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阈下电刺激促大鼠缺血心肌毛细血管新生的研究 

余 强 ，陈运贞 

(1．重庆医科大学第二临床学院心内科，重庆 400010；2．重庆医科大学 J术学院心内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨不同频率的阈下电刺激促缺血心肌毛细血管新生的作用及其发生机制。方法：给心肌梗死大鼠发放不1司 

频率的阈下电刺激，观察缺血心肌中毛细血管新生情况，以及血管内皮生长因子(VF( )的表达 、一氧化氮合酶(NOS)活性的 

变化。结果：(1)25Hz频率的阈下电刺激组，大鼠缺血心肌中毛细血管密度、VE( nf1),NA及蛋白质表达、NOS活性均比其它 

电刺激组及对照组增加。(2)25Hz频率阈下电刺激基础上加用 VEGF中和抗体 预后，大鼠缺血心肌毛细血管密度明显减 

少，NOS活性降低。(3)25Hz频率阈下电刺激基础上加用NOS抑制剂 L～NAME十预后，大鼠缺血心肌中VEGF n~RNA及 

蛋白质表达没有改变，但毛细血管密度显著减少。结论：25Hz频率的阈下电刺激可以促进缺血心肌中VEGF表达的上调，导 

致毛细血管新生；NO可能介导VEGF促血管内皮细胞增殖作用。 

【关键词】血管新生；电刺激；血管内皮细胞生长因子 
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The study of angiogenesis induced by electrical stimulation 

below contraction threshold。in ischemic myocardium 

SHE Qiang，et a， 

(Department of Cardiology， P Second College of Clinical Medic’ine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the ischemic myocardial angiogenesis induced by electrical stimulation below contraction threshold． 

Methods：24 infarcted rats were given electrical stimulation below contraction threshold for 5 days with 10Hz，15Hz，25Hz，50Hz stim— 

ulus frequencies．12 other infarcted rats were electrically stimulated with effective stinmlus frequency which induced myoardial angio— 

genesis and treated with VEGF neutralizing antiboby，L NAME for 5 days．Capillary density(CD)，activity of NOS，expression of 

VEGF mRNA and protein．were detected．Results：CD，activity of NOS，expre．~sion of VEGFmRNA and protein in ischemic myocardi— 

um were significantly augmented in thee 25Hz group compared with the other groups．C1)and activity of NOS in ischemic myocardium 

significantly decreased in 25Hz+VEGF neutralizing antibody group compared with that of the 25Hz group．CD in ischemic myocardi— 

um significantly decreased in the 25H【z+L—NAME group compared with that of the 25Hz group，but expre~ion of VEGF nd~,NA 

and protein were in the absence of changes the 2 groups．Omclusion：Myocardial angiogenesls induced by electrical stimulation below 

contraction threshold at 25Hz frequeney is dependent on the expre~ion of VEGF．Nitric oxide can mediate nittogenic effect of VEGF 

on capillary endothelial cells． 

【Key words】Angiogenesis；Electrical stimulation；Vascular endothelial growth factor 

血管新生治疗正成为以心肌缺血为主要特征的 

冠心病治疗的新方向。近来，有报道发现适当频率 

的阈下电刺激可以促进缺血的骨骼肌毛细血管新 

生l1 J。但阈下电刺激是否可以促进缺血心肌中的 

毛细血管新生，尚未见报道。为此，本课题拟观察应 

用不同频率的阈下电刺激是否有促缺血心肌血管新 

生的作用，并进一步探讨其发生机制，旨在寻找促进 

作者介绍：余 强(1966一 )，男，副教授，博士 

主要研 究方 向：冠心病。 

缺血心肌血管新生的简便、实用的新方法。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 

Wlstar大鼠42只，雄性，250～350g，由重庆医科大学实 

验动物中心提供．． 

1．1．2 引物：参照文献设计 VFGF[ 及阳性对照GAPDH E 

引物，由上海基康公司合成。 
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VE(，P 

上游引物序列：5 【、( A』iAAC¨ TGCTCT( FT(， 3 

F游 物序列：5 ITGA(，A(，(汀 A( T(’(、CGA 3 

( A )H 

上游 I物序列：5’一T(；A ；(，_r(、( A( CAA('Gf；A1 TT( 

3’ 

下游引物j芋列：5’ CA FG FGGGCCAT(；AG(；T (’AC(’A(’ 

