修改说明

问题1：分组中写了治疗组？

回答：此处为笔误，修改为对照组与观察组（文中为蓝色字体标出）。

问题2：白细胞提取检测方法？

回答：实验方法阐述错误，修改为：采静脉血，血液细胞分析仪(仪器购自深圳迈瑞公司)检测白细胞计数(white blood cell, WBC)，参照说明书 (试剂盒购自南京立乔生物科技有限公司)提取白细胞蛋白，静脉血加入蛋白酶抑制剂，静置吸去上层血浆，随后加入白细胞提取液，离心后收集底部白细胞沉淀加入蛋白提取液，吸入上清至另一离心管，即可得到白细胞蛋白，参照说明书采用ELISA法(试剂盒购自上海卡迈舒生物科技有限公司)检测NF-κB蛋白浓度，（文中以蓝色字体标出）。

问题3：白细胞做了3样检测？
回答：检测入院时(0h)及治疗后1h、2h、3h、6h直肠温度，计算两组患者治疗后1h、2h、3h、6h直肠温度与入院时(0h)的差值为直肠温度下降幅度(△T)，与对照组比较，观察组治疗后1h、2h、3h、6h直肠温度较入院时(0h)下降幅度(△T)高于对照组(P＜0.05) （文中以蓝色字体标出）。
问题4：体温每增加10℃，细胞酶促反应效能增加2-3倍，这句话不明。
回答：此处未翻译正确（以下为英文原文），重新翻译为：体温每增加10℃，细胞酶活性增加2-3倍（文中为蓝色字体标出）。

The Q10 effect states that each 10°C change in body temperature is associated with a two- to

threefold change in enzymatic reaction rates. On the basis of this relationship, hypothermia is thought to minimize energy demands and reduce generation of harmful reactive oxygen species that would otherwise cause tissue injury following heat exposure（原始文献摘录）。
问题5：结尾一段为：综上所述，两种治疗方法预后良好，连续性血液净化治疗直肠温度及减轻患者炎症反应的方面，其疗效优于控温毯降温法。其机制可能与连续性血液净化治疗更加充分地降低NF-κB蛋白表达，升高Hsp70相关。
回答：结尾未写好，重新修改为（文中为蓝色字体标出）：综上所述，本研究证实连续性血液净化治疗重度中暑患者的疗效优于控温毯降温法，其机制可能与降低NF-κB蛋白表达，升高Hsp70相关。
连续性血液净化治疗重度中暑患者的临床研究★
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摘要 目的：比较连续性血液净化与控温毯治疗重度中暑患者的疗效。 方法：30例重度中暑患者分为两组，观察组和对照组各15例。观察组患者采用连续性血液净化降温，对照组采用控温毯降温，观察两组1、2、3、6h直肠温度下降情况；流式细胞仪检测治疗后血清0、1、3、6h白细胞值、ELISA法检测白细胞NF-κB蛋白、血清C反应蛋白、降钙素原；Western blot 法检测白细胞热休克蛋白70(heat shock protein 70, Hsp70)表达。结果：观察组直肠温度下降幅度大于对照组(P＜0.05)；血清白细胞、C反应蛋白、降钙素原、NF-κB蛋白下降幅度大于对照组(P＜0.05)，观察组白细胞HSP70蛋白表达高于对照组(P＜0.05)，差异有统计学意义。结论：连续性血液净化用于重度中暑降温效果优于控温毯降温法，其机制可能为降低血清炎症指标、升高白细胞HSP70蛋白表达。
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Effect of 15 cases with continuous blood purification therapy on severe heat stroke  
GONG Zheng*, GONG Ping , ZHANG Ling-yun, WANG Yong-quan, JIN Zhu, Dong Chuan- jiang. Institute of Respiratory Disease of China Three Gorges University, Yichang Center People's Hospital, Yichang 443003, China;
Abstract Objective: To compare therapy effect of continuous blood purification and  controlling temperature blankets on 30 cases with severe heat stroke. Methods: 30 cases of severe heat stroke were divided into two groups. Rectal temperature at 1,2,3,6h was recorded in observation group with 15 cases by continuous blood purification, and 15 cases  received controlling temperature blankets treatment on the control group. WBC was analysised by flow cytometry; CRP, PCT protein of serum and NF-κB protein of WBC were detected by ELISA; heat shock protein 70 expression of leukocyte was measured by Western blot in the two groups. Results: Rectal temperature of observation group were lower than the control group(P＜0. 05), WBC, CRP, PCT and NF-κB protein of serum declined more than the control group at different times(P＜0.05), HSP70 protein expression of raised higher than the control group, there were statistical significance(P＜0.05). Conclusion: The continuous blood purification for severe heat stroke in cooling rate is better than controlling temperature blankets. The mechanism may be reduce markers of inflammation, increased the expression of HSP70 of WBC.
Key words  blood purification; controlling temperature blankets; severe heat stroke
中暑被定义为以炎症、组织功能紊乱为特征的衰弱性疾病，其严重性和进展过程的个体差异很大。最近的流行病学资料显示，出现多器官功能紊乱的中暑患者死亡率急剧升高[1]。降低体温，改善内环境和机体代谢是治疗的关键。传统使用控温毯降温取得较好疗效，然在控温毯作用于体表降温过程中，部分患者可出现短暂性反应性中枢体温调定点上升。有报道发现{Ronco, 2003 #1552}连续性血液净化可非选择性地清除血液中的炎症介质达到充分的生物降温的目的[2]。本研究采用连续性血液净化治疗重度中暑，比较连续性血液净化与控温毯治疗重度中暑的疗效。

