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􀅰基础研究􀅰

神经肌肉电刺激对慢性低氧高二氧化碳
模型大鼠肺动脉高压的影响

覃燕青　 沈洁　 黄世园　 蒋贤逊　 王小同

【摘要】 　 目的 　 观察神经肌肉电刺激对慢性低氧高二氧化碳大鼠肺动脉高压的影响ꎮ 方法 　 选取

雄性 ＳＤ 大鼠 １８ 只ꎬ按随机数字表法分为正常对照组(对照组) 、低氧高二氧化碳组(模型组)和低氧高

二氧化碳＋神经肌肉电刺激组(电刺激组) ꎬ每组 ６ 只大鼠ꎮ 模型组和电刺激组每天置于氧舱内( Ｏ２ 浓

度 ９％至 １１％ꎬＣＯ２ 浓度 ５％至 ６％)８ ｈ 进行造模ꎬ连续 ４ 周ꎬ对照组则吸入普通空气ꎮ 每天造模结束后

对电刺激组大鼠双侧腓肠肌进行神经肌肉电刺激 ３０ ｍｉｎꎮ ４ 周后ꎬ处死大鼠ꎬ分离右心室(ＲＶ)和左心

室加室间隔( ＬＶ＋Ｓ) ꎬ计算右心肥厚指数 ＲＶＨＩ[ＲＶＨＩ＝ ＲＶ / ( ＬＶ＋Ｓ) ] ꎬ光镜下观察大鼠肺细小动脉结构

形态变化ꎬ计算出管壁厚度占血管外径的百分比(ＷＴ％)和管壁面积占血管总面积的百分比(ＷＡ％)ꎻ
采用蛋白质印迹法检测低氧诱导因子￣１α(ＨＩＦ￣１α) 、丙酮酸脱氢酶￣Ｅ１( ＰＤＨ￣Ｅ１) 、３￣磷酸肌醇依赖性蛋

白激酶 １( ＰＤＫ１)蛋白表达ꎻ同时采用微量酶标法检测( ＬＤＨ) 活性ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 法检测丙酮酸脱氢酶

( ＰＤＨ)的浓度ꎮ 结果 　 与对照组比较ꎬ模型组的 ＲＶＨＩ、ＷＴ％、ＷＡ％值均升高(Ｐ<０.０１) ꎬＨＩＦ￣１α、ＰＤＫ１
蛋白表达水平增高(Ｐ<０.０１) ꎬＰＤＨ￣１Ｅα 蛋白表达下降( Ｐ< ０.０１) ꎬＬＤＨ 活性提高( Ｐ< ０.０１) ꎬＰＤＨ 浓度

未见明显差异(Ｐ>０.０５) ꎮ 与模型组相比较ꎬ电刺激组的 ＲＶＨＩ、ＷＴ％、ＷＡ％值均显著降低( Ｐ< ０.０１) ꎬ
ＨＩＦ￣１αꎬＰＤＫ１ 蛋白表达明显下降(Ｐ<０.０１) ꎬＰＤＨ￣Ｅ１α 蛋白表达明显增高( Ｐ< ０.０１) ꎬＬＤＨ 活性显著下

降(Ｐ<０.０１) ꎬＰＤＨ 浓度未见明显差异(Ｐ>０.０５) ꎮ 结论 　 神经肌肉电刺激可能通过抑制 ＨＩＦ￣１α 蛋白表

达ꎬ抑制 ＰＤＫ１、ＰＤＨ￣Ｅ１α 活性、ＬＤＨ 活性ꎬ抑制肺组织氧化磷酸化向糖酵解转变ꎬ从而减轻肺血管重塑ꎬ
改善慢性低氧高二氧化碳所致的大鼠肺动脉高压ꎮ
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　 　 肺动脉高压是慢性阻塞性肺疾病(ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃ￣
ｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬＣＯＰＤ)发展至肺心病的一个重
要环节ꎬ可严重影响患者的生存状态、生活质量以及疾
病的预后转归ꎮ 肺动脉高压的主要特征为肺血管阻力
及肺动脉压力进行性升高ꎬ伴随不可逆的肺血管重塑ꎬ
最终可导致右心衰竭而死亡ꎮ

