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复方中药制剂在寒冷诱导机体损伤中作用及其机制

吕 辉 张文斌 孟姗姗 李 丹 张建彬 骆文静 刘明朝 陈景元△ 陈耀明△

(第四军医大学军事预防医学系军队劳动与环境卫生学教研室 陕西 西安 710032)

摘要 目的：研究寒冷所诱导的机体损伤作用，明确寒冷引发机体损伤的部分机制以及预防性药物对机体处于寒冷环境中的保护

作用。方法：通过低温试验、ATP 检测、电镜观察等确定寒冷对机体造成的损伤；通过总抗氧化能力、CAT 含量、谷胱甘肽过氧化物

酶含量、SOD 水平、MDA 水平等的检测确定氧化应激在寒冷暴露对机体损伤中的作用及机制；并确证复方中药制剂在寒冷损伤

氧化应激状态下对机体的保护作用。结果：1. 急性 -15±1℃寒冷环境暴露可引起机体内肝脏组织能量代谢障碍，ATP 生成减少，

肝细胞线粒体损伤，溶酶体增多等机体损伤的现象；2. 寒冷应激可导致机体的总抗氧化能力、CAT 显著减少，而氧化应激终产物

之一的丙二醛(malondialdehyde, MDA)显著增多(说明肝脏组织出现明显的氧化应激过程)，并且出现抗氧化能力下降。3.预先给予

药物干预后，机体抗氧化能力显著增加。结论：1. 寒冷可以诱导机体肝脏明显损伤。2. 氧化应激是寒冷诱导机体损伤的关键机制

之一。3. 复方中药制剂可以增加机体在寒冷应激条件下的抗氧化能力，从而产生保护作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of cold induced body injury, identify the mechanism of cold induced body injury

and clear protection effect of traditional Chinese medicine compounds on body in cold environment, provide experimental basis on cold

injury and pre-prevention. Methods: The damage caused by the cold on the body was detected by low-temperature test, ATP test, electron

microscopy; The effect and mechanism of oxidative stress on body under cold stress was detected by total antioxidant capacity, CAT

content, content of glutathione peroxidase, SOD levels and MDA levels; The protective effect of traditional Chinese medicine compounds

in cold injury and oxidative stress were also confirmed. Results: 1. Acute exposure to -15±1 degrees cold environment can cause liver

energy metabolism, ATP formation decrease, mitochondrial damage in liver cells, and the lysosomal level increase; 2. Cold stress can

lead a decreasing of body total antioxidant capacity and CAT level and a increasing of MDA level. 3. Pre-administration of traditional

Chinese medicine compounds can enhance the body total antioxidant capacity. Conclusion: 1. Cold can induce significant liver damage

2. Oxidative stress is a key mechanism in cold injury 3. Traditional Chinese medicine compounds can enhance the body total antioxidant

capacity and lead a protect effect in cold stress.
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前言

寒冷作为一种特殊的自然环境，对作业者的工作、生活以

及身体健康均可造成不良影响[1,2]。我国寒区面积广，因此常需

作业人员常驻或急进高寒地区执行作业活动。而寒冷环境对进

驻尤其是急进寒区作业人员的休息、作业及身体健康均可能造

成不良影响，甚至可能威胁到作业人员的生命安全。因此应该

加快寒冷损伤的机制及其预防措施的研究。众所周知，长期寒

冷暴露，不仅可以引起躯体冻伤，还可能造成心血管系统[3,4]、中
枢神经系统[5,6]、肝脏[7,8]等多器官、系统的损伤，甚至威胁生命安

全。研究发现，寒冷诱导机体的损伤与机体的失代偿有关，如能

量代谢失代偿[9,10]、增强的机体氧化应激水平[11,12]、细胞线粒体

的损伤[13,14,15]、最终引起细胞死亡等。但是冷暴露与机体损伤时

空关系及其确切机制还不清楚。为进一步研究冷暴露的损伤作

用及机制，本研究以 SD 大鼠为研究对象，采用急性冷暴露，并

施加我们研制的复方中药制剂进行干预，来研究寒冷引起机体

损伤的可能机制，进一步为寒冷损伤的机制及其预防提供实验

依据。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SD 大鼠，BALB/c 小鼠 (购于第四军医大学实