1. 资料与方法

1.1 一般资料 本组为2013年5月~2015年10月在我院急诊ICU救治的重度中暑(热射病)30例，年龄17~70岁，分为两组，即对照组和观察组，对照组15例，男7例，女8例，体温平均 (40.22±0.85)℃；观察组15例，男8例，女7例，体温平均 (41.58±0.75)℃；发病至就诊时间1~6h，患者均出现昏迷状态，依据我国GBZ41-2002《职业性中暑诊断标准》，符合热射病型重度中暑的诊断标准。

1.2 治疗方法  研究经过医院伦理委员会审查通过。签知情同意书，患者及家属同意治疗方案。对照组予以一般性药物治疗基础上加用控温毯降温，方法：控温毯保持水温控档4～10℃，体温控档 32～33 ℃，治疗时间30min～6h，使用过程中每30 min 巡视1 次，以每例患者体温降至正常为准，并行心电、血压、呼吸、脉搏、血氧饱和度监测。观察组患者在一般性药物治疗基础上，同时给予血液净化治疗3小时。参照文献[3]测患者1h、2h、3h、6h体温。采静脉血，血液细胞分析仪(仪器购自深圳迈瑞公司)检测白细胞计数(white blood cell, WBC)，参照说明书 (试剂盒购自南京立乔生物科技有限公司)提取白细胞蛋白，静脉血加入蛋白酶抑制剂，静置吸去上层血浆，随后加入白细胞提取液，离心后收集底部白细胞沉淀加入蛋白提取液，吸入上清至另一离心管，即可得到白细胞蛋白，参照说明书采用ELISA法(试剂盒购自上海卡迈舒生物科技有限公司)检测NF-κB蛋白浓度。取上层血清，参照说明书采用ELISA法(试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，操作按试剂盒说明书进行)测定血清C反应蛋白(C reactive protein, CRP)、降钙素原(procalcitonin, PCT)浓度，低温高速离心后，参照文献3
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采用Western blot 法检测白细胞HSP70蛋白表达。一抗使用兔抗人多克隆抗体 (sigma)，二抗采用辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG ( CST)。
1.3 观察及检测指标  患者1h、2h、3h、6h肛温；白细胞计数；C反应蛋白、降钙素原浓度，白细胞NF-κB蛋白浓度。
1.4 统计学方法：Western blot结果采用Quantity one分析灰度值；应用Sigma plot 12.0软件处理数据，采用方差分析；Graphpad Prism绘图。
2 结果

2.1  两组患者直肠温度下降幅度比较

检测入院时(0h)及治疗后1h、2h、3h、6h直肠温度，计算两组患者治疗后1h、2h、3h、6h直肠温度与入院时(0h)的差值为直肠温度下降幅度(△T)，与对照组比较，观察组治疗后1h、2h、3h、6h直肠温度较入院时(0h)下降幅度(△T)高于对照组(P＜0.05)，提示连续性血液净化可快速降低直肠温度。
表1      2组患者直肠温度不同时间点下降幅度比较(
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±s) 
	组别
	n
	△1h (℃)
	△2h (℃)
	△3h (℃)
	△6h (℃)

	对照组
	15
	1.32±0.24
	1.94±0.41
	2.48±0.52
	2.53±0.55

	观察组
	15
	 1.75±0.35*
	2.23±0.52*
	2.52±0.62*
	 2.61±0.67*


注: 与对照组比较， P*＜0.05。

2.2 两组患者白细胞NF-κB蛋白表达比较

   与对照组比较，观察组WBC、CRP、PCT浓度低于对照组(P*＜0.05)。白细胞NF-κB蛋白浓度低于对照组(P*＜0.05)。

表2     2组患者WBC、CRP、NF-κB蛋白比较

	组别
	n
	时间
	WBC (109/L)
	CRP (mg/L)
	PCT (μg/L)
	NF-κB蛋白 (pg/ml)

