（25.0±0.5） ℃常温下。热打击组置于温度

（35.5±0.5） ℃、湿度（60±5）% 的仿真气候舱内，

每 30 min 测小鼠直肠温度，当体温达 41.5 ℃时，每 

10 min 测直肠温度，直至体温达 40 ℃或 42 ℃时停

止热打击，置于常温下复温 12 h 后内眦取血，并处

死小鼠取各器官组织备检。

1.3  观察指标及方法

1.3.1  血浆中指标检测：脂多糖（LPS）和炎性介质

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）

水平及二胺氧化酶（DAO）活性检测采用酶联免疫

吸附试验（ELISA），操作严格按照试剂盒（上海博谷

生物科技有限公司）说明书进行。血浆 D- 乳酸测

定采用紫外分光光度计，操作按照仪器（上海光学

仪器公司）说明书进行。

1.3.2  肠道细菌向各器官组织移位检测：取小鼠肠

系膜淋巴结（MLN）、肝、脾、肺、肾组织及门、腔静

脉血，制备组织匀浆后分别接种在普通血琼脂皿中，

37 ℃下孵育 24 h，进行菌落计数，菌落数＞100 个/g

为细菌移位阳性，并对生长菌进行菌种鉴定。

1.3.3  回肠组织形态学及超微结构观察：于近回

盲部横行切取 1 cm 肠管，梯度乙醇脱水、脱乙醇透

明后进行石蜡包埋，制作 5 μm 厚切片，苏木素 - 伊

红（HE）染色，光镜下观察小肠黏膜组织形态。取 

1 mm×1 mm 回肠组织，用 10% 锇酸固定后脱水、浸

泡、包埋，制作约 60 mm 厚切片，醋酸铀 - 枸橼酸铅

双染，透射电镜下观察肠黏膜上皮细胞及细胞连接。

1.4  统计学处理：采用 SPSS 17.0 软件进行数据处

理。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比

mice in each group were sacrificed, and mesenteric lymph node (MLN), liver, spleen, lung, kidney tissues, and the blood 

from portal vein and caval vein were collected for colony count to observe the intestinal bacterial translocation. The ileum 

tissue was collected for observation of changes in histomorphology and ultrastructure of small intestine mucous membrane 

with  microscope.  Pearson  linear  regression  analysis  was  used  to  explore  the  correlation  between  intestinal  mucosal 

barrier dysfunction and systemic inflammatory response.  Results  Compared with normal control group, plasma LPS, 

inflammatory  parameters  such  as TNF-α and  IL-6,  and  gut  barrier  function  parameters  such  as DAO and D-lactic 

acid levels as well as the rate of bacterial translocation after heat stress were significantly increased, and the differences 

were more obvious  in 42 ℃ heat stress group  [LPS  (EU/L): 740±50 vs. 340±40, TNF-α (ng/L): 148.06±36.61 vs. 

12.89±1.67, IL-6 (ng/L): 110.91±9.97 vs. 18.02±2.20, DAO (U/L): 1 760±400 vs. 670±50, D-lactic acid (mg/L): 

9.60±1.48 vs. 5.08±0.28, rate of bacterial translocation: 78.6% (33/42) vs. 9.5% (4/42), all P < 0.01]. It was shown by 
Pearson linear regression analysis that plasma LPS, TNF-α, IL-6 were positively correlated with DAO activity (r values 
were 0.834, 0.808, 0.836, respectively) and D-lactic acid (r values were 0.811, 0.811, 0.800, respectively) in 42 ℃ heat 

stress group (all P = 0.000). It was showed by microscope that the changes in histomorphology and ultrastructure changes 

in intestinal mucosa were found after heat stress, and was obvious in 42 ℃ heat stress group as following: villus atrophy 

and falling off, infiltration of neutrophils and lymphocytes, the microvillus on the surface of mucosa cells were short and 

small, arranged in disorder, the tight junction between epithelial cells became widen, the mitochondrion and endoplasmic 

reticulum  swelled  obviously.  Conclusion  During  the  early  stage  of  severe  heatstroke,  the  damage  of  intestinal 

mucosal was obvious, and it has close correlation with systemic inflammatory response.
【Key words】  Severe heatstroke;  Intestinal mucosal barrier;  Systemic inflammatory response;  Correlation
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较采用方差分析，两两比较采用 t 检验；计数资料