神经肌肉电刺激(ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａ￣
ｔｉｏｎꎬＮＭＥＳ)是通过刺激支配肌肉的神经分支ꎬ引起肌
肉收缩的一系列间歇性刺激[１]ꎮ 近年的研究发现ꎬ神
经肌肉电刺激可改善 ＣＯＰＤ 患者的肌肉功能[２]ꎬ提高
肌容积、肌肉力量和运动耐力[３]ꎮ 目前ꎬ仍鲜见关于
神经肌肉电刺激对肺动脉高压的影响及其相关机制的
研究ꎮ 基于以上因素ꎬ本研究拟采用神经肌肉电刺激
对低氧高二氧化碳肺动脉高压大鼠模型进行干预ꎬ以
期观察神经肌肉电刺激对肺动脉高压的影响ꎬ并对其
可能的机制进行分析ꎮ

材料与方法

一、实验动物分组
选取体重 ２００ ~ ２２０ ｇ 的无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 １８
只ꎬ由温州医科大学实验动物中心提供[合格证号
ＳＹＸＫ(浙)２０１０￣０１５０]ꎮ 按随机数字表法将 １８ 只大鼠
分为对照组、模型组(低氧高二氧化碳造模)、电刺激组
(低氧高二氧化碳造模＋神经肌肉电刺激)ꎬ每组 ６ 只ꎮ

二、模型制备
所有大鼠均置于常压低氧高二氧化碳动物实验模

拟舱(潍坊产)内ꎬ模型组和电刺激组吸入 Ｏ２ 浓度
９％~１１％ꎬＣＯ２ 浓度 ５％ ~ ６％的气体ꎬ每天 ８ ｈꎬ持续 ４
周(即造模 ４ 周)ꎻ对照组仅吸入空气ꎬ其他各类条件
与模型组和电刺激组相同ꎮ ３ 组大鼠均置于正常环境
中饲养(室温 ２０ ~ ２３ ℃ꎬ湿度 ５０％ ~ ７０％)ꎬ自由饮食
和饮水ꎮ

三、ＮＭＥＳ 方法
３ 组大鼠均于每日吸气后即刻给予电刺激治疗ꎬ

每天造模结束后ꎬ将大鼠固定于固定台上ꎬ局部剃毛ꎬ

黏贴表面电极片于双侧腓肠肌并连接韩氏穴位神经肌
肉刺激仪(南京产)ꎬ对照组和模型组刺激仪不通电ꎬ
电刺激组刺激参数为 １００ Ｈｚ 刺激 ３ ｓ 与 ２ Ｈｚ 刺激 ３ ｓ
交替ꎬ 刺激强度以可见肌肉收缩为宜ꎬ 每次刺激
３０ ｍｉｎꎮ

四、检测方法及观察指标
１. 动物取材和右心肥厚指数( ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｈｙ￣

ｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎｄｅｘꎬＲＶＨＩ)测定:造模 ４ 周后ꎬ将 ３ 组大
鼠经 ５％水合氯醛腹腔麻醉ꎬ打开胸腔ꎬ快速经左心
室温生理盐水灌注ꎬ待肺组织血液冲净后ꎬ完整取下
心脏ꎬ剪去心房组织ꎬ再沿室间隔剪开ꎬ分离右心室
( ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅꎬＲＶ)和左心室加室间隔( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ
＋ｓｅｐｔｕｍꎬＬＶ＋Ｓ)ꎬ用滤纸吸净后置于电子天平称重ꎬ
测量 ＲＶ / (ＬＶ＋Ｓ)重量比ꎬ即 ＲＶＨＩꎮ 将左下肺置于
４ ℃的 ４％多聚甲醛中固定ꎬ余肺组织－８０ ℃ 冰箱保
存待测ꎮ

