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摘要

目的：研究生理性缺血训练（PIT）对冠心病患者循环血管内皮祖细胞（EPCs）和血管内皮生长因子（VEGF）的影响。

方法：冠心病患者分为训练组（n=10）和对照组（n=10），均应用3个月常规药物治疗，其中训练组患者同时进行3个

月的PIT。PIT采用高强度静力性握拳诱导上肢肌肉最大等长收缩运动，造成短暂的骨骼肌生理性缺血；每次握拳

持续1min，放松1min，重复10次为1组，每天4组，每周5d，训练3个月。3个月前、后分别抽取患者外周血，采用流式

细胞术检测外周血EPCs的数量，ELISA法检测血清VEGF的浓度。

结果：3个月前，两组患者外周血EPCs数量和VEGF浓度的差异均无显著性意义（P>0.05）。经过3个月PIT，训练组

患者EPCs数量增加到（0.044±0.016）%，明显高于基线水平（P=0.015）；VEGF浓度增加到（98.5±17.4）pg/ml，明显高

于基线水平（P<0.01）。而对照组3个月前、后EPCs数量和VEGF浓度均没有显著改变（P>0.05）。对照组3个月后两

指标均低于训练组3个月后的水平（P<0.05）。3个月后两组患者EPCs数量与VEGF浓度均呈正相关（P<0.05）。
结论：PIT可以增加冠心病患者循环EPCs的数量和VEGF的浓度，从而可能促进远隔缺血心肌侧支循环的生成。
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Abstract
Objective: To investigate the effects of physiological ischemia training (PIT) on the amount of circulating endothe-

lial progenitor cells (EPCs) and the level of vascular endothelial growth factor (VEGF) in patients with coronary

artery disease（CAD）.

Method: Twenty patients with CAD were divided into training group (n=10) and control group (n=10). The pa-

tients in training group enrolled three-month PIT，while patients in control group remained sedentary. PIT was in-

duced by isometric exercise (handgrip) with maximal voluntary contraction. Circulation EPCs were measured with

flow cytometry at baseline and after training. Plasma concentration of VEGF was determined by ELISA.

Result: EPCs increased significantly in training group to (0.044±0.016) % after training (P=0.015). VEGF levels

in training patients also increased significantly after three-month PIT(P<0.01). A positive correlation was observed

between the amount of EPCs and the level of VEGF in both groups after three-month PIT(P<0.05).
Conclusion: PIT could increase the amount of circulating EPCs and the level of VEGF in CAD patients, which

may contribute to collateral angiogenesis in the remote ischemia heart region.
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通过促进冠状动脉侧支生成来提高缺血性心肌