3’ 

t 2 方 击 

t 2【 太鼠心肌梗死模型的制作及电极的植入 

用戊巴比要钠(30mg／kg)麻 醉大鼠．行胸骨下正中切 

n 左正 中学 切jF皮肤 ．于左叻间近胸骨处打开胸腔 ．幂露心 

脏．在动脉起始点 下疗 2～3mm处结扎左冠状动脉前降支 

(LAD)建立一0肌梗塞模型，以心电【霸 h ST段持续抬高作为 

模型复制成功的标志 再将两根同样的电极导管(自制)用 

尤损伤缝合针缝置在左心室前壁心肌的心外膜．两电极相距 

1(2111左右 然后在大鼠的皮下扣一隧道．将两电搬导管从大 

鼠的后背引出 术后腹腔卜勺注射青霉素钠 玎v／d．连续 3 

天抗感染 

1 2 2 分组殷电刺激 

将已植八电撤 的心 肌 梗死 犬 鼠随机 分成 5组 ．每翊 6 

只 参照前凡的研究和我 J顶寅验结果．第 【～4纽在梗死 

厨第2天开精分5}l』给于 l0Hz．15Hz，25Hz，50Hz 同频率的 

电刺激．用 f1本光电的电刺激仪．将刺激电压 定住 0 4V 

(低于阌电压的 1．／2，本组大鼠平均 嗣电压在 I sv左右)．脉 

宽 0 3ms．每日连续刺激6h．刺激 5无，每次屯刺激前均记录 

心电I割．测链闽电压井匠录刺激信号以墒悍电刺激的成功发 

做 第 5组为对照组．未给电刺激 以上大鼠均在梗死后第 

7天活杀取 材 

再根据 “上各组促血管新q：的情 兄̈，确定柯技 电刺激频 

率，将 I2只 棺入电极的心肌梗死大鼠．随机讣成 2组 ．每 

组 6只， 谈频率作电刺激．方法同 1．．在电刺激的同时 ，第 

L组给予 vE( I、中和抗体．腹腔洼射 缉  ̈ 3mg／100g．连 

续 5天；第2组给 NOS抑制制L NAME灌胃．51)mg／kg， 

每日一次．共 5犬：于销7天活录取材 

I 2 3 捡删指怀 

1 2 3 l 缺皿心肌组 }·"VEGF蛋白质表达 ：用免疫编织 

化学方法，拨 酞刺禽说明进行．主曩过程如下：￡ 蜡 切片 

脱蜡和水化后．用 PBS(IIH=7 4)冲洗 i次．每次3 5nlin(3 

5 )：簿张 片加 5 1越氧化酶阻断溶池：以I；l=【断内源性过 

氧化物酶 的活比，窄 韫下孵育 1I)tniiI；PI恼 llH7 4)冲洗 

(3X5 F间)：缚张切片加5 I的非免幔 动物 l仉清；率温下 

育5nfin．PI 中洗一次l；!̈司：何张啪』}加 5f)- l的 VE( 兔 

多克隆抗体(一抗)．室温1 孵育 fi(hllil1：PBS冲洗 3 5；拇 

张叼片加50,Fd L物索体记的笫二抗体(iA制(、)，窜温F孵奇 

10min；PI3S冲洗 3-5：每张切片]=_̈50fl链霉素抗生物素蛋 

白一过氧化物酶溶液．室温下孵育 10min；PBS冲冼 3 5： 

每张切片nⅡ1 cjfl 新鲜配制的 DAB溶液． 徽镜下观察 5～ 

l0mln；I"1米水冲洗，苏木素复染 中性树胶封固；光镜下观察 

以定睫及定位 采用HI IAs 11)00高清晰度彩色病理图像 

测量系统．在400 视野下．测定平均光密度值怍半定量分 

析 

1 2 3 2 缺血心肌中毛细血管密度((、D)：以Ⅷ因子相关抗 

原抗体免疫组化检测各组心肌石蜡切片中血管内皮细胞．并 

计数毛细血管【直径<2f) m)， 毛细血管数／n~nt 表示毛细 

血管错度 

t 2 3 3 缺血心肌中 VEGFmRNA表达：用 R r I】(’R法 

苒先用 I ripurc丹离法抽提总 RNA 然后建立fW个反 

成混合物．混合物 1 tli以下组成：总 RNA 2ttI、dN—I P 0 8F] 

