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􀅰基础研究􀅰

等长收缩运动对动脉粥样硬化兔血管内皮
生长因子与一氧化氮的影响

赵彦　 赵美丽　 林爱翠

【摘要】 　 目的　 探讨等长收缩运动(ＩＥ)对动脉粥样硬化兔血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)和一氧化氮(ＮＯ)
的影响ꎮ 方法　 选取成年雄性新西兰白兔 ２４ 只ꎬ制作 ＩＥ 训练模型后ꎬ按照随机数字表法分为对照组、高脂组

和训练组进行 ２ 个阶段(６ 周＋４ 周)的实验ꎬ每组 ８ 只ꎮ 对照组采用普通饮食ꎬ其余两组采用高脂饲料喂养ꎮ
训练组兔在第 ２ 阶段增加每次 ２ ｍｉｎ、每日 ３ 次、每周 ５ ｄ 的 ＩＥ 训练ꎮ 分别于实验前、实验第 ６ 周及第 １０ 周时

对兔进行外周血 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 与 ＮＯ 检测ꎬ并于实验第 １０ 周时对兔主动脉血管壁进行动脉粥样硬化斑

块检测ꎮ 结果　 实验前ꎬ各组 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ、ＮＯ 含量比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ １０ 周后ꎬ高
脂组兔外周血 ＶＥＧＦ 含量高于训练组和对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 训练组和对照组各时间点兔

外周血 ＶＥＧＦ 含量比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 高脂组兔实验 １０ 周后外周血 ＶＥＧＦ 含量高于实验

前(Ｐ<０.０５)ꎮ 实验 １０ 周后ꎬ训练组和高脂组兔外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量均高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ ３ 组兔实

验 １０ 周后外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量均高于实验前和实验 ６ 周后(Ｐ<０.０５)ꎮ 实验 ６ 周后ꎬ训练组 ＮＯ 含量高

于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 实验 １０ 周后ꎬ高脂组 ＮＯ 含量高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 对照组、高脂组、训练组兔外周血

ＮＯ 含量在第 ６ 周和第 １０ 周时均高于实验前(Ｐ<０.０５)ꎮ 实验结束时ꎬ训练组兔有少量动脉粥样硬化斑块形

成ꎬ高脂组兔动脉粥样硬化斑块最多ꎬ对照组兔无动脉粥样硬化斑块形成ꎮ 结论　 高脂饮食可以促进动脉粥

样硬化形成ꎬ使 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 和 ＮＯ 含量显著增加ꎬＩＥ 训练可有效减缓动脉粥样硬化进程ꎬ其具体机制

尚待进一步研究ꎮ
【关键词】 　 等长收缩ꎻ　 动脉粥样硬化ꎻ　 血管内皮生长因子ꎻ　 一氧化氮

基金项目:国家自然科学基金(８１１０１４５６)ꎻ江苏省体育局课题(ＳＴ１２１００２０３)ꎻ南京市医学科技发展资金

资助南京市卫生青年人才培养工程项目 ( ＱＲＸ１１２４８ꎬ ＫＫ１４０９７)ꎻ南京医科大学科技发展基金项目

(２０１３ＮＪＭＵ０７７)ꎻ江苏省高校自然科学研究面上项目(１４ＫＪＢ３２０００２)