验动物中心)。
1.1.2 主要试剂 复方中药制剂 (人参、淫羊藿等。本教研室研

制)；ATP 检测试剂盒购于碧云天生物技术研究所；总抗氧化能

力测定试剂盒、CAT 测定试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶测定试

剂盒、SOD 测定试剂盒、MDA 测定试剂盒均购于南京建成生

物工程研究所。
1.1.3 主要仪器 激光共聚焦显微镜(Olympus 公司)。荧光发光

计 TD20/20(Luminometer Tuner Design 公司)。紫外可见分光光

度计 (日本岛津公司)。-85℃超低温冰箱 (美国 NuAire 公司)。
SIM-F140 制冰机 (日本三洋公司)。超声波细胞粉碎机 (美国

Sonics 公司)。Allegra 64R 低温高速离心机 (美国 Beckman

Coulter 公司)。5415D 小型高速离心机(Ependoff 公司)。
1.2 实验方法

1.2.1 小鼠冻亡实验 选取 16-18g BALB/c 小鼠，随机分为两

组，常规饮食，适应 3 天后，急性暴露于 -15±1℃，观察小鼠的

行为，确定小鼠冻亡时间。药物干预后，不同组小鼠给予 -15±
1℃急性暴露，观察小鼠冻亡时间。
1.2.2 大鼠寒冷应激肛温变化 选取 160-180g SD 大鼠，按体

重随机分为四组，分为室温对照组、寒冷对照组、2.0g/kg 药物

组、4.0g/kg 药物组，每组动物 20 只。给药组预先通过灌胃给药

3 周，室温对照组给予生理盐水。药物干预后，寒冷对照组，

2.0g/kg 药物组，4.0g/kg 药物组三组大鼠给予 -15±1℃急性暴

露 4h 后，观察冷暴露前后的肛温变化。
1.2.3 测定肝脏组织细胞内 ATP 生成水平 药物干预后，大鼠

经 -15±1℃急性寒冷应激 4h 后，立即麻醉处死大鼠，取肝脏组

织备用，依据 ATP 检测试剂盒说明书，取 50mg 组织后加入

500μL 裂解液于预冷的匀浆器中，冰上匀浆 30 次后，低温高速

离心机选取 4℃，12000g 离心 10 分钟，取上清 100μL，放入有

100μL ATP 检测试剂 1.5ml 新离心管中。间隔 2 秒后，立即用

luminometer 读数。同时用 BCA 法测定上清中蛋白浓度，根据

样本的蛋白浓度标准化样本的 ATP 浓度。
1.2.4 电子显微镜观察线粒体超微结构 大鼠经灌注后，肝脏

组织放入 4℃预冷的 2%的戊二醛，在 4℃固定 2 h。然后用探针

剥离组织团块，移入青霉素小瓶中，在 4℃用 PBS 漂洗 3 次，每

次 10 min。再用 1%四氧化锇在 4℃固定 15-30 min，接着用

PBS 漂洗 3 次。细胞团块再经梯度丙酮脱水，环氧树脂浸透后

包埋，超薄切片机切片，电子染色，透射电镜观察结果。
1.2.5 复方中药制剂对肝组织总抗氧化能力的影响 通过灌胃

给药 3 周后，大鼠急性寒冷应激后，取出大鼠肝脏，组织匀浆

后，总抗氧化能力测定试剂盒测定组织中的总的抗氧化能力。
1.2.6 复方中药制剂对大鼠肝脏中 CAT 含量、谷胱甘肽过氧化

物酶含量、SOD 水平及 MDA 水平的影响 通过药物灌胃给药

3 周后，大鼠急性寒冷应激后，取出大鼠肝脏，组织匀浆后，分

别采用试剂盒测定肝脏组织中的 CAT、谷胱甘肽过氧化物酶、
SOD 以及 MDA 的水平。
1.3 数据处理

实验数据以均数±标准差 (x±s)表示。应用 ANOVA 检

验进行样本均数间的差异性比较，数据由 SPSS16.0 软件统计

处理，P<0.05 为有显著性差异。

2 结果

2.1 寒冷对小鼠冻亡时间影响

采用雄性 BALB/c 小鼠 (16～18g)，常规饮食，适应 3 天

后，随机分 2 组，急性暴露于 -15±1℃，观察小鼠的行为，确定

小鼠冻亡时间。结果显示(表 1)，小鼠在 -15±1℃环境中急性暴

露后小鼠的冻亡时间为 56±10.6 min。说明急性冷暴露可在短

时间内导致小鼠冻亡发生。

表 1 小鼠 -15±1℃环境冷暴露中冻亡时间

Table 1 The survive time of mice under -15±1℃

Animal Body weight (g) Survive time (min)