２. 肺血管形态学检测:造模 ４ 周后ꎬ将肺组织置
于 ４％多聚甲醛中固定 ４８ ｈꎬ常规脱水石蜡包埋ꎬ５ μｍ
厚度切片ꎬ行苏木素一伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染
色ꎬ封片后置于光镜下观察肺血管的形态学变化并拍
照ꎮ 每只大鼠选取不连续切片 ３ 张ꎬ每张切片随机选
取 ２０~１００ μｍ 直径的肺细小动脉 ３ 条ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ
ｐｌｕｓ(ＩＰＰ)６.０ 版图像处理软件对直径在 ２０ ~ １００ μｍ
的肺小动脉进行图像分析ꎬ测量肺细小动脉管壁厚度、
外径、血管总面积及管壁面积ꎬ计算出管壁厚度占血管
外径的百分比 ( ｖｅｓｓｅｌ ｗａｌｌ ｄｉａｍｅｔｅｒ / ｔｏｔａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬ
ＷＴ％)和管壁面积占血管总面积的百分比(ｖｅｓｓｅｌ ｗａｌｌ
ａｒｅａ / ｔｏｔａｌ ａｒｅａꎬＷＡ％)ꎬ取其平均值作为反映大鼠的肺
血管形态学的指标ꎮ

３. 微量酶标法测乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ￣
ａｓｅꎬＬＤＨ) 活性、ＥＬＩＳＡ 法测丙酮酸脱氢酶 ( ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＰＤＨ)浓度:造模 ４ 周后ꎬ取标本 ０.１ ｇ
加入 ９００ μｌ 冷生理盐水ꎬ均质器匀浆ꎬ离心取上清ꎬ采
用南京建成生物研究所提供的试剂盒测定 ＬＤＨ 活性ꎬ
同时采用上海卡奴生物有限公司提供的 ＥＬＩＳＡ 检测
试剂盒测定 ＰＤＨ 浓度ꎬ最后均采用全波长扫描多功能
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酶标仪(美国 ＢＩＯ￣ＴＥＫ 公司)ꎬ以 ４５０ ｎｍ 波长测定其
吸光度ꎬ按照公式得出最后数据ꎮ

４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达:造模 ４ 周后ꎬ采
用蛋白裂解液提取蛋白ꎬｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ(ＢＣＡ)蛋白
浓度测定试剂盒测浓度ꎬ十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺
凝胶电泳(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅ￣
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)(配制 ８％分离胶及 ５％浓缩
胶)、切胶、转膜、封闭、孵育小盒中分别加入一抗低氧
诱导因子￣１α( ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ￣１αꎬＨＩＦ￣１α)抗
体(美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ１ ∶ １０００)、３￣磷酸肌醇依赖性蛋
白 激 酶 １ ( ３′￣ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ １ꎬ
ＰＤＫ１)抗体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ１ ∶ ５００)、丙酮酸脱
氢酶￣Ｅ１( ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣Ｅ１ꎬＰＤＨ￣Ｅ１) α 抗体
(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬ１ ∶ １０００)、甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶
(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)抗
体(美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ１ ∶ １０００)、４ ℃摇床孵育过夜ꎬ
洗膜ꎬ 加 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)标记二抗(１ ∶ ５０００)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ洗膜ꎬ用电
化学发光(ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)化学发光液
充分接触ꎬＡｌｐｈａ Ｅａｓｅ ＦＣ 软件分析条带吸光度ꎬ以目
的蛋白条带的吸光度和 ＧＡＰＤＨ 条带的比值代表目的
蛋白的相对表达量ꎮ

五、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ １７.０ 版统计学软件对所得数据进行分

析ꎬ所有数据均进行正态性方差齐性检验ꎬ数据以
(ｘ－±ｓ)表示ꎬ采用单因素方差分析对组间差异进行统
计学比较ꎬ两两之间的比较ꎬ各组方差齐时用最小显著
性差异法( ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)检验ꎬ各组
方差不齐时用 Ｇａｍｅｓ￣Ｈｏｗｅｌｌ 法检验ꎮ 以Ｐ<０.０５为差
异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、肺血管重塑检测
造模 ４ 周后ꎬ光镜下显示ꎬ对照组肺细小动脉结构