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｍｅｔｒｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ 　 Ｚｈａｏ
Ｙａｎ∗ꎬ Ｚｈａｏ Ｍｅｉｌｉꎬ Ｌｉｎ Ａｉｃｕｉ. ∗Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｐｏｒｔｓ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｓｐｏｒｔｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ
Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｌｉｎ Ａｉｃｕｉꎬ Ｅｍａｉｌ: ｌｉｎａｉｃｕｉ＠ １２６.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｓｏｍｅｔｒｉｃ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅ (ＩＥ) ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＶＥＧＦ) ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ (ＮＯ) ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ
ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔ (ＨＦ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｗｉｔｈ ｔｒａｉｎｉｎｇ (ＦＴ) ｇｒｏｕｐꎬ
ｅａｃｈ ｏｆ ８. Ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｆｏｏｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ２ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ
ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ. Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｓｉｘ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒꎬ ｔｈｅ ＦＴ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ２ ｍｉｎｕｔｅｓ ｏｆ ＩＥ ｔｒａｉｎｉｎｇ ３ ｔｉｍｅｓ ａ ｄａｙꎬ ５ ｄａｙｓ
ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ. ＶＥＧＦꎬ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＮＯ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｓｉｘ ａｎｄ ｔｅｎ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎ￣
ｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｂｅｇａｎ. Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ａｎｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ３ ｇｒｏｕｐｓ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ＶＥＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ＨＦ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ２ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ.
Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｖｅｒａｇｅ ＶＥＧＦ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＦＴ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ａｎｙ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔ. Ａｆｔｅｒ １０ ｗｅｅｋｓ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｏｆ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ＨＦ ａｎｄ ＦＴ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
６￣ｗｅｅｋ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＮＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＦＴ ａｎｄ ＨＦ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

􀅰６２７􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 １０ 月第 ３８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.１０



ｇｒｏｕｐ ｓｉｘ ａｎｄ ｔｅｎ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｆｏｒ ａｌｌ ３ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ６ ａｎｄ １０ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｍｏｒｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＦ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＦＴ ｇｒｏｕｐꎬ
ｗｈｉｌｅ ｎｏ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦꎬ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＮＯ. ＩＥ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｌｏｗ
ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｎｅｅｄｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｉｓｏｍｅｔｒｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅꎻ　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎻ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ　 Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (ｇｒａｎｔ ８１１０１４５６)ꎻ ｔｈｅ Ｓｐｏｒｔｓ Ｂｕｒｅａｕ Ｆｕｎｄ

ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (ｇｒａｎｔ ＳＴ１２１００２０３)ꎻ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (ｇｒａｎｔｓ
ＱＲＸ１１２４８ ａｎｄ ＫＫ１４０９７ )ꎻ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｆｕｎｄ ( ｇｒａｎｔ
２０１３ＮＪＭＵ０７７)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｊｉａｎｇｓｕ(ｇｒａｎｔ １４ＫＪＢ３２０００２)

　 　 有研究发现ꎬ等长收缩运动( ｉｓｏｍｅｔｒｉｃ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ
ｅｘｅｒｃｉｓｅꎬＩＥ)可以促进血管内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)分泌[１]ꎬ从而促进心肌缺
血兔侧支循环形成ꎬ在兔发生心肌梗死时ꎬ可以有效减
小梗死体积[２]ꎮ 若能将 ＩＥ 的这一作用应用于动脉粥
样硬化的预防与治疗ꎬ将可能有助于冠心病患者的康
复ꎮ 本研究对动脉粥样硬化兔进行 ＩＥ 训练ꎬ旨在观察
ＩＥ 对动脉粥样硬化血管 ＶＥＧＦ 及一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘ￣
ｉｄｅꎬＮＯ)的影响ꎮ

