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摘要

目的：研究内皮祖细胞（EPCs）对生理性缺血训练（PIT）促进远隔缺血心肌侧支循环生成的影响。

方法：选择健康新西兰白兔雌雄不拘，体重（2.5±0.5）kg。冠状动脉左室支（LVB）安装特制水囊球，通过充放水制作

可控性心肌缺血动物模型。休息1周后将实验动物随机分为6组：假手术组（SO）、单纯肢体缺血组（LIT）、单纯心肌

缺血组（MI）、生理性缺血训练组（PIT）、EPCs促进剂组（Pro-EPCs）、EPCs抑制剂组（Inhi-EPCs）。SO组不做任何干

预，LIT组进行双下肢缺血训练，MI组进行心肌缺血训练，PIT组生理性缺血训练，即心肌缺血同时进行双下肢缺血

训练，Pro-EPCs组在PIT组基础上口服EPCs促进剂，Inhi-EPCs组在PIT组基础上口服EPCs抑制剂。训练4周后，

取左室支支配区域心肌，采用微球法测定训练前、后缺血区心肌相对侧支循环血流量(RCBF)；免疫组化法检测实验

终点缺血区毛细血管密度（CD）。

结果：与实验前相比，MI组、PIT组RCBF值分别增加 5.11、19.39（P＜0.05）。实验结束时，MI组、PIT组RCBF显著

高于SO组和LIT组（P＜0.05），PIT组高于MI组（P＜0.05），SO组与LIT组无显著性差异（P＞0.05）。与PIT组比较，

Pro-EPCs组RCBF明显增高（P＜0.05），Inhi-EPCs组RCBF显著降低（P＜0.05）。CD结果与RCBF值类似。

结论：①生理性缺血训练可促进远隔缺血心肌侧支循环生成。②生理性缺血训练同时，正负向调节内皮祖细胞，可

相应促进或抑制远隔缺血心肌侧支循环生成。EPCs是生理性缺血训练促进远隔缺血心肌侧支循环形成过程中的

重要细胞机制。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of endothelial progenitor cells (EPCs) on collateral circulation formation

promoted by physiological ischemic training in remote ischemic myocardium.

Method: Healthy male or female New Zealand white rabbits weighing (2.5±0.5)kg were selected. Controllable

myocardial ischemia was modelled by a water balloon constrictor implanted on the left ventricular branch(LVB)

in a rabbit. One week later, the rabbits were randomly divided into six groups: sham operation group(SO),

pure limb ischemia group(LIT), pure myocardial ischemia group(MI), physiological ischemic training group

(PIT), PIT with EPCs promoter group(Pro-EPCs), PIT with EPCs inhibitor group(Inhi-EPCs). After four weeks

of training, the left ventricular myocardium branch dominated region were taken，relative collateral blood flow

(RCBF) measured by microspheres and capillary density(CD) by immunohistochemical assay.
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冠心病治疗主要目的在于改善缺血区心肌血液

供应，保护心脏的功能和避免心脏病事件的发生。

冠脉侧支循环生成是改善缺血心肌血供的重要方

向。研究表明适当的心肌缺血可诱发血管生成因子

释放，促进缺血心肌侧支循环生成[1]，在一定程度上

增加缺血心肌局部血供，从而改善冠心病患者临床

表现及预后[2]。但在冠心病病理基础上进行心肌再

缺血训练，存在伦理及安全性顾虑，临床上难以实

施。因此，如何找到一种安全有效的方法既能促进

侧支循环生成又不增加风险成为临床需要迫切解决

的问题。Gao等[3]发现肢体进行3次5min缺血/5min

再灌注可产生与心肌局部缺血类似的心脏保护作

用，但其机制不明。本课题组前期研究发现正常肢体

缺血可通过增加远隔缺血组织内血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor, VEGF）生成[4]，