BALB/c mice 20±2.3 56±10.6

2.2 寒冷对大鼠肛温下降的影响

采用雄性 SD 大鼠(180～200g)，常规饮食，适应 3 天后，随

机分 4 组，急性暴露于 -15±1℃，暴露不同时间(0h、2h、4h、
6h)，通过肛温测定仪测定大鼠寒冷暴露后的肛温变化。结果显

示大鼠急性寒冷暴露后，大鼠肛温显著下降，并且随暴露时间

的延长大鼠肛温的下降渐趋明显，其肛温下降值分别是 2.98±
1.41、3.52±1.32、8.67±2.44。与对照组相比，差异有显著性(P＜
0.05)；以上结果提示寒冷急性暴露作用可以导致大鼠肛温显著

下降，机体损伤，并且这种作用存在浓度、时间依赖效应(图 1)。
2.3 寒冷暴露对大鼠肝脏 ATP 生成的影响

大鼠急性寒冷暴露后，立即麻醉处死大鼠，取肝脏 -80 度

保存，取同一部位肝脏，按照 ATP 检测试剂盒说明书步骤，匀

浆器匀浆后，采用荧光素酶发光法检测肝脏组织中的 ATP 水

平，结果发现随着寒冷暴露时间的延长，寒冷暴露组肝脏组织

明显减少；与对照组相比，寒冷暴露组肝脏 ATP 生成水平显著

降低(P＜0.05)，提示寒冷应激后可显著诱导机体肝脏组织出现

损伤作用(图 2)。
2.4 寒冷对大鼠肝脏细胞超微结构变化

透射电镜结果显示，对照组组织电子密度均匀，边缘清晰，

线粒体完整，线粒体膜清楚，可见大量糖原颗粒，细胞染色质均

匀，细胞器结构清晰。寒冷环境暴露后，一些线粒体出现肿胀和

空泡化现象，线粒体脊断裂，出现大量电子密度高的溶酶体(图

3)。提示机体寒冷环境暴露后，肝脏细胞出现一定损伤，表现为

线粒体出现损伤，溶酶体增多，细胞活力降低。
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图 1 -15±1℃急性寒冷暴露不同时间对大鼠的肛温下降的影响 * vs

2h P＜0.05

Fig.1 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on rat rectal

temperature. * vs 2h P＜0.05

图 2 -15±1℃急性寒冷暴露不同时间对大鼠的肝脏 ATP 生成的影响

* vs 0h P＜0.05

Fig.2 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on ATP production.

* vs 0h P＜0.05

图 3 寒冷应激对大鼠肝细胞超微结构的影响(×40000)

