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等长收缩训练促进犬慢性缺血心肌血流灌注的研究*

姜 峰1 管骏涛1 宋佳成1 严降雨1 林 松2 陆 晓1,3

摘要

目的：观察主动等长收缩训练对犬慢性缺血心肌血流灌注的影响。

方法：应用Ameroid缩窄器制备犬慢性冠状动脉狭窄模型，造模成功后，将模型动物随机分为2组：对照组（CG组）

（n=6），主动等长收缩训练组（AIE组）（n=6）。主动等长收缩训练：采用100%最大强度训练1min，休息1min，每日重

复20次，每周训练5天，训练时程为6周。训练6周末，所有模型犬行心脏SPECT成像测定心肌缺血区域血流灌注，

免疫组化法测定犬缺血心肌组织毛细血管密度。

结果：AIE组缺血区域静息血流灌注心肌节段总评分（23.00±2.35）较CG组（46.4±8.88）明显降低（P＜0.05），AIE组

缺血心肌部位的毛细血管密度（22.40±2.07）显著高于CG组（15.20±5.40）（P＜0.05）。

结论：主动等长收缩训练可以增加慢性心肌缺血犬的心肌毛细血管密度，促进缺血心肌的血流灌注。
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Isometric exercise training increases myocardial perfusion for chronic ischemic myocardium in canine/JI⁃
ANG Feng, GUAN Juntao, SONG Jiacheng, et al.//Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, 2016, 31
(6): 611—616
Abstract
Objective: To investigate the effects of active isometric exercise training on capillary density and myocardial

perfusion in canine model of chronic ischemic myocardium.

Method: An Ameroid constrictor was placed around the left anterior descending branch of the left coronary ar-

tery in 12 canine. SPECT (single-photonemission computed tomography) imaging was used to evaluate myocar-

dial perfusion. The animals were divided into active isometric exercise training group (AIE) (n=6) and control

group (CG) (n=6). Canine in the AIE group performed active isometric exercises for 6 weeks, whereas canine

in the CG group remained sedentary. The expression of capillary density was measured by immunohistochemi-

cal analysis. Myocardial perfusion was assessed by SPECT imaging.

Result: The capillary density in the AIE training group（23.00±2.35）was significantly higher than that in the

CG group（46.4±8.88） (P＜0.05). SPECT imaging showed that myocardial perfusion（22.40±2.07）was significant-

ly improved in the AIE training group（15.20±5.40） (P＜0.05).

Conclusion: Active isometric exercise could increase the capillary density in the canine model of chronic myo-

cardial ischemia, and thus effectively increase the blood perfusion in ischemic myocardium.
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冠心病已成为对人类威胁最大的疾病之一[1]。改

善缺血心肌血流灌注是治疗冠心病的主要方法[2]。目

前经皮冠状动脉介入治疗（percutaneous coronary

intervention, PCI）及冠脉搭桥手术是改善缺血区域

心肌灌注的常用方法[3]。但是，有很大一部分患者

由于各种客观条件因素限制不适合做PCI治疗和冠

脉搭桥手术[4—6]，因此冠脉侧支生成即患者自身形成

动脉“生物搭桥”以补充缺血区域心肌血供不足有可

能成为冠心病患者极具潜力的治疗方法之一[7]。

近年来国内外的实验证实等长收缩运动，不仅

能够延长动力性运动的作用持续时间，还能有效地

降低心绞痛、心肌缺血等的发生概率[8]，但是等长收

缩运动能否促进缺血心肌侧支生成，改善血流灌注，

仍缺少足够的研究来证实。本实验通过观察主动等

长收缩训练对犬慢性缺血心肌血流灌注的影响，证

明等长收缩训练的有效性及安全性，为冠心病临床

康复治疗开辟新途径提供详实的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年雄性比格犬，普通级,月龄 10—15 个

