
第 17 卷第 1 期 

2010 年 1 月 

体  育  学  刊 

Journal of Physical Education 

Vol.17 No.1

J a n . 2 0 1 0 
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摘      要：通过观察急性运动和热预处理后急性运动对大鼠股四头肌热休克蛋白(HSP)70 表达

影响的时相性变化和氧化应激标志物超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量的变化，探

讨 HSP70 对急性运动大鼠股四头肌抗氧化能力的影响和股四头肌 HSP70 表达的应答性反应。雄

性 SD 大鼠随机分为室温安静组、室温运动后即刻组、室温运动后 3 h 组、室温运动后 24 h 组、

热预处理安静组、热预处理运动后即刻组、热预处理运动后 3 h 组、热预处理运动后 24 h 组。热

预处理组在恒温干燥箱进行热暴露处理(直肠温度达到(41.5±0.5)℃，持续 15 min)。安静组大鼠在

热预处理 24 h 后对股四头肌进行取样。运动组大鼠在热预处理 24 h 后进行急性跑台运动(速度为

25 m/min，坡度为 0°，时间为 60 min)，分别在运动后即刻、运动后 3 h、运动后 24 h 对大鼠进

行股四头肌取样，检测 HSP70 蛋白表达量、SOD 活性和 MDA 含量。结果表明，大鼠急性运动后

两组大鼠运动后即刻 HSP70 蛋白表达有上升的趋势，但差异无统计学意义(P>0.05)，3 h 显著增加

(P<0.05)，24 h 后回降，室温组与基础水平相比差异无显著性(P>0.05)，而热预处理组仍显著高于

基础水平(P<0.05)，在变化过程中热预处理组 HSP70 蛋白表达量显著高于室温组(P<0.05)；室温组

和热预处理组大鼠急性运动后即刻股四头肌 SOD 活性明显升高(P<0.05)，3 h 后活性降低，但显

著高于基础水平(P<0.05)，24 h 后回降到基础水平。在变化过程中热预处理组 SOD 活性显著高于

室温组(P<0.05)；室温组和热预处理组大鼠运动后即刻股四头肌 MDA 的含量显著升高(P<0.05)，3 
h 后热预处理组 MDA 含量恢复至基础水平，室温组含量减少，但是仍显著高于基础水平(P<0.05)，
室温组 24 h 恢复至基础水平，在变化过程中热预处理组较室温组 MDA 含量降低速率快(P<0.05)。
这些发现表明急性运动可以诱导 HSP70 表达增加和热预处理后进行运动可以产生 HSP70 表达的

累加效应。诱导 HSP70 大量表达可能提高机体的抗氧化能力，减轻机体运动时的氧化应激损伤。
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Effect of hyperthermic treatment on antioxidant ability and the HSP70  
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Abstract: The purpose of this study was to examine the effcet of acute exercise and acute exercise after hyperther-

mic treatment on hsp70 and oxidative stress markers SOD and MDA At the same time, we investigated hsp70 re-

sponse changes to exercise.Adult male SD rats were divided into eight groups: normothermic sedentary (Norm sed), 

normothermic exercise 0 h (Norm Exe 0 h), normothermic exercise 3 h(Norm Exe 3 h), normothermic exercise 24 h 

(Norm Exe 24 h), heat stress sedentary (Heat Sed), heat stress exercise 0 h (Heat Exe 0 h), heat stress exercise 3 h 

(Heat Exe 3 h), heat stress exercise 24 h (Heat Exe 24 h). The rats were heated until the rectal temperature reached 

(41.5±0.5) ℃ for 15 min in oven.Then the rats of Heat Sed were at rest under the normal temperature for 24 h.The 
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rats were killed according to specified time after acute treadmill running (velocity is 25 m/min, gradient is 0°, time 

is 60 min) and quadriceps femories were sampled to analyze HSP70, SOD, MDA.The results were as follows: 

HSP70 content had no significant change immediately postexercise(P>0.05), HSP70 content increased significantly 

After 3 h (P<0.05), and it returned to the basal level at 24 h(P>0.05). The HSP70 content is higher in Heat Sed than 

Norm Sed during the process(P<0.05)；SOD activity in quadriceps femories elevated significantly immediately after 

an acute exercise in both Seds(P<0.05). Its activity decreased after 3 h(P<0.05) and returned the basal level at 24 h. 