的血管储备是目前冠心病研究的热点之一。多个动

物研究表明适当心肌缺血可以促进冠脉侧支循环的

生成，是重要的心肌保护因素[1—3]。但是，对于冠心

病患者，无论何种直接诱发心肌缺血的活动都具有

诱发过分缺血的危险，从而带来临床推广应用的伦

理及安全性顾虑。国外研究表明猪的正常肢体产生

4次、每次5min的缺血可减少心梗面积，改善心脏功

能，但机制未明[4—5]。为此，本课题提出一种既可以

避免直接诱发心肌缺血，又致力于促进远隔侧支循

环生成的运动方式，称为生理性缺血训练（physio-

logical ischemia training，PIT），即反复在正常骨骼

肌造成短暂的生理性缺血，通过训练的远隔作用来

促进病理性缺血部位的侧支循环生成[6—7]。等长收

缩运动是人类的基本运动形式，其特征是运动时肌

肉张力增高，而肌肉长度基本不变。肌肉张力增高

使穿行于肌肉内的血管阻力增大，可以导致不同程

度的血流障碍，从而产生暂时的可逆性骨骼肌生理

性缺血[8]。本课题组前期研究中证实了等长收缩或

袖带加压诱发的PIT的远隔侧支生成作用[9]；但以动

物实验为主，缺乏临床研究。

循环血管内皮祖细胞（endothelial progenitor

cells，EPCs）是血管内皮细胞的前体细胞，参与出生

后的血管新生过程[10]。成人EPCs主要存在于骨髓，

在组织缺血状态下EPCs可从骨髓释放进入外周血

循环，通过归巢机制至靶器官，产生促进血管新生的

作用[11]。有研究发现急性心肌梗死及急性冠脉综合

征后患者外周血EPCs显著提高[12]。Lambiase等[13]的

研究证实侧支循环不充分（CFI<0.25）的冠心病患者

循环EPCs数量显著低于侧支循环较充分的患者

（CFI≥0.25）。证实了EPCs在侧支循环生成中的重

要作用。

血 管 内 皮 生 长 因 子（vascular endothelial

growth factor，VEGF）是目前特异性最强的一种促血

管生长因子，在运动、缺血、缺氧及血管损伤时能促

进EPCs的增殖、迁移及诱导血管生成[14—15]。Adams

等[16]的研究提示，诱发心肌缺血的运动训练可以促

进冠心病患者VEGF表达的增加，同时诱发外周血

EPCs数量的增加。本课题组前期研究也表明猪缺

血阈强度运动可增加缺血心肌的侧支血流量和

VEGF的表达[17—19]；心肌缺血的兔模型进行4周PIT

后发现VEGF和EPCs增加及心脏毛细血管的新生，

认为VEGF可诱发外周血EPCs归巢到远隔缺血心

肌并促进心肌侧支循环的开放[20]。因此，本研究旨

在探讨等长收缩诱发的PIT对冠心病患者循环EPCs

数量和VEGF表达的影响，为研究PIT最终应用于心

血管康复临床提供证据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

于2010年 8月至2011年 9月选择冠心病患者

20例，年龄（66.9±10.2）岁；男17例，女3例。入选

标准：①所有患者均经冠状动脉造影确诊，并证实有

一支或多支血管完全闭塞；②闭塞时间大于3个月；

③近3个月未发生急性心肌梗死；④纽约心脏病协

会功能分级小于4级。排除标准：①先天性心脏病、

室壁瘤、心脏瓣膜病；②室性心动过速、严重心律失

常、不稳定性心绞痛、心功能衰竭；③未控制的高血

压或高血压危象；④上肢运动功能障碍患者。所有

患者均知情同意参加本研究，并获得江苏省人民医

院伦理委员会批准。

冠心病患者的一般临床资料见表1。训练组患

者年龄（66.5±5.1）岁，男8例，女2例；对照组患者年

龄（67.2±13.8）岁，男9例，女1例。在基线水平，两

组患者的左室射血分数、心血管疾病危险因素和用

药情况的差异均没有显著性意义（P>0.05）。
1.2 研究方案和标本采集

所有患者随机分为训练组和对照组，各10例。

两组患者均应用3个月常规药物治疗，其中训练组

患者同时进行3个月的PIT。3个月前、后均抽取患

者外周血两管，其中抗凝管中注入2ml血，即刻送往

实验室进行EPCs的检测；分离胶促凝管中注入5ml

血，静置20min后以2000转/min速度离心10min，取

血清分装标记后放置-70℃冰箱保存待检。

Key word physiological ischemia training; myocardial ischemia; endothelial progenitor cell; vascular endothelial

growth factor; isometric exercise
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1.3 生理性缺血训练方案