采用 χ2 检验；各指标间相关分析采用 Pearson 法； 

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  全身炎症反应情况（表 1）：与正常对照组比较，

40 ℃热打击小鼠血浆 LPS、TNF-α 及 IL-6 水平明

显升高（均 P＜0.01）；当小鼠核心体温达 42 ℃时，

各炎性指标进一步升高，与正常对照组和 40 ℃热打

击组比较差异均有统计学意义（均 P＜0.01）。

层重度分离，绒毛脱落，固有层裸露、水肿，大量淋

巴细胞及中性粒细胞浸润（图 1C）。

表 1 不同程度热打击对小鼠血浆 LPS 
及炎性介质水平的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

LPS

（EU/L）

TNF-α

（ng/L）

IL-6

（ng/L）

正常对照组 6 340±40 12.89±  1.67 18.02±2.20

40 ℃热打击组 6 530±40 a 50.13±  5.62 a 62.22±5.48 a

42 ℃热打击组 6 740±50 ab 148.06±36.61 ab 110.91±9.97 ab

注：LPS 为脂多糖，TNF-α 为肿瘤坏死因子-α，IL-6 为白细

胞介素-6；与正常对照组比较，aP＜0.01；与 40 ℃热打击组比较，
bP＜0.01

表 2 不同程度热打击对小鼠各器官细菌移位的影响

组别
细菌数

（株）

各器官检出细菌数（株） 细菌移位

率（%）肝 脾 肺 肾 MLN 门静脉 腔静脉

正常对照组   4 0 1 0 0   1 2 0   9.5

40 ℃热打击组   5 1 0 0 0   1 3 0 11.9

42 ℃热打击组 33 2 6 3 0 11 9 2 78.6 ab

注：3 组共检出细菌 42 株；MLN 为肠系膜淋巴结；与正常对照

组比较，aP＜0.01；与 40 ℃热打击组比较，bP＜0.01

图 1  光镜下观察各组小鼠肠黏膜组织形态学改变　正常

对照组（A）回肠结构正常，绒毛结构完整、排列规则，间质

无水肿；40 ℃热打击组（B）回肠黏膜厚度均匀，肠上皮较

完整，绒毛排列尚规则，有少量淋巴细胞和炎性细胞浸润；

42 ℃热打击组（C）肠黏膜萎缩，绒毛脱落，固有层裸露、水

肿，大量淋巴细胞及中性粒细胞浸润　HE 染色　中倍放大

2.2  各器官细菌检出情况（表 2）：分别从各组小鼠

MLN、肝、脾、肺、肾组织及门、腔静脉血中检出大

肠杆菌、肠球菌、棒状杆菌、克雷伯杆菌、铜绿假单

胞菌、变形杆菌和葡萄球菌 7 种共计 42 株细菌，均

属肠道常驻菌，以 MLN、门静脉和脾脏检出率最高。

40 ℃热打击组与正常对照组小鼠各器官细菌移位

率无显著差异（P＞0.05），而 42 ℃热打击组细菌移

位率均显著高于正常对照组和 40 ℃热打击组（均

P＜0.01）。

图 2  透射电镜下观察各组小鼠肠黏膜上皮细胞超微结构

改变　正常对照组肠微绒毛排列整齐（A），细胞器结构正常

（B），细胞间紧密连接无增宽；40 ℃热打击组肠微绒毛排列

稍紊乱（C），线粒体肿胀和灶性空化（箭头所示），粗面内质

网轻度扩张（D）；42 ℃热打击组肠微绒毛稀疏、排列紊乱，

甚至呈倒伏状、部分缺如（E），线粒体明显肿胀（箭头所示），

内质网扩张明显（F）　醋酸铀 - 枸橼酸铅双染　×6 000