The SOD activity is higher in Heat Sed than Norm Sed during the process(P<0.05)；(4)MDA content increased 

immediately postexercise(P<0.05). Its content decreased, but still higher than Norm Exe 0 h Sed, after 3 h(P<0.05). 

Its content renuned the basal level at 3 h in Heat sed.MDA content returned the basal level at 24 h in Nrom sed. 

Compared with Norm sed, the MDA is eliminated more easily in Heat Sed(P<0.05). These finds demonstrated acute 

ecercise induced the expression of HSP70 and acute exercise after hyperthermic treatment can produce a cumulative 

effect of HSP70 .HSP70 is expressed largely by hyperthermic treatment may increase antioxidant capacity and re-

duce oxidative stress damage caused by the exercise. 

Key words: exercise biochemistry；HSP70；SOD；MDA；quadriceps femoryafteries；acute ecercise 
 

应激状况下，生物体能够合成一类称之为热休克

蛋白(heat shock protein，HSP)的蛋白质家族。HSP70

是 HSPs 家族中最重要的一员，具有分子伴侣[1]、抗氧

化[2]、协同免疫[3-5]、抗细胞凋亡[6-8]及参与细胞的生长

和分化[9-11]等重要的生物学作用。在环境和生理应激

(包括热、冷、缺血再灌注、缺氧和能量消耗等)的情

况下，细胞通过合成 HSPs，对于维持机体的内稳态有

非常重要的保护作用。大量研究表明热环境下 HSP70

能够大量表达，增加机体对热应激的耐受能力[2，12]。热

耐受能力获得后同样可以增强机体在其它应激条件下

的耐受能力，即热休克蛋白的交叉耐受性作用。氧自

由基是新陈代谢的必然产物，运动可以导致氧自由基

的水平提高，是造成细胞和组织损伤的主要原因之一。

不适应的运动和剧烈运动可引起氧化和抗氧化稳态之

间的失衡，这可能是造成运动中和运动后运动性疲劳

的发生、运动性免疫抑制、骨骼肌和心肌过度凋亡和

延迟性肌肉酸痛的原因之一。很多方法，如饮食控制、

转基因动物模型、抗氧化类似药物的干预等已经用来

尝试提高机体内源性的抗氧化能力，但是效果并不明

显。有学者提出，提高机体内源性抗氧化能力的最好

方法可能就是氧化应激本身[13]。氧化应激可以激活热

休克蛋白转录因子(HSF)，HSF 激活后能迅速启动热休

克基因，导致 HSPs 的合成。而 HSPs 是稳定氧化与抗

氧化稳态的重要分子。本实验通过热预处理诱导

HSP70 表达后进行急性运动，观察 HSP70 对股四头肌

抗氧化能力的影响，探讨 HSP70 对机体抗氧化能力的

改善作用。关于急性运动和热预处理后急性运动对

HSP70 表达的时相性研究国内外鲜有报道，本实验也

对此进行了初探。 

 