采用最大自主等长收缩握拳运动，产生短暂的

骨骼肌缺血，从而达到PIT的目的。在训练过程中

患者一只手持握力器用主观最大努力持续握拳并计

数，每次持续1min，放松1min，重复10次为一组；换

另一侧肢体握拳再做1组；每天2次，共4组；每周训

练5d，训练3个月。运动中要求保持自然呼吸，避免

憋气。

1.4 流式细胞术检测外周血EPCs

从抗凝管的全血标本中吸取100μl 到离心管

中，加入20μl CD45抗体（BD公司，美国）用于设门，

然后加入20μl FITC标记的鼠抗人单克隆CD34抗

体（BD公司，美国）和20μl PE标记的KDR/ VEG-

FR-2鼠抗人单克隆抗体（BD公司，美国），震荡混

匀，室温避光孵育15min。将流式检测专用红细胞

溶解液用去离子水稀释10倍后，加入1ml用于溶解

红细胞，震荡混匀，室温避光放置12min。然后以

1500转/min速度离心5min后弃上清，加入0.5ml的

NaCl液，最后利用FACSCalibur流式细胞仪（BD公

司，美国）检测分析CD34+/KDR+双标记阳性细胞

（即EPCs）的百分比，以EPCs占外周血有核细胞的

百分比代表外周血EPCs的数量。

1.5 ELISA法检测血清VEGF

采用ELISA试剂盒（R&D公司，德国）进行血清

VEGF的检测。从冰箱取出试剂盒和血清，室温复

温平衡30min。在酶标包被板的标准品孔中加入

50μl标准品，样本孔中依序加入10μl样本和40μl样

本稀释液，空白孔中不加；37℃恒温箱温育30min。

然后用洗涤液洗板4次后加入50μl 酶标工作液，

37℃恒温箱温育30min。再用洗涤液洗板4次后加

入 50μl 显色液 A、B，37℃显色 15min。最后加入

50μl终止液，15min内于酶标仪（CliniBio，澳大利亚）

用 450nm 波长测量各孔的 OD 值，然后计算血清

VEGF的浓度。

1.6 心率和血压的检测

3个月前、后分别记录训练组患者进行PIT前

（安静）、PIT时、PIT后（10min后）的心电图、心率、收

缩压和舒张压。PIT训练过程中心率和血压的增量

=PIT时数值-安静时数值。

1.7 统计学分析

采用SPSS10.0统计软件进行分析。两组一般

临床资料的比较使用 t检验和χ2检验；3个月前后两

组EPCs数量和VEGF浓度的比较均采用 t检验（包

括组内及组间的比较）；3个月后两组EPCs与VEGF

的相关性使用Pearson相关分析；3个月前训练组

PIT各时间点心率、血压的变化采用方差分析；3个

月前、后训练组PIT心率、血压增量的变化采用 t检
验。P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 3个月前、后EPCs数量和VEGF浓度

3个月前，两组患者外周血EPCs数量和VEGF

浓度的差异无显著性意义（P>0.05）。经过3个月

PIT，训 练 组 患 者 EPCs 数 量 增 加 到（0.044 ±

0.016）%，VEGF浓度增加到（98.5±17.4）pg/ml，均明

显高于基线水平（P<0.05）。而对照组3个月前、后

EPCs数量和VEGF浓度均没有显著改变（P>0.05）。

3个月后，对照组均低于训练组的水平（P<0.05）。

见表2。

2.2 患者EPCs数量与VEGF浓度的相关性

相关性分析显示（图1），3个月后训练组患者

EPCs数量随着VEGF浓度的增加而增加（r=0.727，
P=0.017）；同样的，对照组患者EPCs数量与VEGF

表1 两组患者的一般临床资料 （x±s）

年龄(岁)
性别(男/女)
BMI指数

收缩压(mmHg)
舒张压(mmHg)

LVEF(%)
NYHA分级(1/2/3/4)

病史[n(%)]
高血压
糖尿病
高血脂
吸烟

用药情况[n(%)]
阿司匹林
ACEI/ARB

钙离子拮抗剂
ADP受体拮抗剂
β-受体阻滞剂

注：组间比较采用 t检验或χ2。BMI：体质指数；LVEF：左心室射血分
数；NYHA 分级：纽约心脏病协会功能分级；ACEI：血管紧张素转换
酶抑制剂；ARB：血管紧张素受体拮抗剂；ADP受体拮抗剂：二磷酸
腺苷受体拮抗剂。

训练组(n=10)

66.5±5.1
8/2

22.8±1.7
135.5±12.8
81.5±10.0
48.7±14.3
2/6/2/0

7(70%)
3(30%)
4(40%)
2(20%)

10(100%)
7(70%)
3(30%)
7(70%)
5(50%)

对照组(n=10)