材料与方法

一、实验动物及主要实验材料
选取成年新西兰白兔 ２４ 只ꎬ雄性ꎬ体重 ２. ２ ~

２.５ ｋｇꎬ购于江苏省农科院动物实验中心[许可证号
ＳＹＸＫ(苏)２００９￣００１９]ꎮ 实验前 １ 周ꎬ将兔饲养于 １２ ｈ
昼 /夜循环、不限量供应水和食物的设备中ꎮ 实验方案
经南京医科大学附属南京医院伦理委员会批准ꎮ 主要
实验试剂包括 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)、ＥＬＩＳＡ 试
剂盒(中国凯基公司产)、ＮＯ 试剂盒(中国碧云天公司
产)、红细胞裂解液(中国凯基公司产)、ｃＤＮＡ 第一链
合成试剂盒(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 产)、５０×ＴＡＥ 电泳缓
冲液(中国凯基公司产)ꎮ 主要实验仪器包括 ＳＹ￣
７０８Ａ 型电刺激器(江苏苏云产)、荧光定量 ＰＣＲ 循环
仪(美国产)、ＹＸＱ￣ＬＳ￣５０ 型立式压力锅 (中国上海
产)、１０１ＡＳ￣３ 型电热鼓风干燥箱(中国上海产)、台式
低速离心机(中国上海产)、ＸＷ￣８０Ａ 型涡旋振荡器
(中国产)、５８０４Ｒ 型高速冷冻离心机(德国产)、ＵＶ￣
２４５０ 型紫外光度仪(日本产)、普通梯度 ＰＣＲ 仪(美国
产)ꎮ

二、动物模型制作及分组
按 １ ｍｌ / ｋｇ 自兔耳缘静脉注射 ３％戊巴比妥钠ꎬ保

持麻醉状态ꎬ于无菌环境下在兔左后肢坐骨神经处埋
植自制铂丝电极并从颈后皮下穿出、固定ꎬ制作 ＩＥ 训
练动物模型[１￣３]ꎮ 给予电刺激时手术肢体产生等长收
缩提示造模成功ꎮ 造模成功后ꎬ将兔按照随机数字表
法分为 ３ 组ꎬ分别为对照组、高脂组和训练组ꎬ每组 ８

只ꎮ 对照组采用普通饮食ꎬ高脂组和训练组采用高脂
饲料喂养制作动脉粥样硬化模型ꎮ

三、训练方法
实验分为 ２ 个阶段ꎬ第 １ 阶段时间为 ６ 周ꎬ第 ２ 阶

段时间为 ４ 周ꎮ 对照组和高脂组安静笼养ꎬ训练组动
物从第 ２ 阶段增加 ＩＥ 训练ꎮ 进行 ＩＥ 训练时ꎬ将 ＳＹ￣
７０８Ａ 型电刺激器与兔颈后的电极线相连ꎬ使肌肉产生
持续等长收缩ꎬ输出频率 ４０ Ｈｚ、波宽 １ ｍｓ、电流强度
５ ｍＡꎬ每次２ ｍｉｎꎬ每日 ３ 次ꎬ每周 ５ ｄꎮ

四、检测指标
１.外周血 ＶＥＧＦ 检测:实验前、实验第 ６ 周及第 １０

周后ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒 (中国产) 对兔进行血清
ＶＥＧＦ 检测ꎮ 从冰箱取出试剂盒和待测血清ꎬ室温复
温ꎮ 在酶标包被板的标准品孔中加入 ５０ μｌ 标准品ꎬ
样本孔中依序加入 １０ μｌ 样本和 ４０ μｌ 样本稀释液ꎬ空
白孔中不加ꎻ３７ ℃恒温箱温育 ３０ ｍｉｎꎮ 洗板 ５ 次后加
入 ５０ μｌ 酶标工作液ꎬ３７ ℃恒温箱温育 ３０ ｍｉｎꎮ 再次
洗板 ５ 次后加入 ５０ μｌ 显色液 Ａ、Ｂꎬ３７ ℃显色 １５ ｍｉｎꎮ
最后加入 ５０ μｌ 终止液ꎬ１５ ｍｉｎ 内于酶标仪(澳大利亚
ＣｌｉｎｉＢｉｏ 公司产)在 ４５０ ｎｍ 波长下测量各孔的吸光度
(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｌｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎬ计算血清 ＶＥＧＦ 的浓度ꎮ

２.外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 检测:实验前、实验第 ６ 周
及第 １０ 周后ꎬ向每 ５０ ~ １００ ｍｇ 样品中加入 １ ｍｌ 的
Ｔｒｉｚｏｌ试剂裂解细胞ꎬ提取总 ＲＮＡꎮ 在紫外分光光度计
２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 下确定浓度和纯度ꎮ 根据反转录试
剂盒提供的实验步骤ꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 稀释的
ＤＮＡ 模板以及所有 ｃＤＮＡ 样品分别配置 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ
反应体系ꎮ 各样品的目的基因和管家基因分别在
ＰＣＲ 仪上进行 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应并检测浓度ꎮ 每个
样品的目的基因浓度除以其管家基因的浓度ꎬ即为此
样品此基因校正后的相对含量ꎮ