清晰ꎬ管壁较薄、管腔完整ꎬ平滑肌层无明显增生ꎻ模型
组肺细小动脉管壁增厚明显ꎬ管腔狭窄显著ꎬ尤其以中
膜平滑肌细胞肥大合并增生为突出ꎻ电刺激组管壁增
厚较少ꎬ管腔狭窄不明显ꎬ增生相对减少ꎬ详见图 １ꎮ
与对照组比较ꎬ模型组的 ＲＶＨＩ、ＷＴ％、ＷＡ％值均明显
增高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ
电刺激组 ＷＴ％、ＷＡ％值有所下降ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ２ꎮ

二、肺组织匀浆 ＬＤＨ 活性及 ＰＤＨ 浓度变化
造模 ４ 周后ꎬ３ 组大鼠的 ＰＤＨ 浓度组间差异无统

计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ模型组大鼠肺组织匀浆 ＬＤＨ 活
性较对照组显著升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ
电刺激组 ＬＤＨ 活性较模型组明显下降ꎬ差异有统计学
意义(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ３ꎮ

注:ａ 为对照组ꎬｂ 为模型组ꎬｃ 电刺激组ꎬ箭头所指为肺小动脉

图 １　 ＨＥ 染色显示各组肺小动脉结构变化(ＨＥ 染色ꎬ×２００)

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 ２　 ３ 组大鼠 ＲＶＨＩ、ＷＴ％和 ＷＡ％组间比较
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注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 ４　 ３ 组大鼠 ＨＩＦ￣１α、ＰＤＫ１、ＰＤＨ￣Ｅ１α 蛋白相对表达量组间比较

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 ３　 ３ 组大鼠肺组织匀浆 ＬＤＨ 活性和 ＰＤＨ 浓度组间比较

三、蛋白印迹法检测 ＨＩＦ￣１α、ＰＤＫ１、ＰＤＨ￣Ｅ１α 蛋
白表达量

造模 ４ 周后ꎬ蛋白印迹法结果显示ꎬ与对照组比
较ꎬ模型组的 ＨＩＦ￣１α、ＰＤＫ１ 蛋白表达均明显增高ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ电刺激
组的 ＨＩＦ￣１α、ＰＤＫ１ 蛋白表达显著下降ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与对照组比较ꎬ模型组的 ＰＤＨ￣Ｅ１α
蛋白表达明显下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ而
电刺激组 ＰＤＨ￣Ｅ１α 蛋白表达则明显增高ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ４ꎮ

讨　 　 论

肺动脉高压动物模型的复制成功与否主要有以下
两个方面进行判断:一是肺血流动力学改变ꎻ二是病理
形态学改变包括肺血管和心肌的改变[４]ꎮ 本课题组

的实验造模条件、动物与既往实验条件相同ꎬ即造模 ２
周后ꎬ大鼠或小鼠即会出现肺动脉高压ꎬ并于造模 ４ 周
后达到稳定[５￣１０]ꎮ 本研究虽没有对实验大鼠的平均肺
动脉压或右心室压进行直接测定ꎬ但进行了详细的肺
动脉病理形态学检测ꎬ结果发现ꎬ模型组大鼠肺细小动
脉管壁增厚明显ꎬ管腔狭窄显著ꎻＲＶＨＩ、ＷＴ％、ＷＡ％
值明显提高ꎬ这与本课题组以往的实验结果相似[５￣１０]ꎬ
据既往的经验以及本实验的病理形态学改变提示ꎬ本
研究的肺动脉高压动物模型造模成功ꎮ 与模型组比
较ꎬ电刺激组大鼠肺细小动脉管壁增厚减少ꎬ管腔狭窄
不明显ꎬ增生相对减少ꎻＲＶＨＩ、ＷＴ％、ＷＡ％值显著下
降ꎬ该结果提示ꎬＮＭＥＳ 可部分缓解肺血管重塑ꎮ