67.2±13.8
9/1

22.5±1.9
132.5±17.4
79.0±13.1
46.2±12.7
1/6/3/0

8(80%)
4(40%)
3(30%)
4(40%)

9(90%)
8(80%)
4(40%)
5(50%)
4(40%)

P
0.884
0.531
0.776
0.665
0.637
0.685
0.766

0.606
0.639
0.639
0.329

0.305
0.606
0.639
0.361
0.653
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表2 3个月前、后两组EPCs数量和VEGF浓度的变化

组别

训练组
对照组

注：组内和组间比较均采用 t检验；P值为同一组内3个月训练前后比较；训练组与对照组3个月后EPCs的比较，①P<0.05；训练组与对照组3个
月后VEGF的比较，②P<0.01。

EPCs(%)
3个月前

0.028±0.009
0.027±0.008

3个月后
0.044±0.016①

0.030±0.010

P
0.015
0.515

VEGF(pg/ml)
3个月前
65.3±15.1
61.6±13.9

3个月后
98.5±17.4②

66.5±13.9

P
0.000
0.438

浓度呈正相关（r=0.785，P=0.007）。
2.3 等长收缩运动的安全性

训练组患者在PIT训练过程中舒张压和心率有

显著上升（P<0.01，P<0.05）；收缩压有上升趋势，但

无显著性差异。训练后10min恢复到安静水平（表

3）。训练组患者在3个月PIT训练前后心率、血压增

量有下降趋势，但差异没有显著性意义（表4）。训

练组患者在3个月的PIT训练过程中均没有心肌缺

血的心电图和临床表现。

3 讨论

冠心病患者心肌缺血区域形成有效的侧支循环

是缺血心肌的自我保护机制，也是重要的治疗机

制。缺血不仅是病理现象，也可以是短暂血管闭塞

的生理现象。多个动物研究表明适当的局部心肌缺

血可以促进冠状动脉侧支循环的生成，是重要的心

肌保护因素[1—3]。而局部心肌无缺血者侧支循环不

生成[21]。临床研究也发现心绞痛患者（反复心肌缺

血）发生心肌梗死比例较小，无心绞痛发作者容易发

生大面积甚至致死性心肌梗死[22—23]，现有研究还发

现冠状动脉急性缺血90s内即可有固有侧支开放[24]，

冠状动脉慢性闭塞90d可产生新的侧支循环[25]。尽

管适当的局部心肌缺血可促进局部侧支循环生成，

但是由于冠心病患者病情的严重性不一，在缺血的

病理基础上继续施加缺血存在较大的风险。有研究

表明正常肢体生理性缺血可以减少心梗面积，保护

心肌；即远距离器官或组织的短暂缺血可以产生对

抗靶器官致死性缺血的保护作用[5,26]。我们在刚刚

结题的国家自然基金（30570893）的研究中证实，正

常肢体单纯骨骼肌缺血及等长收缩运动诱发的骨骼

肌缺血可通过远隔作用诱导缺血心肌及骨骼肌侧支

循环的生成[9]，减少心肌梗死面积。为此我们提出

将这种致力于促进远隔侧支循环形成的反复性生理

性缺血称之为PIT，即反复在正常骨骼肌造成暂时

缺血，造成训练的远隔作用，促进病理性缺血部位的

侧支循环生成[7,20,27]。但上述结果均为动物试验的研

究结果。目前PIT应用于临床冠心病患者尚未见报

道。

等长收缩运动是人类的基本运动形式[28]，其特

征是运动时肌肉张力增高，而肌肉长度基本不变。

由于肌肉张力增高，穿行于肌肉内的血管阻力增大，

可以导致不同程度的血流障碍。40%最大等长收缩

强度已达到阻断肢体局部血流的最大限度[29]。因此

这一运动形式可以作为PIT的生理模型。以往在冠

图1 3个月后两组EPCs与VEGF的关系
（训练组：P=0.017，对照组：P=0.007）

0 14012010080604020
VEGF的浓度值（pg/ml）

0.07

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

E
PC

s的
数

量
（
%
）

训练组

对照组

表3 训练组患者PIT时心率、血压的变化 （x±s）

心率（次/min）

收缩压（mmHg）

舒张压（mmHg）

注：均数比较均采用方差分析；P值为每个指标在各时间点的比较；
安静与PIT时的比较，①P<0.05；PIT时与PIT后的比较，②P<0.05。

PIT前（安静）

72.4±5.4

135.5±12.8

81.5±10.0

PIT时

82.2±4.7①

142.6±11.8

92.2±8.3①

PIT后

73.0±5.2②

137.3±12.3

83.0±9.8②

P

0.000

0.420

0.035

表4 3个月前、后训练组PIT时心率、血压增量的变化（x±s）

△心率（次/min）

△收缩压（mmHg）

△舒张压（mmHg）

注：增量=PIT时数值-安静时数值；均数比较均采用 t检验；P值为各
指标3个月前、后增量的比较。

3个月前增量

9.8±3.8

7.1±2.4

10.7±4.2

3个月后增量

8.9±3.4

6.6±3.1

9.2±2.7

P

0.586

0.688

0.358
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心病的康复训练中，等长收缩运动由于可引起较高