３.外周血 ＮＯ 检测:实验前、实验第 ６ 周及第 １０
周ꎬ采用 ＮＯ 试剂盒进行血清 ＮＯ 检测ꎮ 用生理盐水
稀释亚硝酸钾ꎬ将 ５ ｍｇ 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
(ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＮＡＤＰＨ)
配置成 ２ ｍＭꎮ 硝酸还原酶在临用前取出ꎬ试剂盒中的
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其余试剂溶解后均保存于冰浴上ꎮ 格里斯试剂 Ｉ 和格
里斯试剂 ＩＩ 在使用前需达到室温ꎮ 在 ９６ 孔板中依次
加入不同浓度的亚硝酸钾和样品各 ６０ μｌꎬ然后依次加
入 ＮＡＤＰＨ ５ μｌꎬ黄素腺嘌呤二核苷酸 １０ μｌꎬ硝酸还原
酶 ５ μｌꎬ混匀后ꎬ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ依次加入乳酸脱氢
酶缓冲液和乳酸脱氢酶各 １０ μｌꎬ混匀后ꎬ３７ ℃ 孵育
５ ｍｉｎꎬ依次加入格里斯试剂 Ｉ 和格里斯试剂 ＩＩ 各
５０ μｌꎬ混匀后ꎬ室温 ( ２０ ~ ３０ ℃) 孵育 １０ ｍｉｎ 后于
５４０ ｎｍ波长下测量各孔的 ＯＤ 值ꎮ

４.主动脉血管壁动脉粥样硬化斑块检测:实验第
１０ 周后ꎬ将用 １０％甲醛固定的主动脉血管纵向剪开、
平铺ꎬ滴上油红 Ｏ 染色ꎬ约 １０ ｍｉｎ 后ꎬ去掉染液用 ７０％
酒精漂洗ꎬ看到正常组织变成乳白色为止ꎮ 蒸馏水洗
后肉眼观察并拍照观察ꎮ

五、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １３.０ 版统计学软件包进行数据分析ꎬ

计量资料以( ｘ－ ± ｓ)形式表示ꎬ各组不同时间 ＶＥＧＦ、
ＶＥＧＦｍＲＮＡ 及 ＮＯ 含量之间比较采用方差分析ꎬ组
间两两比较采用最小显著差异法 ( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬＰ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、实验前后不同时间点兔外周血 ＶＥＧＦ 含量变
化

实验前ꎬ３ 组兔外周血 ＶＥＧＦ 含量之间比较ꎬ差异
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与组内实验前比较ꎬ高脂组
实验 １０ 周后外周血 ＶＥＧＦ 含量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ
与组内实验 ６ 周后比较ꎬ３ 组兔实验 １０ 周后外周血
ＶＥＧＦ 含量均有不同程度变化ꎬ但差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎮ 与高脂组训练后同时间点比较ꎬ高脂组实
验 １０ 周后外周血 ＶＥＧＦ 含量显著高于对照组 (Ｐ<
０.０５)ꎮ 详见表 １ꎮ

表 １　 实验前后不同时间点兔外周血 ＶＥＧＦ 含量变化

(ｐｇ / ｍｌꎬｘ－±ｓ)

组别 ｎ 实验前 实验 ６ 周后 实验 １０ 周后

训练组 ８ １１.３５±１.９７ １６.１４±２.６１ １４.０４±３.４４
高脂组 ８ ７.５８±１.９２ １７.５１±３.７３ ２２.８９±３.９４ａ

对照组 ８ ８.２９±０.５０ １０.０１±１.８４ ９.００±１.２９ｂ

　 　 注:与组内实验前比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与高脂组训练后同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５