月，体质量（10.0±2.0）kg，购自南京医科大学实验动

物中心[SCXK（苏）2014-0025]。动物饲养均采用标

准饲料、自由饮水；饲养环境为温度、湿度、亮度控制

的房间。动物在南京医科大学动物实验中心进行适

应性饲养一周后进行手术造模及分组训练。实验方

案遵循美国NIH公布的实验动物使用指南，并经南

京医科大学第一附属医院伦理委员会批准。

1.2 慢性心肌缺血模型的建立

该动物模型采用国内外较为的成熟的造模技

术 [9]。实验犬取右侧卧位，经 3%戊巴比妥 1ml/kg

（CWE公司，美国）静脉麻醉；常规备皮、消毒、铺巾，

气管插管，机械通气辅助呼吸，潮气量20ml/kg，呼吸

频率 15 次/min，呼吸比 1∶2，氧浓度为 300—400ml/

min，静脉注射肌松剂罗库溴铵 0.6mg/kg（默沙东公

司，美国），于胸骨左缘第 5肋间进胸，暴露心脏，使

用2%利多卡因喷洒心脏表面，从而减少手术操作引

起心脏的刺激反应。寻找到冠状动脉左前降支，于

第一对角支上方，距离心耳边缘约0.5—1cm处放置

内径 1.75mm 大小的 Ameroid 缩窄环（美国 Rease-

arch Instruments，SW公司），闭式胸腔引流，逐层缝

合后关闭胸腔，缝合皮下组织和皮肤，术后 2h拔出

引流管和气管插管。术后进行常规抗感染治疗，肌

肉注射青霉素240万单位，每日2次，共3d。

1.3 主动等长收缩训练模型的建立

主动等长收缩训练采用固定犬的双侧前肢，使

犬背负铅块，犬处于仅能依靠双侧后肢着地的站立

体位来诱发双侧后肢的等长收缩运动，逐渐增加犬

所背负铅块的重量，测定单次站起并能够维持1min

所能背负的最大负荷（1RM）作为 100%最大等长收

缩训练强度。以1RM作为100%最大等长收缩训练

强度。采用100%最大强度训练1min，休息1min，每

日重复20次，每周训练5天，训练时程为6周。

1.4 实验动物分组

成功造模的 12只犬在休息 1周后，随机分为对

照组（control group, CG组）6只和主动等长收缩训

练组（active isometric exercise, AIE组）6只。其中

CG 组继续安静饲养 6 周。AIE 组进行主动等长收

缩训练。实验流程见图1。

1.5 SPECT显像

运动训练 6周后全部 12只模型犬以 3%戊巴比

妥 1ml/kg 静 脉 麻 醉 后 ，静 脉 注 射 99Tcm- MIBI

20MBq/kg（江苏省原子能研究所），注射后 15 分钟

行 SPECT 显像（Inveon, Siemens 公司，德国），显像

条件：双探头断层图像采集，层厚 5.0mm，层间距

0.8mm，管电压100kV，管电流80mA，使用矩阵128×

128，放大倍数1.0，能峰140keV，窗宽20%，每11.25°

图1 实验流程图

动物造模

单纯心肌缺血组
（CG组）

主动等长收缩训练组
（AIE组）

安静笼养
（6周）

主动等长收缩训练
（6周）

取材和实验室检测

心肌核素灌注显像 心肌毛细血管密度

↓ ↓

↓ ↓

↓ ↓
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采集1帧，各时间点分别以短轴、水平长轴和垂直长

轴重建并融合心肌断层图像。放射性原子T99标记

甲氧基异丁基乙腈（MIBI），能选择性被功能正常心

肌吸收，聚集在正常心肌区域。吸收一定量放射性

药物的心肌会在图像中呈现高密度区域。如果心肌

有供血减少，MIBI吸收减少就会出现异常的暗区，

表明此区域可能处于缺血状态。显像结果采用靶心

图表示，靶心图将心脏分为前壁、前间壁、后间壁、下

后壁、前侧壁、后侧壁、心尖7个区域，20个节段。节

段心肌血流灌注情况采用半定量法节段评分：0分：

正常；1分：轻度降低；2分：中度降低；3分：重度降低；

4分：完全没有摄入。总的心肌血流灌注情况采用20

个节段的评分相加即节段总评分来表示。

1.6 心肌组织毛细血管密度检测

心肌取材：AIE组及CG组在6周结束训练后采

取安乐死。取材时静推 3%戊巴比妥后迅速开胸游

离心脏，于Ameroid阻断部位远端3mm处同一位置

取冠状动脉左前降支支配区域心肌置于 4%多聚甲

醛中以备镜检。

免疫组织化学染色：经4%多聚甲醛溶液固定的

心肌组织进行常规石蜡包埋，切片，脱蜡至水，厚度

5μm，置于EDTA抗原修复缓冲液（pH9.0）的微波炉

内进行抗原修复，室温放凉，PBS冲洗，3% H2O2室

温孵育 25min，PBS 冲洗甩干，3% BSA 室温封闭