1  研究内容与方法 

1.1  实验动物与分组 

3 月龄雄性 SD(Sprague Dawley)大鼠 64 只，体重

(270±24) g，购自中山大学动物实验中心，领回后在

室温、自然昼夜光周期的条件下喂养。大鼠适应性运

动 1 周熟悉跑台后。随机分为 8 组每组 8 只：室温安

静组、室温运动后即刻组、室温运动后 3 h 组、室温

运动后 24 h 组、热预处理安静组、热预处理运动后即

刻组、热预处理运动后 3 h 组、热预处理运动后 24 h

组。 

1.2  热休克模型的建立 

热预处理组用质量分数为 1％的戊巴比妥钠腹腔

注射(45 mg/kg)麻醉后，置于 45℃的恒温干燥箱箱中，

监测大鼠直肠温度达到(41.5±0.5)℃并持续 15 min[14]。

室温组用质量分数为 1％的戊巴比妥钠腹腔注射(45 

mg/kg)麻醉，但不予热预处理。所有大鼠在室温下恢

复 24 h，剔除死亡的和精神萎靡的大鼠。 

1.3  实验方案与指标测试 

1)实验方案。 

热预处理运动组大鼠室温恢复 24 h 后进行跑台运

动，速度为 25 m/min，坡度为 0°，时间为 60 min。

室温运动组方案同热预处理运动组。跑台运动结束后，

运动组大鼠在运动后即刻、3 h、24 h 后立刻处死。安

静组大鼠在热预处理 24 h 后处死，取其股四头肌，用

于检测 HSP70、MDA 和 SOD。 

2)测试仪器、试剂及指标测试方法。 

(1)主要仪器和试剂：垂直平板电泳仪(Apollo，美

国)、半干印迹转移槽(OWL)、凝胶成相分析系统

(GeneGenius)、内切式匀浆机(Tolyfron，瑞士)、721 分

光光度计(上海)。鼠抗人 HSP70(小鼠 IgG，抗 HSC73
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和 HSP72)，HRP 标记的羊抗鼠 IgG(武汉博士德生物工