(0 4tllM)、I)_rT 2 5f￡l(5nlM) DM ()2 5 (7％)．RNase in． 

11l1Iitor 0 51d(20LI) 上、F游引物各 I— ⋯)3uM)及消毒 水 

l4 7ul； 合物 2山以下组成：消毒水 13F1 5、 1 PCR 

hu rler 1【lfj1、【’ lhertli poly mix 2,Fd 将 25t‘l 台物 I及2 

加人【l_2M 薄壁管(在冰上)，充分混匀．离心．在 ℃’噼育 

30rain：f 放人PE24{l0型PCR泄进行 PCR反应．先 ℃’变 

5rain，再按 下州程序进 行 35 1、循环：94't’1min．55％’ 

1 nlill，71t’1min30s，完成循环后于 72't延伸 7min P【R扩 

增产物用 !％琼脂糖凝脞 上电泳(80V．I h)．在紫外灯下 臆 

测．井用凝胶成像分析系统测量光密度值 VEGF分子量为 

45KD．f】【’R 产 物 大 小 ～：698bp(VE(iF ) 626611 

(VFGl l̈ )、493bp('VEGI ) 

I 2 3 4 缺血心肌中 NOS活性 ：J稍化学比色法，按 NOS捡 

删iX刺盒(购干南京生物建成)操作 

1 3 统汁学分析 

所有数据以 t= 丧目；．多细间比较采用方差丹析，两 

组问比较 采Itj，检验 ．P<0 O5为有统 H学 差 舜．尸<0 0l 

为柯显蔷羞抖 

! 结 果 

图 I 2511z阈下电刺激组缺血心肌中内皮细胞 

f免疫组化染色． f】法．x 4U(I】 

2 l 不同频率电刺激对缺血心肌中毛细血管密度 

的影响(表 】．图 1) 
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图3 V (；FmRNA在不同电刺激组缺血心肌中的表达 

】 n ：M}rh r．taI1u!：(，AI)I)H． 1 3：10卜{z； 4：I 5̈ z，】 l_l【5 

25}lz．1H_】L-6：5【)H ；lan e-7：C(，Il L ro1．1ane8：25Hz十L NAM E 

甩25Hz刺激 率连续电刺激大鼠心肌 5犬 

后．缺血心肌中毛细血管错度与对照组和其它刺激 

频率组比较显著增加(fJ<0 0 ) 

2，2 不同频率 电刺激 对缺血· 肌中 VE(．；FmRNA 

和 VEGF蛋白质表达的影响(表 l，图2、3) 

25Hz频率组 ，VE(；FmRNA点乏VE( F蛋白质表 

达均较对照组投其它频率组显著增高(， <0．01) 

2 3 不同频率电刺激对缺血心肌 中 ( 活性的影 

响(表 1) 

25Hz频率组缺血心肌中NOS活性显菩高于对 

照组及其它颛率绀( <0(1】) 

2 4 VE(；F中和抗 体对 25Hz频 率电刺激促血管 

新生及 NOS活性的影响(表 2) 

在25Hz频串阉 F电刺激大鼠心叽的同ut．绐 

于VE(iF中和抗体后，缺血心叭中毛细血管密度 

菩低于 25Hz频率组(／ <[1 01]．且比对照组还低 

(P<0 05)；而缺血心 肌中 N()s活 眭也显 营胝于 

25Hz频率组(P<0 0I) 

2 5 NOS抑制 j(【| ＼AME)对 25Hz频率电刺激 

促血管新生及 VE(；F表达的影响(表 2) 
表 1 不同频率 电刺激后各参数变化 ( 

表 ! ：5f Iz频率组在各种干预后相应参数的变化 

与 5Hz组 比较 P<l】1l1： 与 ( ⋯⋯1比较 ， <0【l5． ( 

25Hz频率闽上电刺激大鼠心肌的刷时给 于l_ 3 

NAME干 预后 ，缺血 心 肌 中 毛细 血 管 密 度 比 

25Hz频率组显著下降(P<0 01]．且低于对照组(， 

<(】．05) 但 L NAME f预后．VE(；FmRNA殷蛋 

白质表达 与单纯 25Hz频率电刺激组比较，没有统 

计学差异(P>0 05) 

讨 论 

奉史分别用 lI)Hz、【5Hz、25Hz 5(}Hz四种 1 同 

的频率连续刺激梗死后心肌．刺激电压为0 4v，远 

远低于阈电压(本 妥验昕测大鼠左空心肌电压阎值 

在 J～3V之问)．4-会引起心肌动怍电位．不会f扰 

心肌的收缩及心脏的 F常搏动 通过每日611．连续 
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5天的阈下电刺激后，缺血心肌中毛细血管密度与 