Fig.3 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on ultrastructure of

liver cell

2.5 复方中药制剂对不同组织总抗氧化能力的影响

通过药物灌胃给药 3 周后，大鼠急性寒冷暴露后，取大鼠

肝脏，组织匀浆后，通过总抗氧化能力测定试剂盒测定肝组织

中的总抗氧化能力，发现正常对照组的肝脏组织总抗氧化能力

是：271.01±22.32，寒冷应激后机体内肝脏组织出现显著的抗

氧化能力下降(219.7±21.4)(P＜0.05)，提示寒冷应激后可显著

诱导机体肝脏组织出现氧化应激，机体出现抗氧化能力的下

降，而给予不同浓度的药物，发现低浓度药物组肝组织中总抗

氧化能力为：222.00±23.0，与寒冷对照组相比无显著差别。而

给予中浓度药物后，肝组织总抗氧化能力显著增高 (267.39±
20.42) ，说明给予药物对维持或增加机体的总抗氧化能起到重

要的作用(图 4)。

图 4 药物对大鼠寒冷应激后肝组织总抗氧化能力的影响

Fig. 4 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on total antioxidant

capacity of hepatic tissue.RT con means room temperature control

2.6 复方中药制剂对大鼠肝脏中 CAT 含量的影响

通过采用 CAT 测定试剂盒测定肝脏组织中的抗氧化酶

CAT 的水平，如图所示：相对于室温对照组 (55.84±14.44)，

CAT 在机体寒冷应激后显著下降(45.51±5.55)，与机体总抗氧

化能力相似。与寒冷对照组相比，当机体预先给予药物时，低浓

度组显著增高(53.61±11.51)，给予中浓度药物时 CAT 水平显

著升高(55.59±15.32)，升高到室温对照水平；结果显示随着抗

寒药物用量的增加，CAT 活性显著提高，进一步证实药物能够

增加机体的抗氧化能力，提高机体寒冷应激能力(图 5)。

图 5 药物对大鼠寒冷应激后肝组织 CAT 水平的影响

Fig.5 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on the level of CAT

of hepatic tissue. RT con means room temperature control

2.7 复方中药制剂对大鼠肝脏中谷胱甘肽过氧化物酶含量的

影响

肝脏中的谷胱甘肽过氧化物酶含量测定结果显示，相对于

室温对照组(3992.72±489.02)，谷胱甘肽过氧化物酶在机体寒

冷应激后并无显著变化(4116.5±462.74)，给予药物组其变化水
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平无显著性差异，低浓度组(4161.87±116.39)，中浓度药物组

