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摘　要:【目的】探讨长期体外反搏对冠脉侧支循环的影响及其功能意义。【方法】雄性 Beagle犬 12 只被随机等量分入

对照组和反搏组。心导管法建立定向冠脉闭塞模型。反搏组每日反搏 1 h , 持续 6 周。定量冠脉造影比较两组犬的冠脉侧支

循环 , 抗α-肌动蛋白(α-actin)抗体和抗 Ⅷ 因子相关抗原(F Ⅷ-r-Ag)抗体免疫组化法标记心血管平滑肌细胞和血管内皮细

胞。99mTc-M IBI 核素心肌扫描检测心肌血流灌注。心室造影评价心室射血功能和心室壁运动能力。【结果】①反搏组犬有 5

例 ,对照组有 3 例 , 可见闭塞血管远端出现程度不等的侧支循环 , 反搏组犬侧支血管开放密度比对照组大。 6 周后 ,反搏组缺

血心肌内 , α-actin 染色 , F Ⅷ-r-Ag 染色标记的微血管 , 数量显著高于对照组。α-actin 免疫染色发现 , 反搏组犬的缺心肌组织

内 ,许多口径不同的微血管分布于心肌纤维之间 , 数量明显多于对照组犬;可见许多 FⅧ-r-Ag染色阳性细胞;血管内皮形态不

一;许多血管仅由单个内皮细胞构成。 ②反搏组犬经过 28 ～ 30 h的反搏治疗 ,其左心功能明显改善 , 左室射血分数(LVEF)从

0.38±0.07增至 0.52±0.15(n =6 , P <0.05), 反映心室壁运动的 Cor tina 计分从 14.4±3.5 下降至 9.1±2.8(n =6 , P <

0.05)。对照组犬的心功能和心室壁局部运动能力都没有明显改善 , LVEF 值略有下降。 ③比较两组心肌放射性缺损分数

(DS)6 周后的变化率 ,反搏组下降了 1.5%±0.4%,对照组增加了 1.7%±0.6%(P <0.05)。【结论】长期体外反搏能促进

侧支循环的形成并最终发育成熟 ,使心肌的结构和功能获得保护。
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Abstract:【Objective】To explo re the effect of long- term EECP on coronary collaterals and angiogenesis and its phy siological roles

in canine model w ith acute coronary occlusion.【Methods】Twelve male Beag le dog s were randomly allocated to EECP(n =6)and

control g roup(n=6).Experimental coronary occlusion w as developed w ith catheterization fo r all animals.EECP was given 1h/ d , 28

～ 30 h totally for each dog in EECP g roup in 6 w eeks.The selective coronary angiog raphy was performed for evalua tion of coronary

collaterals.For the purpose of full visualization and understanding of coronary ang iogenesis , the vascular endo thelial cells and smoo th

muscle cells w ere specifically stained and labeled by anti-Facto rⅧ-related antigen and anti-α-actin respectively.Myocardial perfusion

w as measured by 99m　Tc-MIBI SPECT scanning.【Result】①After 6 weeks , repeated angiography demonstrated that 5 dogs in EECP

and 3 dogs in control group showed coronary collaterals to a cer tain ex tent.After EECP there were more microvessels in infarct region

than in the control by immunohisto chemical analy sis with FactorⅧ-related antigen and α-actin staining.The numbers of microvessels

per high-power field significantly increased in the EECP group compared to the control.These vessels w ere morphologically indistin-

guishable from the normal myocardium and most of them were 5 to 10μm in diameter and were believed to be at v arious stages of an-

giogenic development.②After long-term EECP , LVEF improved significantly (0.52±0.15 vs 0.38±0.07 , P <0.05)and Cor ti-

na sco res decreased form 14.4±3.5 to 9.1±2.8(P <0.05)in EECP group.There w ere no obvious changes observed in control

dogs.③Myocardial perfusion measure w as significantly improved in 5 of six canines w ith the mean defect scores(DS)decreased by

1.5%±0.4%, while only one of the six in the control group presenting a slight amelioration and the mean DS had an increase of

1.7%±0.6%.【Conclusion】Long-term external counterpulsation may promote the development of coronary collaterals and angio-

genesis in experimental coronary occlusion , thereby , improve myocardial function by restoration of coronary perfusion flow to a certain

ex tent.
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　　既往的一些急性动物实验证实 ,体外反搏治疗 后 ,心肌缺血犬的心功能有明显的改善 ,表现为心
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输出量增加和左室舒张末压(LVEDP)降低和心肌