程公司)；SOD、MDA 试剂盒；硝酸纤维膜(GELMAN)。 

(2)指标测试方法：MDA 含量和 SOD 活性采用南

京建成生物公司提供的试剂盒测试，严格按照说明书

进行。利用 Dotblotting 和 Westernblotting 对 HSP70 进

行测试。 

Dotblotting 测定 HSP70：①裁剪硝酸纤维膜，划

分 64 个小格(每小格 1 cm2)，将膜浸入水中；②取出膜

晾干后(约 40 min)加 3 μL 样品于小格中央，干燥 40 

min；③干燥的硝酸纤维膜用封闭液封闭 2 h；④TBS

洗膜 3 次，每次 10 min；⑤加入一抗（1︰4 000，1 μ

L 鼠抗人 HSP70 稀释于 4 000 μL TBS 缓冲液）脱色

摇床缓慢摇动孵育 12 h；⑥TBS 洗膜 2 次，每次 10 min；

⑦加入二抗(1︰800，1 μL HRP 标记的羊抗鼠 IgG 稀

释于 8 00 μL TBS 缓冲液)孵育 2 h；⑧TBS 洗膜 3 次；

⑨显色，将膜放入显色液中显色 15 min 后用 TBS 漂洗

终止显色；⑩由凝胶成相分析系统(GeneGenius)进行灰

度测试。 

Westernblotting 检测 HSP70：①SDS-PAGE 电泳：

将样品加入后，打开电泳仪将电压调至 160 V，当溴

酚蓝前沿至浓缩胶和分离胶交界处将电压调到 110 V，

在恒定电压下进行电泳(约 1.5 h)。②转膜：电泳完毕

后，将胶取下，放在电转移槽中央。胶在槽中的顺序

为 3 片 3 mm2滤纸(预先用转移缓冲液浸湿过)+胶+硝酸

纤维膜+3 片 3 mm2 滤纸。在恒定的电流下完成电转移

(电流的大小要依据胶的面积而确定)，大约 2 h 完成转

膜。③封闭：将膜取下放入容器中，加入 8 mL 质量分

数为 l3％BSA/TBS 溶液(液面需没过膜)，在脱色摇床上

轻摇 80 min。④加一抗(1：4 000，1 μL 鼠抗人 HSP70

稀释于 4 000 μL TBS 缓冲液)：弃去封闭液，用 TBS

洗膜 3 次(每次 10 min)，将封闭后的膜放入有一抗的

BSA/TBS 溶液中，在脱色摇床上温和摇动孵育 12 h。

⑤加二抗(1︰800，1 μL HRP 标记的羊抗鼠 IgG 稀释

于 800 μL TBS 缓冲液)，弃去一抗溶液，用 TBS 溶液

洗膜 2 次(每次 10 min)，然后将膜放入有二抗稀释的溶

液中，在脱色摇床上温和摇动 2 h。⑥显色：弃去二抗

溶液，用 TBS 洗膜 3 次(每次 10 min)，弃去 TBS，加

入显色液，显色 15 min，用双蒸水洗膜终止显色。 

1.4  统计处理 

运用 SPSS for Windows12.0 统计软件包对实验数

据进行统计分析，所有数据结果以平均数±标准差( x

±s)来表示，采用 Paired Samples T Test 分析，显著性

差异为 P＜0.05。 

 

2  实验结果与分析 

2.1  股四头肌 HSP70 表达量的变化 

表 1 显示，室温组运动后即刻 HSP70 表达量与安

静组比较有上升的趋势，但是无统计学意义(P＞0.05)；

运动后 3 h 显著性升高(P＜0.05)，24 h 降到基础水平。

热预处理安静组 HSP70 表达量较室温安静组显著升高

(P＜0.05)，运动后即刻和运动后 3 h HSP70 表达量都

显著高于热预处理安静组(P＜0.05)。热预处理组运动

后 24 h HSP70 蛋白表达量降低，但仍然高于室温组安

静时和室温组运动后 24 h(P＜0.05)。 

 

表 1  不同条件下股四头肌 HSP70(灰度值)( x ±s)的比较 

组别 安静 运动后即刻 运动后 3 h 运动后 24 h 
室温组 312.8±58.2 366.4±90.51) 411.9±31.12) 324.1±29.8 
热预处理组 465.6±19.32) 528.2±20.63) 542.6±12.13)4) 357.0±22.85) 
1)与热预处理组运动后即刻比较差异有显著性 P<0.05；2）与室温组安静时比较差异有显著性 P<0.05；3)与热预处理安静组比较差异有 
显著性 P<0.05；4)与室温组运动后 3 h 比较差异有显著性 P<0.05；5)与室温组安静时和室温组运动后 24 h 比较差异有显著性 P<0.05 

 

2.2  股四头肌 MDA 质量摩尔浓度的变化 

表 2 显示，室温组和热预处理组运动后即刻 MDA

质量摩尔浓度显著升高(P＜0.05)，室温组运动后 3 h 

MDA 质量摩尔浓度降低，但仍然显著高于室温组安静

时(P＜0.05)，热预处理运动后 3 h 与室温运动后 3 h 比

较 MDA 质量摩尔浓度显著降低(P＜0.05)，运动后 24 h

两组 MDA 质量摩尔浓度都恢复到基础水平。 

 
表 2  不同条件下股四头肌 MDA 质量摩尔浓度( x ±s)的比较                   nmol/mg 

组别 安静 运动后即刻 运动后 3 h 运动后 24 h 
室温组 2.41±0.19 4.94±0.681) 3.17±0.421) 2.46±0.43 
热预处理组 2.56±0.18 3.90±0.643)4) 2.56±0.424) 2.26±0.30 

1)与室温组安静时比较差异有显著性 P<0.05；2)与热预处理组安静时比较差异有显著性 P<0.05；3)与室温组运动后即刻比较差异有显著性 
P<0.05；4)与室温组运动后 3 h 比较差异有显著性 P<0.05 
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2.3  股四头肌 SOD 活性的变化 

表 3 显示，室温组运动后即刻 SOD 的活性明显高

于基础值(P＜0.05)，3 h 后活性降低，但活性显著高于

基础水平(P＜0.05)，24 h 降到基础水平。热预处理组

运动后即刻 SOD 的活性显著升高(P＜0.05)，3 h 回降，

但显著高于基础水平(P＜0.05)。热预处理组运动后即

刻和运动后 3 h SOD 活性分别明显室高于室温组运动

后即刻和运动后 3 h(P＜0.05)。 

 