(4109.37±206.87)；结果显示冷暴露、抗寒药物对机体肝脏组织

中谷胱甘肽过氧化物酶没有显著影响(图 6)，说明谷胱甘肽过

氧化物酶在寒冷应激中并不起关键作用。

图 6 药物对大鼠寒冷应激后肝组织谷胱甘肽过氧化物酶水平的影响

Fig.6 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on the level of

glutathione peroxidase of hepatic tissue. RT con means room

temperature control

2.8 复方中药制剂对大鼠肝脏中 SOD 水平的影响

肝脏中的 SOD 含量的测定结果显示，相对于室温对照组

(1162.4±66.66)，SOD 水 平 在 机 体 冷 暴 露 后 显 著 增 高

(1564.02±149.51)。相对于正常对照组，给药组水平也显著增

高，低浓度组(1605.57±88.36)，中浓度药物组(1553.8±53.3)；

结果显示冷暴露导致机体肝脏组织中 SOD 显著增高，提示我

们在冷暴露后机体产生氧化应激。而给予药物后，在寒冷条件

下，机体肝脏中 SOD 水平也升高，与寒冷对照组无差异(图 7)，

说明药物可能不是通过 SOD 增加机体抗氧化能力的，同时结

果也提示机体在冷暴露后，机体产生氧化应激。

图 7 药物对大鼠寒冷应激后肝组织 SOD 水平的影响

Fig.7 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on the level of SOD

of hepatic tissue.RT con means room temperature control

2.9 复方中药制剂对大鼠肝脏中 MDA 水平的影响

肝脏中 MDA 含量的测定结果显示，相对于室温对照组

(2556.25±458.65)，MDA 水平在冷暴露后显著增高 (3536.11±
923.17)。相对于正常对照组，给予药物组其变化水平也显著增

高，低浓度组 (3601.39±436.72)，中浓度药物组 (4182.50±
482.44)；结果显示冷暴露机体肝脏组织中 MDA 显著增高，提

示我们在冷暴露后机体产生氧化应激。而给予药物后，在寒冷

条件下，机体肝脏中 MDA 水平进一步升高，说明药物可能进

一步增加了 MDA 水平，增加机体抗氧化能力(图 8)。

图 8 药物对大鼠寒冷应激后肝组织 MDA 水平的影响

Fig.8 The effect of acute cold stress under -15±1℃ on the level of MDA

of hepatic tissue. RT con means room temperature control

3 讨论

冷暴露可诱发应激反应，而过度冷暴露则会诱导机体损

伤[16,17]。人体长期暴露于冷环境不仅可引起冻伤，还可对心血管

系统、中枢神经系统以及肝脏产生损害，甚至威胁生命[18]。机体

对冷应激反应有着复杂的调控过程，其中能量代谢是关键的机

制，但是在急性寒冷应激条件下，机体的能量代谢调控过程失

调或机体对寒冷应激的反应能力不能对抗外界应激水平时，机

体则出现损伤[19,20,21]。在寒冷地区作业，冷环境可能诱发冻伤。此

外在战争时期，也常因机体疲劳、持续战斗、夜间长途行军或御

寒设备不足等情况而造成冻伤减员急剧增多，严重影响部队战

斗力。因此研究冻伤的机制及预防措施具有重要的意义。
能量代谢在抵抗寒冷损伤中起重要作用。肝脏是能量代谢

的关键器官，肝细胞富含线粒体，而线粒体往往是损伤的关键

区域。研究显示，寒冷引起的全身损伤与线粒体损伤有一定的

关系 [13,14,15]。我们前期研究结果也显示 HEK293 细胞在寒冷应

激条件下，线粒体出现明显损伤。本研究首先通过动物急性冷

暴露观察冷应激对肝能量代谢的影响。小鼠急性冷暴露试验结

果显示，在 -15±1℃，小鼠出现冻亡。通过观察 SD 大鼠冷应激

不同时间发现，大鼠冷暴露后肛温下降明显。以上结果表明

-15±1℃寒冷应激可以显著诱导机体的损伤发生，大鼠冷暴露

模型建立成功。
肝脏对维持机体能量代谢起重要作用[22,23]。因此本研究通

过检测肝组织中 ATP 生成水平观察机体能量代谢水平，发现

随着冷应激时间的延长，肝内 ATP 生成水平显著下降，出现明

显的能量代谢障碍，同时观察肝细胞内线粒体超微结构的变化

发现，寒冷暴露后出现一些线粒体肿胀和空泡化现象，线粒体

脊断裂，出现大量电子密度高的溶酶体，同时糖原减少。以上结

果显示，寒冷可引起线粒体损伤，从而导致能量代谢障碍、机体

损伤。
线粒体功能和细胞损伤关系密切[22]，而寒冷导致线粒体损

伤的原因尚不清楚。线粒体代谢过程中可产生活性氧，而氧化

应激可能是机体寒冷应激导致线粒体损伤的关键环节，且前期

研究发现，氧化应激水平在寒冷应激后增强，这可能是能量代
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谢的副产物，也是导致线粒体损伤的关键因素。肝组织中的过

氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶( superoxidedismutase , SOD)

和谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase ,GSH-Px) 是肝

脏组织内重要的抗氧化酶系统，对于清除体内的过氧化物具有

重要的作用；丙二醛(malondialdehyde , MDA) 是脂质氧化的终

产物之一，MDA 含量可间接体现体内过氧化反应水平。本研究

结果发现，在寒冷应激后，体内 MDA 含量在寒冷应激组中显

著升高，而抗氧化酶系统则出现不一致表现，主要表现为 SOD

的显著升高，CAT 显著下降，GSH-Px 无明显变化。检测肝组织

总抗氧化能力，发现单纯寒冷应激，对照组出现显著的下降，说

明在寒冷应激中，机体出现显著的氧化应激过程，而机体的氧

化应激过程激活了抗氧化系统，其中，SOD 作为抗氧化系统主

要酶类出现持续激活状态，而 CAT 则在氧化应激中出现下降，

说明机体体内的抗氧化系统不能平衡体内的氧化应激系统，出

现了氧化应激损伤。因此，机内抗氧化系统随着寒冷应激的持

续时间延长，出现抗氧化系统功能的减弱或缺失，从而诱发严

重的氧化应激过程，诱导机体组织中的敏感部位如线粒体的损

伤，进而导致细胞损伤，这可能是机体出现寒冷损伤的关键机

制。
我单位研发的复方中药制剂主要有人参、淫羊藿等组成，

其配伍依据古代经典名方及验方演化而来，前期实验证实其能

够显著提高机体抗寒能力，但其作用机制并不清楚，而我们上

述研究发现氧化应激是机体寒冷损伤的关键环节，因此，我们

设想中药可能是通过改善机体内部的抗氧化能力来提高机体

的抗寒能力的。通过我们的研究结果证实，动物预先给药干预

后，出现明显的抗氧化效果，体内总抗氧化能力明显增强，而

CAT、SOD 水平都显著升高，说明药物可以通过改善机体抗氧

化系统而保护肝细胞内的线粒体，并维持线粒体功能及能量代

谢过程。
综上所述，本实验初步阐明了寒冷应激对机体的损伤作

用，氧化应激在寒冷应激诱导的机体损伤过程中的重要作用，

以及复方中药制剂改善氧化应激并对机体的保护作用，为进一

步阐明寒冷损伤的作用机制以及探寻药物的防护措施提供实

验依据。
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0.108ml/10g 剂量下小鼠血糖过低，引起低血糖反应，且不能检

测血糖，不利于实验数据的收集，也对小鼠造成较严重的影响，

而按 0.054ml/10g 和 0.027ml/10g 剂量给药则比较合适。
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