30min，甩干，一抗 4℃孵育过夜，PBS冲洗，甩干，以

vWF 标记的二抗（美国 Lab Vision 公司）室温孵育

50min，PBS 冲洗，甩干，加入 DAB（丹麦 DAKO 公

司）显色，Harris苏木紫复染3min左右封片观察。经

免疫组化染色的阳性微血管呈棕黄色。

毛细血管密度结果判断：采用Weidner法[10]判断

毛细血管密度：在光学显微镜（日本Olympus）低倍

视野下（40倍及 100倍）扫视完整的组织切片，在缺

血周边区域选取内皮细胞染色清晰，背景对比良好，

微血管数量最密集的部位，以染成棕黄色单个细胞

或内皮细胞丛作为一个血管计算。使用 image pro

plus 6.0 图像处理系统（USA Media Cybernetics），

在上述指定的视野范围内随机选取 5个视野，并以

调整光学显微镜200倍视野计算所有染色阳性的微

血管数，取其平均值作为毛细血管密度。染色的内

皮细胞或内皮细胞簇与附近的微血管或其他结缔组

织分开，就可以视为一个微血管，不考虑有无血管腔

存在作为判断血管的标准。光学显微镜下观察并选

取典型视野摄片。

1.7 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统计学软件检验呈正态性分布且方差齐

性。组间比较采用独立样本 t检验。

2 结果

2.1 模型建立情况

共有 14只犬进行慢性心肌缺血造模，1只于放

置缩窄环过程中因血管破裂大出血死亡，1只因手

术过程中突发室颤死亡。放置Ameroid缩窄环后即

刻和术后 4周，行 12导联心电图检查。在置入Am-

eroid缩窄环后 1h所有动物心电图均未出现急性心

肌梗死图形（包括ST段抬高和非ST段抬高型心肌

梗死）。置入Ameroid缩窄环后4周，所有模型犬心

电图均有改变，以Ⅰ、AVL 和（或）Ⅱ、Ⅲ、AVF 和

（或）V4—V6导联ST段压低和（或）T波改变为主。

见图2。

2.2 实验终点各组心肌血流灌注显像

心肌血流灌注采用心肌核素灌注显像靶心图进

行评价，靶心图把心脏分为前壁、前间壁、后间壁、下

后壁、前侧壁、后侧壁、心尖7个区域，20个节段。节

段心肌血流灌注情况采用半定量法节段评分，总的

心肌血流灌注情况采用 20个节段的评分相加即节

段总评分来表示。 AIE 组的心肌节段总评分

（23.00±2.35）低于CG组（46.40±8.88）（P＜0.05），提

图2 造模前后心电图

造模后造模后 造模后造模后

造模前造模前 造模前造模前
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A B

C D

示AIE组的心肌灌注血流有明显改善。见图3。

2.3 实验终点各组毛细血管密度

免疫组化染色的 vWF抗原阳性显示的微血管

呈棕黄色。在本实验中，vWF作为内皮细胞的标志

物，用来检测缺血区域毛细血管的数量。选取外直

径＜50μm、环形的阳性区域，作为认定毛细血管的

标准。计数方法以高倍镜下每张切片随机选5个视

野。计算 5个视野内毛细血管平均数，以每平方毫

米毛细血管数表示毛细血管密度。等长收缩训练6

周后，AIE组犬毛细血管密度（22.40±2.07）明显高于

CG组（15.20±5.40）（P＜0.05）。见图4。

图3 各组心肌核素灌注显像及靶心图

注：A为CG组心肌核素灌注显像；B为CG组靶心图；C为AIE组心肌核素灌注显像；D为AIE组靶心图
橙红色高亮度区域越多，心肌节段总评分越低，显示存活心肌越多，心肌血流灌注越好。

图4 各组毛细血管密度

注：A为CG组缺血心肌毛细血管密度的表达；B为AIE组缺血心肌
毛细血管密度的表达

A B

3 讨论

本研究中采用慢性心肌缺血模型，观察等长收

缩训练是否能改善缺血心肌血流灌注。结果显示等

长收缩训练组毛细血管密度明显高于对照组（P＜

0.05），心肌核素灌注显像证实等长收缩训练组缺血

心肌区域的心肌节段总评分明显低于对照组（P＜

0.05），即等长收缩训练可以通过促进缺血心肌侧支

生成，改善缺血区域血流灌注。

本研究在犬左冠状动脉前降支上放置Ameroid

缩窄环复制慢性心肌缺血模型。Ameroid缩窄环的

外层为金属，内层为酪蛋白，是一种内径为 1.5—

2.5mm的双层环。其作用原理是置入体内的酪蛋白

材料可吸收周围的组织液从而逐渐膨胀，而外层不
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能变形，酪蛋白膨胀后只能向内挤压，造成被箍的冠