表 3  不同条件下股四头肌 SOD 活性( x ±s)的变化                   nU/mg 
组别 安静 运动后即刻 运动后 3 h 运动后 24 h 

室温组 87.54±5.66 102.16±6.631) 99.01±3.831) 86.35±3.172) 
热预处理组 91.96±5.54 112.24±6.483)4) 106.38±3.23)5) 94.49±4.58 

1)与室温组安静时比较差异有显著性 P<0.05；2)与热预处理组运动后 24 h 比较差异有显著性 P<0.05；3)与热预处理组安静时比较差异有 
显著性 P<0.05；4)与室温组运动后即刻比较差异有显著性 P<0.05；5)与室温组运动后 3 h 比较差异有显著性 P<0.05。 

 

3  讨论 

3.1  急性运动和热处理后进行运动对大鼠股四头肌

HSP70 表达的影响 

本实验观察到运动后即刻股四头肌 HSP70 表达量

与基础值比较有上升的趋势，但没有显著性的变化，3 

h 后 HSP70 表达量较安静时显著性上升，到 24 h HSP70

表达量又回降(见表 1)。运动后即刻 HSP70 表达量较

安静时有上升的趋势，表明 HSP70 对运动应激具有非

常高的敏感性，在运动过程中细胞 HSP70mRNA 已经

转录并有一部分已经翻译成蛋白。到 3 h 已经大量表

达。24 h 后热休克蛋白恢复到基础水平，可能是 HSP70

降解。但是运动导致 HSP70 表达的峰值水平在哪个时

间段，由于本实验只观察 3 个时间点，还不能确定。

Hernando 等[15]研究发现大鼠单一负荷运动后骨骼肌

HSP70 在运动后恢复早期就达到峰值，运动后 5~6 h

恢复到静息值。Klang 等[16]发现，许多细胞包括心肌细

胞热休克蛋白在应激后 3~5 h 合成速率最大，应激 8 h

合成停止。但是最近有研究表明人体进行急性运动后，

HSP70 在运动后的 48 h 达到峰值[17]。这些研究结果与

本研究并不相同，这可能是因为运动方式、运动强度、

运动持续时间、生物物种及细胞类型不同造成的。关

于运动诱导 HSP70 表达的确切机制还存在不同的观

点，有研究发现运动导致的体温升高[18-19]、组织蛋白

损伤[20]、氧化应激损伤[21]、运动中乳酸的堆积和能源

耗竭[22]等都可能是运动诱导 HSP70 表达的机制，本研

究认为运动过程中导致 HSP70 表达增加不可能是某一

单一因素造成的，而是多因素共同作用的结果。关于

热预处理后进行运动对骨骼肌 HSP70 表达的影响的研

究很少见，本实验对此进行了初探，观察运动和热预

处理对 HSP70 表达是否具有累加效应。本实验中热预

处理组运动后即刻和 3 h HSP70 表达量较预处理安静

组明显升高，可能是运动刺激又促进了 HSP70 的表达，

运动和热预处理对 HSP70 的表达具有累加效应。24 h

后 HSP70 表达量回降，但是仍然高于室温组运动后 24 

h。有研究报道大鼠经过热预处理 24 h 后在热预处理

环境下运动，淋巴细胞 HSP72 表达明显高于对照组，

这与本实验的研究结果类似。与室温组比较，虽然室

温组运动即刻 HSP70 表达量有上升的趋势，但是没有

显著性的差异，而热预处理运动即刻与热预处理安静

时比较，已经有显著性的差异，提示经过热预处理后

的细胞当再次受到应激时更容易启动 HSPmRNA 的转

录或者促进 HSPmRNA 的翻译，迅速提高机体的耐受

性。尽管 HSP70 对于增强机体的耐受性是必需的，但

是它在体内过度的表达和积累对机体是有毒性的[23]。

因此 HSP70 积累到一定程度后，必须有一个调节机制，

阻止其合成，加速其降解。因此到运动后 24 h，HSP70

又回降，但是其水平仍然高于室温安静组，可能有两

方面原因，一是 HSP70 还没有完全恢复到基础值，二