低氧高二氧化碳可诱导 ＨＩＦ￣１α 的表达[７]ꎬＨＩＦ￣
１α 则可促进 ＰＤＫ１ 的表达[１１]ꎬ而 ＰＤＫ１ 的活化可使
ＰＤＨ￣Ｅ１α 催化域磷酸化失活[１２]ꎬ阻止丙酮酸进入线
粒体参与三羧酸循环ꎬ减少电子供体向电子传递链的
转运ꎬ从而导致线粒体膜电势超极化状态、线粒体活性
氧的减少ꎬ促进细胞增殖[１３￣１４]ꎮ 此外ꎬ低氧高二氧化
碳还具有激活活化 Ｔ 细胞核因子[１５￣１６]ꎬ降低钾离子通
道蛋白表达水平[１７]ꎬ引起线粒体功能失调ꎬ促进钙离
子内流等作用[１８]ꎬ从而促使肺血管收缩ꎬ促进肺动脉
高压形成ꎮ ＨＩＦ￣１α 可提高 ＬＤＨ 的活性[１９]ꎬ促进丙酮
酸通过酵解变成乳酸ꎬ氧化磷酸 /糖酵解比率下降ꎬ可
导致肺动脉高压[２０]ꎮ 本研究结果发现ꎬ模型组大鼠肺
组织 ＨＩＦ￣１α 蛋白表达较对照组明显提高ꎬ差异有统计
学意义 (Ｐ< ０.０１)ꎬＰＤＫ１ 蛋白表达亦随着提高 (Ｐ<
０.０１)ꎬ肺组织匀浆 ＰＤＨ 浓度虽无明显改变 ( Ｐ>
０.０５)ꎬ但代表丙酮酸脱氢酶复合体活性的 ＰＤＨ￣Ｅ１α
蛋白水平明显下降(Ｐ<０.０１)ꎬ肺组织匀浆中 ＬＤＨ 活
性提高(Ｐ<０.０１)ꎮ 以上结果提示ꎬＨＩＦ￣１α 表达的增
高可促进肺组织氧化磷酸化向糖酵解转变ꎬ从而参与
肺血管重塑ꎬ有助于形成肺动脉高压ꎮ

ＮＭＥＳ 作用于 ＣＯＰＤ 患者的局部效应在很多研究
中已得到证实ꎬ即可直接改善对应肌肉的功能ꎮ 有研
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究发现ꎬＮＭＥＳ 具有系统性远隔效应ꎬＶｉｅｉｒａ 等[２１] 对
ＣＯＰＤ 患者双侧股四头肌进行神经肌肉电刺激ꎬ结果
发现ꎬ其血浆中肿瘤坏死因子 α 明显下降ꎬβ 内啡肽明
显提高ꎬ患者 １ 秒用力呼气容积显著提高ꎬ呼吸困难减
轻ꎬ６ ｍｉｎ 步行距离明显延长ꎮ 本研究结果亦显示ꎬ电
刺激组较模型组大鼠肺组织 ＨＩＦ￣１α 蛋白和 ＰＤＫ１ 蛋
白表达均明显下降(Ｐ<０.０１)ꎬ尽管 ＰＤＨ 浓度无明显
变化ꎬＰＤＨ￣Ｅ１α 蛋白表达却明显增高 (Ｐ< ０.０１)ꎬ且
ＬＤＨ 活性也明显下降(Ｐ<０.０１)ꎮ 以上结果均表明ꎬ
ＮＭＥＳ 可通过抑制肺组织 ＨＩＦ￣１α 蛋白的表达影响相
关代谢酶的活性ꎬ抑制肺血管重塑ꎬ从而降低慢性低氧
高二氧化碳所致的大鼠肺动脉高压ꎮ

综上所述ꎬＮＭＥＳ 具有局部效应和系统性远隔效
应ꎬ可抑制 ＨＩＦ￣１α 蛋白的表达和肺组织氧化磷酸化向
糖酵解转变以及 ＰＤＫ１、ＰＤＨ￣Ｅ１α、ＬＤＨ 的活性ꎬ从而
减轻肺血管重塑ꎬ改善慢性低氧高二氧化碳所致的大
鼠肺动脉高压ꎮ 本研究为肺动脉高压的治疗提供了新
的方法和思路ꎬ也为拓展 ＮＭＥＳ 的临床应用提供了初
步理论依据ꎮ
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