	对照组
	15
	0h
	14.2±1.1
	19.7±2.4
	11.87±2.56
	137±26

	
	
	3 h
	13.8±0.8
	16.6±1.9
	10.94±2.49
	112±21

	
	
	6 h
	12.6±1.3
	14.3±2.7
	9.28±2.87
	87±15

	观察组
	15
	0h
	14.0±0.9
	18.6±1.9
	11.27±2.65
	145±30

	
	
	3h
	13.6±0.9
	14.4±1.8*
	8.41±2.17*
	85±2*

	
	
	6h
	12.5±0.8
	11.4±1.6*
	6.87±1.29*
	57±14*


注: 与对照组比较，P*＜0.05。

2.3 两组患者白细胞HSP70蛋白表达比较

与对照组比较，观察组HSP 70蛋白表达高于对照组(P*＜0.05)。
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图1  两组患者白细胞HSP70表达情况

注: 与对照组比较， P*＜0.01
2.4 两组患者不良反应及预后

    两组患者均未出现生压疮、冻伤等并发症，未出现死亡等不良反应，预后良好。
3 讨论
中暑临床表现为严重中枢神经系统紊乱(精神错乱、癫痫、昏迷)、高热(特征为体温大于40℃但并非总是达到这一数值) 等症状。2003年欧洲夏季，气温高于平均气温3.5℃的2周时间中，22000～45000中暑患者死亡(包括患有其他基础疾病的患者)[4]。大约30%的中暑患者出现永久性神经系统及外周组织功能衰退。降低体温为治疗中暑的关键措施，控温毯降温是一种较好的治疗中暑方法，具有使用方便，简捷有效等优势，但控温毯仅接触皮肤，短期内不能降低内脏及血液温度，同时，皮肤温度降低，可反射性刺激发热中枢，引起肌肉收缩甚至是颤抖产热，机体产热增加。因此，使用控温毯后，尽管皮肤温度较低，但患者内脏有氧代谢短时间内仍然增强。本研究发现，采用连续性血液净化，患者直肠温度下降幅度高于控温毯降温法，提示采用连续性血液净化可高效快速控制患者体温，减少患者内脏产热，有利于内脏功能恢复，尽管体温调节中枢的调控可反射性升高体温，但连续性血液净化可快速带走热量，控制体温。
中暑后皮肤血流增加伴随内脏血流减少，高热伴随脑血流量减少，这是晕厥及中枢神经系统紊乱的重要原因[5]。组织缺血缺氧可导致硝化应激及氧化应激，诱发内脏协调功能紊乱，体温每增加10℃，细胞酶活性增加2-3倍[6]。中暑患者炎症反应加重，出现白细胞升高，细胞因子浓度升高，高浓度细胞因子与中暑诱发的全身炎症反应综合征发病率及死亡率密切相关，中暑期间或体温恢复后初期可检测到体循环IL-1α、IL-1β、IL-6、可溶性IL-6受体、IL-8、IL-10、IL-12、INF-α、TNF-α、CRP、PCT等细胞炎症因子的浓度升高2
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。其中，IL-6与TNF-α浓度与中暑病情严重程度呈正相关[1]。这些炎症细胞因子分泌与NF-ΚB活性密切相关。NF-κB作为重要的转录因子，可穿过核孔，进入细胞核，调控基因编码急性反应蛋白、细胞因子和细胞粘附分子等。其中包括TNF-α、IL-6等7
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，而NF-κB通过调控细胞因子的转录过程，可能间接参与中暑的病理过程8

[ ADDIN EN.CITE ]
。由于各种细胞因子不断激活，部分重度中暑患者可发展成多器官功能障碍综合征。减低NF-κB蛋白的水平或活性，可显著减轻中暑后炎症反应引起的靶器官损伤。WBC、CRP、PCT、NF-κB蛋白反应了血清炎症程度，本实验中，采用连续性血液净化治疗后，中暑患者血清WBC、CRP、PCT、NF-κB蛋白水平显著降低，提示连续性血液净化可减轻炎症反应相关指标。与NF-κB相关的Hsp70是一种高度保守性蛋白，普遍存在于各类生物细胞, 在细胞处于高温、缺血、组织创伤等“应激”情况下都可诱导激活。研究发现中暑后机体出现应激反应，炎症因子分泌增多及HSP表达降低[7]。本研究发现连续性血液净化的患者Hsp70升高较控温毯降温组更快，提示Hsp70升高与连续性血液净化相关，其详细机制需要更多大样本研究证实。
综上所述，本研究证实连续性血液净化治疗重度中暑患者的疗效优于控温毯降温法，其机制可能与降低NF-κB蛋白表达，升高Hsp70相关。
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