二、实验前后不同时间点兔外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ
含量变化

实验前ꎬ３ 组兔外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量比较ꎬ差
异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 实验 ６ 周后ꎬ高脂组和训
练组兔外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量均略高于对照组ꎬ但
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ实验 １０ 周后ꎬ训练组和

高脂组兔外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量均高于对照组ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 组内比较ꎬ３ 组兔外周血
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量在第 １０ 周时显著高于实验前和实
验 ６ 周后ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 ２ꎮ

表 ２　 实验前后不同时间点兔外周血 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量比较

(ｘ－±ｓ)

组别 ｎ 实验前 实验 ６ 周后 实验 １０ 周后

训练组 ８ １.０４±０.０８ １.１６±０.０７ ２.９１±０.２８ａｂ

高脂组 ８ １.０２±０.１２ １.３８±０.２５ ３.５７±０.４６ａｂ

对照组 ８ ０.９８±０.０５ １.０２±０.０９ １.３８±０.１３ａｂｃｄ

　 　 注:与组内实验前比较ꎬ ａＰ< ０.０５ꎻ与组内实验 ６ 周后比较ꎬ ｂＰ<
０.０５ꎻ与训练组训练后同时间点比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与高脂组训练后同时间

点比较ꎬｄＰ<０.０５

三、实验前后不同时间点兔外周血 ＮＯ 含量变化
实验前ꎬ３ 组兔外周血 ＮＯ 含量比较ꎬ差异无统计

学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 实验 ６ 周后ꎬ训练组 ＮＯ 含量高于
对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ实验 １０ 周后ꎬ
高脂组 ＮＯ 含量高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ训练组 ＮＯ 含
量略高于对照组ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 组内
比较ꎬ３ 组兔外周血 ＮＯ 含量在第 ６ 周和第 １０ 周均高
于实验前ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详见表 ３ꎮ

表 ３　 实验前后不同时间点兔外周血 ＮＯ 含量变化

(μＭꎬｘ－±ｓ)

组别 ｎ 实验前 实验 ６ 周后 实验 １０ 周后

训练组 ８ ０.２４±０.０４ ２.１８±０.１７ａ １.８９±０.１９ａ

高脂组 ８ ０.２７±０.０９ １.９０±０.３０ａ ２.１６±０.１４ａ

对照组 ８ ０.２８±０.０８ １.２８±０.１５ａｂ １.４６±０.０７ａｃ

　 　 注:与组内实验前比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与训练组训练后同时间点比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与高脂组训练后同时间点比较ꎬｃＰ<０.０５

四、实验 １０ 周后兔主动脉血管壁的动脉粥样硬化
斑块形成情况

实验 １０ 周后ꎬ训练组兔主动脉血管壁有少量动脉
粥样硬化斑块形成ꎬ高脂组动脉粥样硬化斑块最多ꎬ对
照组则未见明显的动脉粥样硬化斑块形成ꎬ详见图 １ꎮ

图 １　 ３ 组兔主动脉血管壁的动脉粥样硬化斑块形成情况(油红 Ｏ 染色)

讨　 　 论

心脏康复对提高冠心病患者的生存率有积极作
用ꎬ但对冠状动脉侧支循环生成最有利的缺血阈强度
持续时间过长会产生心血管危险[３]ꎮ 等张运动应用
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于临床时ꎬ最受关注的是缺血阈强度运动的安全性ꎬ目
前其应用频率尚不高[４￣５]ꎮ 随着 ＩＥ 在冠心病康复研究
中的进展ꎬ其安全性已得到证实[６]ꎮ 有研究发现ꎬＩＥ
促进心肌缺血动物侧支循环形成与其增加 ＶＥＧＦ 和
ＮＯ 分泌水平有关ꎬ提示此种内源性增多的 ＶＥＧＦ 有望
改善心肌缺血并预防心肌梗死等疾病[７]ꎮ 然而ꎬＩＥ 促
进 ＶＥＧＦ 分泌能否对动脉粥样硬化动物起到保护血
管、减轻血管内皮损伤等作用尚不得而知ꎮ