促进远隔缺血部位侧支循环生成，从而改善缺血心

肌血液供应，减少心肌梗死面积[5]，为此本研究课题

组正式提出生理性缺血训练（physiological isch-

emia training, PIT）概念[6]，即正常骨骼肌反复短暂

的生理性缺血，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，但该过程的细胞学机制尚

未阐明。

内 皮 祖 细 胞（endothelial progenitor cells,

EPCs）是一类具有内皮细胞分化功能的干细胞，主要

存在于骨髓和外周血中，参与出生后血管新生[7]。研

究发现心肌局部缺血、适量运动等可动员骨髓中

EPCs迁移到外周血中[8]，损伤冠脉内注射或缺血心

肌局部移植骨髓源性或外周血EPCs，可增加缺血心

肌局部毛细血管密度 [9]。但 EPCs 是否参与生理性

缺血训练促进远隔缺血心肌侧支循环生成过程尚未

见报道。本实验在生理性缺血训练基础上，通过药

物促进或抑制EPCs，观察其对远隔缺血心肌侧支循

环生成的影响，旨在证明EPCs在生理性缺血训练促

进远隔缺血心肌侧支循环生成过程的重要作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年普通级新西兰兔，体重（2.5±0.5）kg，

由南京金陵种兔场提供（许可证号SCXK（苏）2012-

0003）。饲养于 12h 昼/夜循环、无限量供水和食物

的环境中。实验方案遵循美国 NIH 公布的实验动

物使用指南[23]，并经江苏省人民医院伦理委员会批

准。

1.2 可控性心肌缺血模型制备

参照王骏等 [10]的方法造模，3%戊巴比妥钠

（30mg/kg）耳缘静脉注射麻醉，左侧第 5 肋间进胸

（避免损伤纵隔），心包作长约1cm的纵向切口，寻找

冠状动脉左室支（left ventricular branch, LVB）。

距左心耳5—10mm处的左室支安置水囊球。5-0带

针缝合线固定。水囊充水，肉眼观察水囊压迫部位

以下左室支支配区心肌发绀，心电图Ⅱ导联显示ST

段抬高；抽水后发绀区心肌颜色恢复正常，2min内

心电图恢复正常，水囊末端经皮下由颈背部穿出，便

于水囊注水心肌缺血训练。

1.3 分组

造模成功后随机分为6组：假手术组（sham op-

eration, SO）、单纯肢体缺血组（limb ischemia train-

ing, LIT）、单纯心肌缺血组（myocardial ischemia

training, MI）、生理性缺血训练组（physiological

ischemic training, PIT）、EPCs促进剂组（EPCs pro-

Result: Compared with the pre, the RCBF of MI group and PIT group increased 5.11 and 19.39 respectively

(P＜0.05). At the endpoint, the RCBF of MI group and PIT group was significantly higher than that of SO

group and LIT group (P＜0.05). PIT group had a higher result than the MI group (P＜0.05). And the effect

was accelerated by EPCs promoter (P＜0.05) and inhibited by EPCs inhibitor (P＜0.05). Capillary density

(CD) had a similar result with the RCBF.

Conclusion: ① Physiological ischemic training can promote the formation of collateral circulation in remote

myocardium. ②EPCs play a crucial role in this process.

Author's address Department of rehabilitation medicine, First Affiliated Hospital of Nanjing Medical Universi-

ty, Nanjing,210029

Key word endothelial progenitor cell; physiological ischemic training; myocardial ischemia; collateral circula-