2.4  肠黏膜上皮细胞超微结构观察：透射电镜下显

示，正常对照组小鼠肠黏膜上皮细胞超微结构未见

异常改变（图 2A～2B）。40 ℃热打击后肠黏膜表面

微绒毛排列稍显紊乱（图 2C）；上皮细胞轻度肿胀，

可见线粒体肿胀和灶性空化，粗面内质网轻度扩张

（图 2D）。42 ℃热打击后肠黏膜表面微绒毛稀疏、排

列紊乱，甚至呈倒伏状、部分缺如（图 2E）；上皮细

胞间紧密连接增宽，形成大量指状突起，上皮细胞胞

质出现空泡样结构，线粒体明显肿胀，内质网扩张明

显（图 2F）。

2.3  肠黏膜组织形态学观察：光镜下显示，正常对

照组小鼠回肠结构正常，未见异常改变（图 1A）；

40 ℃热打击组小鼠回肠结构基本正常，绒毛固有层

略疏松，有少量淋巴细胞和炎性细胞浸润（图 1B）；

42 ℃热打击组小鼠肠黏膜明显萎缩，黏膜层和固有
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2.5  血浆 DAO 活性及 D- 乳酸水平变化（表 3）：

与正常对照组比较，40 ℃热打击后血浆 DAO 活性

即明显升高（P＜0.01），而 D- 乳酸水平仅轻度升

高（P＞0.05）；42 ℃热打击后小鼠血浆 DAO 活性和 

D- 乳酸水平均显著高于正常对照组和 40 ℃热打击

组（均 P＜0.01）。

暑时可发生肠道黏膜受损、肠上皮细胞凋亡、肠通

透性增加等胃肠病变［4，15-18］。Lambert 等［19］观察

了大鼠肠道（包括十二指肠、空肠、回肠和结肠）对

高热打击的反应，发现当大鼠核心体温达到 42.5 ℃

后可见肠上皮细胞破坏，微绒毛丧失，紧密连接开

放，线粒体肿胀、空泡化，并且对异硫氰酸荧光素

（FITC）标记的葡聚糖通透性增加。临床死亡的中暑

病例主要症状包括胃肠道出血、内毒素血症，提示

中暑肠屏障功能损害和全身炎症反应密切相关。本

课题组前期的研究也发现，热打击与肠道衍生 LPS

有关，而去除 LPS 或治疗内毒素血症后，则对中暑

预后有利［20-22］。这些结果均提示内毒素血症中炎

性细胞因子加重了肠黏膜损害，二者相互作用、互

为因果。

  本研究结果也发现，重症中暑小鼠肠黏膜屏障

功能破坏明显，进一步对肠黏膜屏障功能指标血浆

DAO 活性和 D- 乳酸水平与全身炎症反应指标血浆

LPS、TNF-α 和 IL-6 水平进行相关分析显示，LPS、

TNF-α、IL-6 与 DAO 和 D- 乳酸呈显著正相关，验

证了肠源性内毒素血症在重症中暑病理过程中的作

用。然而，目前对于重症中暑引起肠黏膜损害，继而

导致肠源性内毒素血症的病理机制尚不明确。我们

分析认为，一方面，在热刺激时肠道血流减少，导致

肠道缺血缺氧、三磷酸腺苷（ATP）耗竭、酸中毒等，

继而使细胞活性下降、细胞间通透性升高［23］；另一

方面，高热具有直接细胞毒效应，造成细胞代谢需求

增加，产生活性氧和氮类物质，加速黏膜损伤，两者

协同作用，造成细胞膜破坏和紧密连接开放，肠道通

透性升高［24］。

  综上所述，肠道因其在体内独特的生理环境，成

为中暑后炎性介质的“扩增器”，随着近年来对中暑

肠功能障碍的深入研究，人们对其发病机制已有初

步了解，然而，深入的分子机制研究目前仍较少，基

于肠黏膜屏障功能在中暑病理过程中的重要作用，

深入的分子机制研究也必将成为今后研究的趋势。
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