从本研究 ３ 组动物的主动脉血管油红 Ｏ 染色结
果中可以看出ꎬ训练组主动脉血管的粥样硬化斑块明
显少于高脂组ꎬ说明 ＩＥ 可以有效减缓动脉粥样硬化进
程ꎮ ＶＥＧＦ 是一种重要的促血管生成因子ꎬ在动脉粥
样硬化斑块中ꎬＶＥＧＦ 促进血管新生的功能分为生理
性新生血管功能和病理性新生血管功能ꎬ生理性血管
生成有助于斑块稳定和逆转ꎬ病理性血管生成可使内
皮细胞持续合成 ＶＥＧＦꎬ持续刺激血管增生并失去消
退斑块功能ꎬ增加斑块增生和脱落的风险[８]ꎮ 故随着
动脉粥样硬化狭窄程度的加重ꎬ血浆中 ＶＥＧＦ 水平也
呈上升趋势[９]ꎮ 本研究结果显示ꎬ６ 周(动脉粥样硬化
斑块形成初期)内给予高脂饮食ꎬ动物血液中 ＶＥＧＦ 及
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 水平高于对照组ꎬ但差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎮ 当继续给予动物高脂饮食一段时间后ꎬ高
脂组动物血液中 ＶＥＧＦ 及 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 继续增加ꎬ差
异有统计学意义 (Ｐ< ０.０５)ꎮ 训练组动物仅 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ明显增加ꎬ说明高脂组动物在动脉粥样硬化进
程中ꎬ血管内皮功能已经发生障碍ꎬ不能起到阻碍斑块
形成和消退斑块的作用ꎬ即 ＶＥＧＦ 处于病理性新生血
管功能状态ꎻ训练组动物 ＶＥＧＦ 及 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 含量
虽有所增加ꎬ但斑块少ꎬ体积小ꎬ说明血管内皮细胞功
能明显优于高脂组ꎬ动物体内合成的 ＶＥＧＦ 可以在一
定程度上消退斑块或防止斑块增生ꎬ提示训练组动物
体内的 ＶＥＧＦ 正处于生理性新生血管功能状态ꎮ

ＮＯ 不仅可以防止冠状动脉的不正常收缩ꎬ还可
以抑制血小板聚集、粘附分子在内皮细胞表面表达及
巨噬细胞的粘附和渗透等ꎬ在防止冠心病时起着保护
血管内皮细胞的关键作用[１０]ꎮ ＮＯ 的分泌除受 ＶＥＧＦ
的影响外ꎬ主要与 ＮＯ 生成量及类型有关[１１]ꎮ 合成
ＮＯ 的一氧化氮合酶分为神经元型、诱导型和内皮
型[１２]ꎮ 其中ꎬ调节血管内皮功能的 ＮＯ 主要由内皮型
一氧化氮合酶合成ꎮ 在动脉粥样硬化进程中ꎬ内皮型
一氧化氮合酶合成 ＮＯ 减少ꎬ诱导型一氧化氮合酶合
成 ＮＯ 显著增多[１３]ꎮ 虽然 ＮＯ 总量增多ꎬ但这种 ＮＯ
的显著增多并不能有效调控内皮依赖性血管舒张功
能ꎬ即并不能有效保护血管内皮ꎮ 另一方面ꎬ某些因素
导致的 ＮＯ 生物利用率下降也会促进动脉粥样硬化形

成[１４]ꎮ 本研究中ꎬ发生动脉粥样硬化的高脂组和训练
组动物体内的 ＮＯ 含量在 ６ 周后和 １０ 周后均高于对
照组ꎬ但训练组的动脉粥样硬化程度明显优于高脂组ꎬ
这一结果是否与动物体内合成的 ＮＯ 类型有关还需进
一步研究ꎮ
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