收缩能力加强 ,其作用机制可能与反搏增加冠脉灌

注血流 ,缩小心肌梗死范围 ,遏制氧自由基对心肌

细胞的损伤和降低脂质过氧化反应等有关[ 1] 。急

性冠状动脉闭塞后长期接受体外反搏治疗的实验

动物 ,其冠脉侧支循环的改变及其功能意义如何 ,

迄今没有报道。本文利用比格犬(Beagle)慢性体外

反搏动物实验模型 ,研究长期体外反搏后冠脉侧支

循环和新生血管形成的改变 ,并考查其功能意义。

1　材料和方法

1.1　仪器与试剂

X线心血管造影及数字处理系统(PHILIPS),

SPECT (GA-7200/DI , Toshiba), Kontron IBAS

2.0全自动图像分析系统及分析软件 , 99mTc-M IBI ,

小鼠抗 α-actin和兔抗 Ⅷ因子相关抗原(F Ⅷ-r-Ag)

单克隆抗体。

1.2　建模与反搏

雄性 Beag le 犬 12只 ,年龄 8个月至 1 岁。采

用心导管术建立急性冠脉闭塞动物模型[ 2] 。模型

稳定 3 d后 ,12只犬被随机分入体外反搏组和对照

组 ,每组 6 只 ,体质量分别为(14.0 ±3.5)kg 和

(14.3±2.6)kg 。按作者以前建立的慢性体外反搏

动物实验方法反搏[ 3] ,总时间约 28 ～ 30 h ,两组动

物的观察期均为 6周 。

1.3　冠脉造影

选择性冠脉造影比较治疗前后两组动物侧支

循环形成的情况 。

1.4　心肌微血管和侧支循环的观查

实验第 6 周结束时 , 快速静脉推注 100 g/L

KCl 20 mL处死动物。开胸摘取心脏 ,分别在冠脉

内栓子的远端和近端区域切取缺血/梗死和正常心

肌组织 ,石蜡包埋 ,切片(片厚 4 μm)。分别采用抗

α-肌动蛋白(α-actin)抗体和抗 Ⅷ因子相关抗原(F

Ⅷ-r-Ag)抗体标记血管平滑肌细胞和血管内皮细

胞 ,并在低倍和高倍显微镜下观察不同视野中反搏

组和对照组犬缺血心肌组织 α-actin和FⅧ-r-Ag 免

疫染色阳性细胞的分布及范围 ,同时观察 α-actin

和 FⅧ-r-Ag免疫染色的阳性区域。凡着色呈环状

结构并有一中心腔存在的区域视为一条微血管 ,计

算 5个高倍视野(200×)内微血管数目的均值(支/

高倍视野)。

1.5　左心功能及左室壁局部运动能力的测定

每只犬达实验终点时均接受左心室造影 ,造影

参数与第一次造影时相同。由专人对造影资料进

行自动分析 , 分别计算左室射血分数(LVEF)和

Cortina评分(反映左室壁各节段运动能力)。

1.6　99m锝心肌断层显像(99m
Tc-MIBI)

每只犬在急性冠脉闭塞模型建立成功后第 4

～ 6天 ,以及第 6周结束进行99mTc-MIBI心肌断层

扫描。在静脉注射99m Tc-MICI(剂量 7.4 MBq 即

20 mCi)之前 3 h ,先给实验犬喂饲纯牛奶 400 mL。

心肌扫描过程中仍用 30 g/L 戊巴比妥钠 1 mL/kg

经腹腔内麻醉。每 6 mm 采集一幅心肌断层图像 ,

共采图30幅 。计算心肌总体积(V t)和放射性缺损

的体积(V d),以缺损分数(defect scores , DS =Vd/

V t ×100%)判断心肌缺血的程度。

1.7　统计分析

计量资料的描述为  x ±s ,心肌微血管数目比

较和反映心室壁运动能力的 Cortina 计分均采用

Mann-Whitney 秩和检验 ,以 α(单侧)=0.05判断

统计学显著性。统计软件为 SPSS9.0/Win95。

2　结　果

2.1　冠状侧支循环和心肌微血管的观察

冠脉造影发现 ,反搏组犬中有 5例 ,对照组有

3例出现侧支循环供应闭塞远端血管 。但反搏组

犬侧支血管开放的数量比对照组丰富。组织病理

学观察显示 ,反搏犬在经过 28 ～ 30 h 的体外反搏

治疗后 ,在其缺血心肌组织内 ,无论是 α-actin染色

还是 F Ⅷ-r-Ag 染色标记微血管 ,微血管的数量都

显著高于对照组(α-actin:11.8 ±5.3支/高倍视野

vs 3.4 ±1.2 支/高倍视野 , P <0.05;F Ⅷ-r-Ag:

15.2 ±6.3 支/高倍视野 vs 4.9 ±2.1 支/高倍视

野 , P <0.05)。

2.2　心脏功能的观察

冠脉内栓子植入致冠脉闭塞后 30 min ,两组犬

左心室心肌收缩能力明显减弱 。至第 6 周实验结

束时 ,体外反搏组犬经过约 28 ～ 30 h的反搏治疗 ,

其左心功能明显改善 , LVEF 从 0.38 ±0.07 增至

0.52±0.15(n =6 , P <0.05),反映心室壁运动的

Cortina计分从14.4±3.5下降至 9.1±2.8(n=6 ,

P<0.05)。与此同时 ,对照组犬的心功能则没有

明显改善的趋势 ,甚至 LVEF 值略有下降(0.35 ±

0.07 vs 0.33±0.05 , P >0.05),其 Cortina积分前

后变化不大(13.8±4.1 vs 12.7±3.8 , P >0.05)。

2.3　99m锝心肌断层显像(99m
Tc-MIBI)

实验结束时 ,反搏组犬中有 5例心肌缺血明显
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改善 ,而对照组犬心肌缺血有改善者仅 1例。比较

反搏组对照组心肌治疗前后放射性缺损分数的变

化率 ,结果反搏组犬在 6 周后 , 其 DS 值下降了

1.5%±0.4%,而对照组则增加了 1.7%±0.6 %,

两组比较 P <0.05。

3　讨　论

现代心肌组织病理学研究证实 ,心肌梗死灶的

边缘 ,甚至梗死的中心区域内 ,仍会有部分处于存

活状态的心肌;该部分心肌的结构和功能的损害是

否可以逆转 ,取决于心肌血流再灌注开始的时间以

及侧支循环代偿的程度[ 4 , 5] 。对于心肌梗死的慢

性期仍需尽量恢复血流供应 ,其中侧支血管的形

成 、开放及其数量是影响病人受累心肌组织病理转

归和临床预后的重要因素[ 6] 。体外反搏治疗尤其

对缺血心肌大有裨益。一方面 ,由于心肌血供约

80%发生于舒张期 ,舒张压升高以后 ,冠脉灌注压

增加 ,心肌血液增多 ,因此心肌缺血 、缺氧的状态得

到改善;另一方面 ,收缩压下降减轻了心室的射血

阻抗 ,心肌耗能耗氧减少 ,代谢改善 ,从而有利于心

肌功能的恢复 ,提高心输出量 。

早在 70年代 ,Watson等[ 7]用核素 141 Cs静脉

注射 ,观察到体外反搏可使犬实验性心肌梗死区的

侧支区血流增加 29%。结扎犬左冠脉前降支 30

min后连续反搏 6 h ,可使缺血心肌区域单位面积

的毛细血管数目和管径明显增加。Huang 等在急

性犬心肌梗死区内 3个取材部位(心内膜 、肌层 、心

外膜)的毛细血管密度均显著大于对照组 ,并且发

现反搏组的毛细血管间吻合丰富 ,而对照组心肌的

毛细血管间吻合较稀少 ,但该实验的反搏总时间也

仅为 140 min 。本实验中 ,犬接受体外反搏的总时

间长达 28 ～ 30 h ,比较接近临床体外反搏的常用治

疗方案。免疫组化染色及图像分析均证实 ,反搏组

微血管的数量显著多于对照组 。

长期体外反搏促进冠状动脉侧支循环形成和

开放的机制 ,可能与下列因素有关:①体外反搏促

进动脉舒张压的升高 ,在心肌缺血 、缺氧状态得到

改善的同时 ,冠脉压力梯度增加。 ②体外反搏显著

增加了血流量和血流速度 ,并对血管内膜形成增强

的血流切应力 ,有利于侧支血管的生长。 ③体外反

搏促进了侧支血管和侧支循环的维持 ,因为血流形

成的机械力(含切应力)对形成中的侧支血管起铸

型作用 ,使增生的血管内皮细胞和平滑肌细胞按照

血管的形状和结构排列[ 9] 。侧支血管的形成有赖

于足够的血流刺激 , 血流量增大 , 则血管腔扩

大[ 9 ,10] 。有研究认为 ,无论循环中的生长因子的水

平如何 ,动脉内血流的状态在很大程度上决定了血

管内皮细胞的命运 。换言之 ,血流切应力降低 ,则

意味着血管内皮的凋亡和衰退[ 10] 。 ④反搏过程中

形成的高脉动血流对血管内皮细胞产生了较高的

剪切应力 ,通过复杂的生物力学信号转导 ,使内皮

细胞分泌 、释放多种血管生物活性因子 ,如血管内

皮生长因子(VEGF),可促进内皮细胞和平滑肌细

胞的增值 ,促进新生血管的形成(另文发表)。

总之 ,体外反搏治疗形成的脉动血流 ,不仅改

善了心肌的缺血 、缺氧状态 ,增加了冠脉间的压力

梯度 ,同时也增加了侧支血管内的血流 ,在整个侧

支血管和侧支循环的形成过程中 ,长达 30 h 左右

的反搏治疗 ,不仅能促进侧支循环的形成和开放 ,

更有利于侧支血管的维持并最终发育成熟为具有

功能意义的血流代偿通道 ,使心肌的结构和功能获

得一定程度的保护。
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戴刚等老师的大力协助)
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