tion formation; New Zealand white rabbits

512



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第6期

成功制作可控性心肌缺血模型

PIT组MI组LIT组SO组 Inhi-EPCs组Pro-EPCs组

单纯肢体
缺血训练

安静饲养 单纯心肌
缺血训练

肢体缺血+
心肌缺血

肢体缺血+
心肌缺血+
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实验室检测

侧支循环
血流量

毛细血管
密度

图1 实验流程

moter, Pro-EPCs）、EPCs 抑制剂组（EPCs inhibitor,

Inhi-EPCs）。SO组不做任何干预，LIT组进行双下

肢缺血训练，MI组进行心肌缺血训练，PIT组生理性

缺血训练，即心肌缺血同时进行双下肢缺血训练，

Pro-EPCs组在PIT组基础上口服EPCs促进剂，Inhi-

EPCs 组在 PIT 组基础上口服 EPCs 抑制剂，实验流

程见图1。

1.3.1 双下肢缺血训练方案：手动气压止血带环扎

兔双后肢近端，阻断股动脉血流。每次环扎以环扎

以下皮肤变紫，环扎下方摸不到股动脉搏动为准。

强度为3min/次，3次/d，间隔5min[3]，5d/周，共4周[11]。

1.3.2 心肌缺血训练方案：左室支安置的水囊球内

充水，心电图Ⅱ导联监测出现ST段抬高，抽水2min

内心电图恢复正常，记录打水量，即为缺血训练量。

训练强度为 2min/次，2次/d，间隔 10min，5d/周，共 4

周[12—14]，模拟稳定型心绞痛。每周检测1次心电图，

调整打水量。

1.3.3 干预药物：Pro-EPCs组生理性缺血训练同时

饲喂EPCs促进剂阿托伐他汀，剂量为5mg/只/d，5d/

周，共 4 周。Inhi-EPCs 组训练同时饲喂 EPCs 抑制

剂雷帕霉素，剂量为0.5mg/只/d，5d/周，共4周。

1.4 实验室检测

1.4.1 缺血心肌相对侧支循环血流量（relative col-

lateral blood flow, RCBF）检测。彩色微球（DYE-

TRAK，TPITon 公司）注射[15]：于造模之日水囊充水

前、水囊充水心肌缺血2min的最后30s、取材之日水

囊充水前、水囊充水心肌缺血 2min的最后 30s四个

时间点，分别由左心耳缓慢注射曙红、黄、紫、白色微

球0.15ml。

实验结束时取水囊固定远端左室支支配局部心

肌，室温自然腐败 2周，经消化、漂洗后萃取微球中

的染料。分别在曙红、黄、紫、白、蓝（对照）相对应的

535nm、448nm、594nm、390nm、672nm 波长下用分

光光度计（上海精科分析仪器厂）检测，所得吸光度

值用计算软件（TPITon5.xls Dye—Trak File Data

Page）得出微球粒数（粒/g心肌）RCBF计算：以同一

动物LVB未阻断时（水囊充水前）水囊固定远端心

肌内微球数量作为参照，测定公式如下：RCBF=

（CCBF/CBF）%。冠状动脉侧支血流量（CCBF）：

LVB 阻断时（水囊充水时）水囊固定远端心肌内微

球数量（粒/g）。冠状动脉血流量（CBF）：LVB未阻

断时（水囊充水前）水囊固定远端心肌内微球数量

（粒/g）。

1.4.2 毛细血管密度（capillary density, CD）检测。

实验结束时取水囊固定远端左室支支配局部心肌，

免疫组化法检测[1]：组织脱蜡至水、微波抗原修复，

3% H2O2封闭内源性过氧化物酶，滴加 1∶100 稀释

的兔抗人Ⅷ因子相关抗原多克隆抗体（DAKO 公

司）50μl，室温孵育 lh。滴加辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔 IgG 二抗 50μl，室温孵育 30min。DAB 显

色，苏木素复染，常规脱水、透明、中性树胶封片。高

倍显微镜（OLYMPUS BX-40型，400×）下观察视野

内Ⅷ因子阳性染色的新生毛细血管。判断标准为：

数个棕色内皮细胞围成的窦状、条索状管腔以及无

管状结构的数个或单个内皮细胞。每张切片随机选

5个视野，取平均数。

1.5 统计学分析

数据均以均数±标准差表示。所有数据均经

SPSS 17.0软件检验呈正态性分布且方差齐性。组

间采用单因素方差分析（one-way analysis of vari-

ance, ANOVA），组间多重比较采用最小显著差法

（least significant difference, LSD）。同组训练前后

RCBF比较采用配对 t检验。

2 结果

2.1 实验动物

成功造模 54只，随机平均分配至六组，训练过

程中感染死亡 1 只，水囊注水后心电图不再变化 2

只，至实验终点各组动物数目：SO 组 9 只、LIT 组 8

只、MI 组 9 只、PIT 组 8 只、Pro-EPCs 组 8 只、Inhi-
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EPCs组9只。实验前后各组动物数见表1。

2.2 实验前后各组缺血心肌相对侧支循环血流量

训练前各组间LVB支配区RCBF基础值无显著

差异（P＞0.05）。到达实验终点时，与相应基础值比

较，MI 组、PIT 组、Pro-EPCs 组 RCBF 值分别增加

5.11，19.39，32.14（P＜0.05）。实验终点时 MI 组、

PIT组RCBF显著高于SO组和LIT组（P＜0.05），且

PIT 组高于 MI 组（P＜0.05），LIT 组与 SO 组无显著

性差异（P＞0.05）。与PIT组相比，Pro-EPCs组侧支

循环血流量明显增高（P＜0.05），Inhi-EPCs 组显著

降低（P＜0.05)。见表2。

2.3 实验终点各组毛细血管密度

终点时，PIT组的CD为（11.40±2.29）个／视野，

显著高于 MI 组（4.33 ± 1.07）（P＜0.05）及 SO 组

（1.53±0.73）个/视野（P＜0.05）。MI 组毛细血管密

度亦显著高于S0组和LIT组，SO组与LIT组毛细血

管密度无显著差异。与PIT组比较，Pro-EPCs组CD

值为 21.51±1.67，明显高于 PIT 组（P＜0.05），Inhi-

EPCs 组为 1.43±0.82，明显低于 PIT 组（P＜0.05）。

见图2—3。

表1 实验前后各组动物数 (只)