状动脉狭窄乃至闭塞[11—13]。该方法在国内外的很多

动物实验中都得到证实，有较好的缓慢阻断冠状动

脉供血，导致慢性心肌缺血的作用[9]。与以往等长

收缩训练模型建立不同，以往模型多采用麻醉状态

下以感应电刺激诱发肌肉产生等长收缩运动[14—15]，

而本研究首次采用了清醒状态下使犬双侧后肢负重

站立诱发主动等长收缩运动，更贴近于临床，即临床

患者采用主动等长收缩运动较被动等长收缩运动更

简便更实用。这对于等长收缩训练以后在临床上的

推广和应用具有更直接的借鉴价值。

等长收缩运动作为人类肌肉的基本运动形式，

是指肌纤维的长度在肌肉收缩时保持不变，无关节

活动，但肌肉内张力增加。既往的观点认为等长收

缩运动能够引起血压的增加从而增加心脏后负荷，

因此被排除于心脏康复之外。然而，最近国外实验

证明：单独的握拳、负重运动或合并动力性运动与运

动试验相比，产生较少的ST段下移及心律失常。冠

心病患者在做动力性运动的同时进行等长收缩运

动，不仅能够延长动力性运动的作用持续时间，还能

有效地降低心绞痛、心肌缺血等的发生概率[16]。等

长收缩运动过程中心率和心输出量同时增高但是外

周血管阻力却没有明显变化，导致的结果是血压即

收缩压及舒张压均显著增高。本课题组前期的人体

实验研究也证实正常人及冠心病患者等长收缩训练

时心率、收缩压、舒张压均明显增加[17]。由于冠状动

脉主要在舒张期供血，等长收缩运动时舒张压增加

可能可以促进冠状动脉血流灌注，改善心肌供血，缓

解心绞痛症状[18]。

本课题组前期的动物研究发现，采用麻醉状态

下以电刺激坐骨神经诱发等长收缩运动，可以增加

局部股动脉固有侧支开放，增加局部血流[19]。Rich-

ards等[20]临床研究发现让患者做等长握拳运动的同

时，通过多普勒超声检测到前臂的血流量明显增

加。但是等长收缩运动是否能够促进远隔缺血心肌

的灌注目前研究较少。我课题组既往临床研究让冠

心病患者在行经皮冠状动脉介入治疗术中，在球囊

阻塞冠脉血管的同时做1min的等长握拳运动，发现

与对照组相比，等长收缩训练组侧支循环指数明显

增加，意味着单次等长收缩运动可以增加侧支血流

募集[21]，但是长期的等长收缩训练是否能够促进缺

血心肌局部侧支生成，改善血流灌注，目前研究较

少。

本研究通过观察主动等长收缩训练对远隔缺血

心肌侧支生成的影响。发现经过6周的主动等长收

缩训练，与对照组相比，训练组缺血心肌组织毛细血

管密度显著增加，核素心肌灌注显像提示缺血心肌

血流灌注显著改善，充分证明主动等长收缩训练可

以改善远隔缺血心肌的血流灌注。有文献证实，传

统的有氧训练尤其是缺血阈强度的有氧训练可以促

进缺血心肌侧支生成[22]。但在心肌缺血的基础上再

次诱发缺血，存在伦理及安全性的顾虑。主动等长

收缩训练不需要诱发心肌缺血，也不需要特别的设

备及设置，临床应用简便安全。因此本研究发现不

仅为等长收缩训练应用于心血管康复临床提供有力

证据，且其改善远隔缺血心肌血流灌注即“远隔生物

搭桥”作用，有可能为冠心病患者临床及康复治疗开

拓一条安全有效经济的新途径。

本研究存在相应的不足，只观察了等长收缩训

练可以促进缺血心肌的血流灌注，但是对其促进缺

血心肌侧支生成的机制并没有做深入研究。由于成

年后的侧支循环生成包括血管新生和动脉生成两部

分[23]，血管新生是指从原有的毛细后微血管网上芽

生分化出新生的、不具有完整中膜结构的毛细血管

网的过程。而动脉生成是指原有闭合的侧支循环网

开放并重塑，引起管径扩大，从而形成侧支交通，为

闭塞血管起到自身搭桥作用[24]。血管新生只能轻微

改善缺血区血供，而动脉生成可以产生有功能的大

侧支动脉，因此与血管新生相比可更有效恢复血管

阻塞后下降的血流[25]。本研究中等长收缩训练增加

缺血心肌血流灌注究竟是通过促血管新生还是动脉

生成目前还不清楚，本课题组将在未来的研究中进

行进一步探索。
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