的心率及血压反应，而被排除在心脏康复训练计划

外。但我们在前期的研究中发现等长收缩运动时其

舒张压反应较等张运动高，理论上可以通过增加冠

脉灌注压促进固有侧支开放[28,30]。我们在前期的小

动物研究中还发现电刺激产生的等长收缩运动诱导

生理性骨骼肌缺血训练可以促进VEGF分泌，通过

血液循环发挥远隔作用，促进远隔的骨骼肌和心肌

病理性缺血部位的侧支循环形成[9]。但这一结果来

源于动物，其冠脉结构与人类相差甚远，其次电刺激

诱导的等长收缩与生理性的等长收缩有差距，不能

排除电刺激对结果的干扰。本研究让冠心病患者进

行等长收缩诱导的PIT训练，结果提示PIT训练过程

中血压和心率的上升在合理的范围，并且患者在3

个月PIT训练过程中均没有心肌缺血的心电图和临

床表现。有研究发现等长收缩运动可以改善血流动

力学指标[31—32]；本研究训练组患者在3个月PIT训练

前后心率、血压增量的差异虽没有显著性意义，但有

下降趋势。说明等长收缩运动诱发的骨骼肌短暂的

生理性缺血对冠心病患者是安全的。

循环EPCs是侧支循环生成的细胞学基础。在

组织缺血状态下，EPCs可从骨髓释放进入外周血循

环，推测可通过归巢机制迁移至靶器官，产生促进血

管新生的作用[33]。有研究发现急性心肌梗死及急性

冠脉综合征后患者外周血EPCs有显著提高[34]，心脏

X综合征的患者循环血液内EPCs的含量与正常组

相比也有显著增加[35]，提示EPCs介导的组织及血管

修复是严重缺血后的生理反应。有研究证实侧支循

环不充分的冠心病患者循环EPCs数量显著低于侧

支循环较充分的患者，证实了EPCs在侧支循环生成

中的重要作用[36]。Sandri等[37]发现有缺血疾病的患

者进行缺血性运动训练（运动至出现下肢跛行）后

EPCs增加，进行非缺血性训练后EPCs不改变，结果

提示运动时的缺血刺激是促进EPCs归巢效应的前

提。本课题组前期研究发现PIT可促进心肌缺血兔

循环EPCs的增加，提取外周血EPCs进行铁离子标

记后注入外周血，示踪观察到EPCs归巢到缺血心肌

（国家自然科学基金30570893）。本研究的患者经

过3个月的PIT后，循环EPCs数量显著增加考虑主

要是等长收缩诱发的反复生理性缺血可以刺激

EPCs从骨髓释放进入外周血循环，这些EPCs很可

能通过归巢效应到达患者病理性缺血的心肌部位，

从而促进血管新生。

VEGF是最重要的促血管生长因子，在小动脉

生成及血管新生过程中均起重要作用[38]。本课题组

前期研究发现兔心肌缺血刺激使心肌VEGF表达增

高，同时也使邻近组织和远隔组织的表达增加[39]；血

液与心肌、肝脏VEGF水平具有相关性[40]。这些结

果提示缺血刺激不仅导致局部组织的VEGF增加和

血管储备改善，也可以导致VEGF的远隔表达。本

研究训练组冠心病患者经过3个月的PIT后VEGF

的浓度上升，而对照组患者的浓度没有显著改变。

虽然PIT的训练部位是肢体骨骼肌，但这种生理性

缺血刺激诱导生成的VEGF很可能可以远隔表达到

缺血心肌，从而造成远隔部位侧支循环的形成。

有研究提示冠心病患者外周血VEGF表达的增

加可以促进循环 EPCs 数量的增加[16]。虽然促进