组别

训练前
实验终点

SO组

9
9

LIT组

9
8

MI组

9
9

PIT组

9
8

Pro-EPCs组

9
8

Inhi-EPCs组

9
9

表2 实验前后各组缺血心肌侧支循环血流量比较 (x±s)

组别

SO组
LIT组
MI组
PIT组

Pro-EPCs组
Inhi-EPCs组

注：CBF：冠状动脉血流量（LVB未阻断时（水囊充水前）水囊固定远端心肌内微球数量（粒/g）；CCBF：冠状动脉侧支血流量（LVB阻断时（水囊
充水时）水囊固定远端心肌内微球数量（粒/g）；RCBF：心肌相对侧支循环血流量，RCBF=CCBF/CBF×100。①同组实验前后RCBF比较P＜
0.05；②与假手术组比较P＜0.05；③与单纯肢体缺血组比较P＜0.05；④与单纯心肌缺血组比较P＜0.05；与生理性缺血训练组比较：⑤P＜0.05

基础值
CBF(粒/g)

3046.89±60.41
3042.13±46.80
2928.22±92.35
2974.38±68.12
3040.25±26.02
3031.44±51.35

CCBF(粒/g)
1320.89±50.16
1404.75±94.73
1288.89±51.92
1309.00±27.25
1351.88±55.24
1288.67±19.18

RCBF(%)
43.00±1.32
45.75±3.41
43.44±1.24
43.50±0.76
44.00±1.93
42.11±0.93

终点值
CBF(粒/g)

3072.44±64.08
2992.50±202.06
2958.44±141.52
2954.00±80.07
3029.88±43.47

2920.44±206.62

CCBF(粒/g)
1399.11±72.22
1403.88±53.39
1501.89±67.29
1921.75±61.11
2353.50±40.32
1312.89±63.97

RCBF(%)
45.11±2.80
46.63±2.77

50.22±0.97①②③

64.50±0.93①②③④

77.25±1.67①⑤

44.67±4.92⑤

图2 实验终点缺血心肌新生毛细血管密度

箭头所指为Ⅷ因子染色阳性细胞（×400）

⬆

A

⬆

B ⬆

⬆
⬆

C

⬆
⬆

⬆
⬆

D ⬆ ⬆⬆
⬆
⬆

⬆ ⬆E
⬆

F

假手术组 单纯假肢缺血组 单纯心肌缺血组 生理性缺血训练组 EPCs促进剂组 EPCs抑制剂组

图3 各组毛细血管密度比较

CD d
d

a

a

b

b

c

SO Inhi-EPCsPro-EPCsPITMILIT

20

0

5

10

15

25

C
D

a与假手术组比较P＜0.05；b与单纯肢体缺血组比较P＜0.05；c与单
纯心肌缺血训练组比较 P＜0.05；d 与生理性缺血训练组比较 P＜
0.05

3 讨论

3.1 生理性缺血训练促进远隔缺血心肌侧支循环

生成

研究表明冠脉侧支循环生成可改善缺血性心肌

病患者预后[16]，冠脉侧支循环丰富者未来心血管事

件发生率下降，因冠心病死亡率、介入治疗或冠脉搭

桥手术等比率也相应下降，且冠脉侧支循环的生成

可降低心肌梗死发生率。

局部心肌缺血可促进冠脉侧支循环生成。冠状

动脉急性缺血 90s内即可有固有冠脉侧支开放，冠
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状动脉慢性闭塞90d可产生新的侧支循环。前期研