对照组比较均明显增高，显示 25Hz频率的电刺激 

有显著促缺血心肌毛细血管新生的作用，而其它刺 

激频率却无此现象。说明阈下电刺激促缺血心肌血 

管新生呈频率相关性，在 25Hz左右的一个相对狭 

窄的频率范围的阈下电刺激才能促缺血心肌的血管 

新生。 

以往研究已显示用电刺激骨骼肌或支配骨骼肌 

的运动神经，可促进骨骼肌中血管新生一‘t 。可是， 

在这些报告中所用的电刺激均产生了最大的肌肉收 

缩反应，他们使用的电刺激强度均为大于 2V以上 

的阈上刺激。毛细血管密度的增加可能与肌肉收缩 

引起的缺氧有关。肌肉的强力收缩可能影响肌肉的 

血供，加重肌肉的疲劳，造成肌肉萎缩 5。最近， 

Kanno等l6}发现用 0．1V的低强度的阈下电刺激， 

在50Hz频率下可以促进缺血大鼠后肢骨骼肌中毛 

细血管新生。至今对缺血心肌血管新生的电刺激研 

究尚未见报道。本文首次发现，对缺血心肌发放适 

当频率的低强度的阈下电刺激，在不加重心肌缺氧 

及不干扰心肌正常收缩的前提下，也能促进心肌中 

内皮细胞的增殖及增加毛细血管密度。同时发现电 

极植人处心肌与其它地方缺血心肌中血管新生指标 

并没有明显差异，说明这种血管新生反应并非仅局 

限于电极植人区域。 

Hang等 和 Annex等 J对骨骼肌的电刺激研 

究中，均发现频率为 10Hz的电刺激可使骨骼肌中 

VEGFmRNA及蛋白质表达增加，而 Kanno等 任 

培养的骨骼肌和血管平滑肌中发放阂下电刺激， 

50Hz频率的电刺激可使骨骼肌细胞中 VEGFmR— 

NA及蛋白质表达增加，而25Hz频率的电刺激可使 

血管平滑肌细胞中 VEGFmRNA及蛋白质表达增 

加。本文研究发现，在 25Hz频率组，缺血心肌中 

VEGFmRNA及蛋白质表达均高于对照组，而其它 

频率组与对照组比较无明显差异。说明25Hz频率 

的阈下电刺激可促缺血心肌 VEGF表达增高，从免 

疫组化切片观察，VEGF主要定位在心肌细胞浆中。 

我们进一步研究发现，在给梗死大鼠心肌 25Hz阂 

下电刺激的同时，腹腔内注射VEGF中和抗体，1周 

后缺血心肌中毛细血管密度与单纯25Hz电刺激组 

比较显著减低，血管新生受到抑制。以上结果说明 

25Hz的阀下电刺激促使心肌中VEGF表达增加， 

从而促进血管新生 、 

NO是由左旋精氨酸(L—Arg)和分子氧作为底 

物在其限速酶 NOS的作用下生成的；NOS活性增 

加可促使 NO合成的增加，故检测NOS活性可间接 

反映 NO活性的高低。本研究显示，在 25Hz频率 

组，缺血心肌中N() 活性高于其它频率组及对照 

组。说明 25Hz频率的阈下 电刺激可促缺血心肌 

NOS活性增高，NO的合成增多。同时我们发现，加 

用 VEGF中和抗体后 25Hz频率阈下电刺激组的大 

鼠缺血心肌中 NOS活性受到显著抑制，提示 N()s 

活性增加与 VEGF的表达有关，与 Hood的报道一 

致 J。为了进一步明确 NO与心肌血管新生之间的 

关系，我们在用25Hz频率的阈下电刺激心肌同时， 

给予NOS抑制剂 【 一NAME，发现此阈下电刺激促 

血管新生的作用受到显著抑制。但 VEGFnIRNA 

及蛋白质表达并木受到影响。说明 NOS抑制剂 L 
—

NAME使 NO牛成减少，阻碍了 VF；GF的促血管 

新生作用。因此，我们进 一步证实，NO 介导了 

VEGF的促血管新生作用，NO可能是 VEGF的下 

游效应器lLj 。但是 NO一定是 VEGF促血管新 

生的最后通路，尚有待进一步研究。 
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