EPCs从骨髓释放的分子生物学机制尚不清楚[11]，但

有一系列的研究表明VEGF可能是主要的促内皮祖

细胞释放的分子[41]，VEGF很可能通过EPCs表面的

VEGF受体Flk-1与EPCs的募集与归巢之间存在密

切关系[42]。离体研究发现体外培养中，VEGF浓度与

EPCs的增殖率呈正相关[43]。Shintani等[44]发现急性

心肌梗死患者外周血 EPCs 与 VEGF 水平呈正相

关。Hiasa等[45]报告缺血导致的血管新生是VEGF和

EPCs协同作用的结果。本研究3个月后两组患者

外周血EPCs的数量与VEGF的浓度也呈正相关。

故PIT诱发增加的VEGF可能是促进外周血循环中

所增加的EPCs归巢到远隔病理性缺血心肌的机制

之一，从而促进缺血心肌侧支循环的生成。

本研究的创新在于首次把PIT应用于临床患

者；并发现PIT可以增加冠心病患者循环EPCs数量

和VEGF浓度，可能通过VEGF的远隔表达和EPCs

的归巢作用，促进远隔缺血心肌侧支循环的生成。

这种训练方式可望给不耐受或者无力承担相关药物

治疗、介入治疗、手术治疗和生物学治疗的心肌缺血

患者开创一条安全有效的全新治疗途径；并且可望

在药物应用的同时，协助延缓或逆转病情向心肌梗

死发展的进程，减轻病变，保持及改善心功能。

本研究的主要局限是没有对患者骨骼肌、血液
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和心肌的EPCs和VEGF进行示踪研究。因此对于

血液EPCs和VEGF的升高是否来源于骨骼肌缺血

刺激以及血液中增加的VEGF是否促进EPCs归巢

至缺血心肌尚无法最后定论。但是训练组患者经过

3个月PIT外周血EPCs和VEGF形成的作用超越了

对照组患者，这个附加作用充分提示其物质基础是

来自于骨骼肌的缺血刺激；具体机制的阐明有待进

一步研究。
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运动创伤、关节镜手术护理及康复培训班通知

为提高医院康复医疗服务能力和水平，解决临床医生对康复护理工作不能紧密配合迅速发展的临床工作的遗憾，满足人

民群众日益增长的康复医疗和护理需求，北京大学第三医院运动医学研究所拟于2012年6月15—17日在北京举办“运动创伤

及关节镜手术护理及康复培训班”。

授课内容：现代骨关节康复进展；前交叉韧带术后感染的康复；髋关节骨关节病患者康复；膝关节置换术后的康复；肩、肘

关节术后康复原则；关节功能的评定和训练方法；运动创伤后个性化康复的重要性；营养在康复中的作用；临床护理工作中健

康教育的评估；康复时机选择及康复护理的内容；护士在康复中的作用；围术期康复护理管理的方法及实施；一对一徒手康复

训练辅导练习。

费用：培训注册费（含资料费）1000.00元；食宿统一安排，费用自理。

报名方法：联系人：李菲；电话：010-52460587，13910570090；邮件：lily-li@win-conference.net

学分：培训结束按国家规定授予相应继续教育Ⅰ类学分8学分。

北京大学第三医院运动医学研究所
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