究发现缺血阈强度（初始诱发心电图ST-T改变的强

度）训练可有效增加可控性心肌缺血猪模型侧支循

环生成[1]。本研究结果显示单纯心肌缺血组与假手

术组相比，可明显增加心肌缺血周围冠状动脉侧支

循环密度，增加微血管血流量，结果与既往研究结果

一致。但无论直接或间接诱发冠心病患者心肌缺血

的方式，均存在安全及伦理顾虑，临床上难以实施。

PIT可促进远隔缺血心肌侧支循环生成。研究

发现一侧肢体反复生理性缺血训练可增加对侧病理

性缺血肢体侧支血管生成[4]。从而提出生理性缺血

训练的概念，即正常骨骼肌反复短暂生理性缺血，促

进远隔病理性缺血部位的侧支循环生成，而对正常

组织无影响。本系列课题组前期研究发现生理性缺

血训练可促进VEGF释放[11]，VEGF是促进血管生成

的重要因子，随血液循环进入到远隔病理性缺血部

位，从而诱发或加强该部位的侧支循环生成。本研

究对可控性心肌缺血兔模型，采用非侵入性止血带

环扎兔双下肢近端，阻断股动脉血流实现生理性缺

血，参照既往研究最适训练强度，进行为期4周的生

理性缺血训练。实验结束时PIT组侧支循环显著高

于SO组、LIT组及MI组，说明生理性缺血训练可促

进远隔缺血心肌侧支循环生成，且作用优于单纯心

肌缺血训练。单纯肢体缺血对正常心肌无促进侧支

循环生成作用。

3.2 EPCs在PIT促进远隔缺血心肌侧支循环生成

过程中的重要作用

EPCs参与血管形成。EPCs是源于骨髓和外周

血的具有内皮细胞分化功能的干细胞。在正常情况

下绝大部分的EPCs存在于骨髓中，外周血中EPCs

数量只相当于外周血细胞的0.01%。当存在生理性

或病理性刺激，如适量运动、局部缺血（包括心肌缺

血和外周缺血）时，可动员骨髓中EPCs，向外周血迁

移。缺血损伤处高表达的VEGF趋化外周血EPCs

归巢至缺血局部，通过EPCs自身的分化增殖而形成

新生血管，或EPCs分泌VEGF、母细胞生长因子（ba-

sic fibroblast growth factor, bFGF）等细胞生长因

子，通过旁分泌效应促进局部血管内皮细胞增殖，即

增强血管生成效应，促进缺血组织新生血管形成。

局部心肌缺血可增加EPCs数目。不稳定性心

绞痛患者或X综合征患者或稳定型冠心病患者运动

训练后等心肌缺血事件均可动员EPCs，增加外周血

EPCs 数目[17—18]。动物实验及临床实验表明心梗后

外周血EPCs数目逐步增加，第5—7天达高峰，后逐

渐下降至基础值。Porto等[19]通过心肌磁共振显影

方法证实了是心肌缺血而非心肌坏死或其他心肌病

变对动员EPCs迁移到外周血中具有促进作用。

肢体缺血可增加EPCs数目。动物实验表明肢

体缺血可诱发外周EPCs数目增加，Sandri等[8]的临

床研究发现外周动脉阻塞性疾病患者（peripheral

arterial occlusive disease, PAOD）及健康志愿者进

行急性下肢缺血训练后，外周血EPCs均明显上升，

且与VEGF成正比，从而说明肢体缺血亦可增加外

周血EPCs数目。

他汀类药物是 EPCs 促进剂，可通过快速激活

Akt信号通道，激活内皮祖细胞活性，诱导EPCs由骨

髓向外周血迁移，增加外周血EPCs数目和功能[20]。

雷帕霉素可降低EPCs分泌 eNOS，减少EPCs数目、

降低其增殖、迁移、黏附及血管生成能力，并破坏端

粒酶活性，加速EPCs衰老，促进EPCs凋亡[21—22]，是

EPCs抑制剂。本研究 Pro-EPCs组、Inhi-EPCs组分

别在生理性缺血训练基础上应用EPCs促进剂和抑

制剂，结果显示EPCs促进组侧支循环数目及血流量

显著高于PIT组；EPCs抑制组侧支循环生成则明显

低于 PIT组。从而证明了EPCs在生理性缺血训练

促进侧支循环生成过程中的重要作用。

3.3 本实验局限性

①未能检测缺血训练双下肢组织是否有炎症坏

死等不良现象发生，在每次生理性缺血训练结束后

均采用肉眼观察结扎部位以下恢复鲜红，股动脉搏

动恢复正常。②因实验条件等原因，本研究只对生

理性缺血训练促进冠脉侧支循环生成的细胞机制进

行了初探。由于侧支循环生成过程中除EPCs外，还

可能存在其他复杂机制，因此在今后的研究中将继

续深入探讨。
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