是通过运动和热预处理双重刺激后股四头肌 HSP70 的

基础水平提高了，使机体的基础耐受性水平也随之提

高。本实验热预处理后 24 h 后股四头肌 HSP70 水平明

显高于基础值，但是急性运动恢复 24 h 后 HSP70 基本

恢复到安静值，热预处理后进行运动恢复 24 h 后虽然

显著高于基础值，但是又显著低于高温处理后 24 h 

HSP70 水平，这种现象提示：⑴诱导机体 HSP70 的表

达可能会有不同的信号转导通路，应激源不同，采用

刺激的方式不同等可能激活不同的转导通路，即

HSP70 的表达具有应激特异性，有研究表明持续低氧

暴露和运动训练会导致 HSP70 在骨骼肌纤维中的表达

和分布不同，存在应激特异性[24]。同时 HSP70 表达量

也不同。⑵预处理诱导 HSP70 表达可以提高机体的耐

受能力，增强机体对再一次应激的适应能力，从而会

导致 HSP70 在机体内的降解速率会不同。 

3.2  热预处理及运动对自由基和抗氧化系统的影响 

研究表明运动后即刻和 3 h，MDA 在股四头肌积

聚(见表 2)，提示机体受到氧化应激损伤。而运动后即

刻和 3 h，股四头肌 SOD 的活性也升高(见表 3)，这种

现象说明机体激活的抗氧化系统不能逆转运动产生的
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氧自由基对股四头肌造成的损伤。大量研究已表明

HSP70 对处于应激状态下的机体具有保护作用，因此

本实验采用热预处理诱导 HSP70 的表达，观察其对机

体处于运动应激状态是否具有保护作用。本实验结果

表明热预处理组大鼠安静时 SOD 活性较室温组有上

升的趋势，没有显著性差异。而运动后即刻、3 h 及

24 h SOD 活性都明显高于室温组。这些结果提示

HSP70 的高表达可能提高机体的抗氧化能力。目前认

为 HSP70 增加机体抗氧化能力有 3 方面的原因：⑴

HSP70 可抑制产生自由基的关键酶 NADPH 氧化酶，

通过反馈作用，减少自由基的产生。⑵HSP70 可直接

释放和增加内源性过氧化酶如超氧化物岐化酶(SOD)

水平。但 Selsby 等[25]研究发现大鼠肢体固定后进行再

负荷，再负荷期间如果每隔 48 h 进行加热处理会导致

硝基酪氨酸(nitrotyrosine)的含量低于不加热处理组，但

是 MnSOD、谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶的

活性在两组之间没有明显区别，而过氧化氢酶的活性

反而降低，因此氧化应激在加热组减轻并不是由于内

源性抗氧化酶活性提高导致的。⑶由于 HSP70 是重要

的分子伴侣蛋白，因此其分子伴侣作用可能是 SOD 活

性维持较高水平的原因之一。为了证实 HSP70 的表达

导致 SOD 活性升高对机体的保护作用，本研究检测了

股四头肌氧化应激标志物 MDA 的含量，结果证实

HSP70 的表达对股四头肌确实起到了保护作用。与室

温组比较，热预处理运动后即刻、3 h MDA 升高的水

平明显要低，或者说运动后的消除速率明显加快。24 h

后基本都恢复都安静时水平，但是热预处理组 MDA

含量较室温组略低。这些结果提示 HSP70 对于抵抗运

动应激时机体的抗氧化损伤有积极的作用。 

总之，本实验发现热预处理后进行运动对股四头

肌 HSP70 的表达具有累加效应。通过诱导 HSP70 的表

达后能提高机体的抗氧化水平，对维持内环境的平衡

起到一定的作用，从而对处于运动应激状态的机体起

到一定的保护作用，因此在进行竞技比赛或训练前后，

采用适当的方法(如桑拿浴[26])诱导 HSP70 的表达，对

运动后机体疲劳的消除和机能的恢复可能有促进作

用。 
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