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低氧 、运动对大鼠腓肠肌血管内皮细胞

生长因子表达的影响
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摘　要:选用健康雄性 SD大鼠144只 , 采用 ELISA 法 , 研究短期低氧 、不同强度常氧运动和高住低练对大鼠腓肠肌

VEGF表达的影响。结果表明 ,低氧和常氧运动诱导的骨骼肌 VEGF表达属早期效应 , 长时间中等强度的运动比间

歇性的高强度运动诱导更多的 VEGF表达 , 高住低练削弱了长时间中等强度运动诱导的 VEGF表达。
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Abstract:.144 male SD rats were used to investigate the effect of hypoxia , different intensity acut normoxic exercise and living high

-training low on VEGF expression in rats' gastrocnemius muscles by using ELISA.We found that the expression of VEGF induced

by hypoxia and normoxic exercise was the early response of the skeletal muscle , the long time moderate exercise induced the higher

level VEGF expression than intermittent strong intensity exercise did , and the living high-training low weakened the expression of

VEGF induced by long time moderate intensity exercise.
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　　血管内皮细胞生长因子(Vascular endothelial cell

growth factor ,VEGF)是一种特异作用于血管内皮细

胞强有力的有丝分裂原 ,在缺血缺氧及血管损伤时

能促进血管内皮细胞增殖 、迁移及诱导血管生成 。

VEGF 是低氧敏感基因之一。低氧调节是 VEGF 基

因表达的主要因素 ,其机制与 EPO基因类似。研究

表明:低氧训练能使骨骼肌毛细血管密度增加 ,但长

期的低氧 、运动可削弱运动诱导的 VEGFmRNA 表

达[ 1] 。有关 VEGF 对低氧 、运动的动态变化规律研

究尚少。为此 ,研究测定了短期低氧 、常氧运动和高

住低练下不同运动强度模型大鼠骨骼肌VEGF 蛋白

水平(ELISA),为研究低氧和/或运动对大鼠腓肠肌

VEGF表达影响的规律 ,从分子水平更深刻地理解

骨骼肌对低氧和/或运动的适应机制 ,防治运动性肌

损伤的可能应用提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

成年雄性 SD大鼠 144只(购于东南大学医学院

动物中心),体重 213.50±38.59 g 。动物房温度控

制在18 ℃-20 ℃,湿度 60%-70%。自由饮食 ,动

物饲料采用全价营养颗粒饲料 ,自然昼夜节律变化

光照 。适应性喂养 3天后 ,随机分为:6大组 , 24小

组(各大组又各设:1 d 、2 d 、4 d和 6 d组), 6只/小

组:①常氧安静组(TNR1 、TNR2 、TNR4 、TNR6)。②常

氧高强度组(TNH1 、TNH2 、TNH4 、TNH6)。 ③常氧中

强度组(TNM1 、TNM2 、TNM4 、TNM6)。④低氧安静组

(THR1 、THR2 、THR4 THR6)。 ⑤高住低练高强度组

(THH1 、THH2 、THH4 、THH6)。 ⑥高住低练中强度组

(THM1 、THM2 、THM4 、THM6)。
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1.2　动物模型

先进行为期 11 d的逐日递增运动负荷和低氧

高度的适应训练 。正式练习的准备活动:10 m/min ,

20 m/min , 30 m/min , 40 m/min 各 1 min , 休 2 min。

正式练习:高强度组 1-3 d:4(50 m/min×1.5min ,

休 2 min);4-5 d:6(55m/min×2 min ,休 3 min);6

d:6(60 m/min×2 min ,休 3 min)。中强度组:30 m/

min×60 min/d 。低氧模型:22 h/d 低氧 ,高度 12.

8%,温度22 ℃,湿度55%。高住低练组是运动后实

施此低氧计划。

1.3　实验器械

大鼠跑台(BCPT -98型):杭州段氏制作;

低氧仪(HYP-100):U.S.A Hypoxico Inc;

氧浓度检测仪(GASMAN Ⅱ66Y6):Crowcon De-

tection Instruments Ltd 。

1.4　动物取材

运动模型方案实施后即刻处死大鼠取标本 。

10%水合氯醛腹腔麻醉(0.4 ml/100 g),左腓肠肌分

为上 、中 、下三块立即冻存于液氮中 ,后存储于-70

℃冰箱待用。

1.5　ELISA测定大鼠腓肠肌VEGF

采用MDL550型酶标仪(美国)。美国 RTpidBio

LTb公司进口的 RTt VEGF ELISA 试剂盒(上海轩昊

科技发展有限公司提供 CTt.No.3R040)。实验步骤

按操作说明进行。

1.6　数据统计处理

采用SPSS13.0软件 ,实验结果均以平均值±标

准差表示。进行单因素方差分析 。显著水平为 P<

0.05 ,非常显著水平为 P<0.01 、P <0.001。

2　实验结果

2.1　短期常氧训练和高住低练后各组 VEGF 表达

比较

短期常氧训练和高住低练后各组 VEGF 表达比

较结果显示(表 1):低氧安静各组均高于常氧安静

组 。运动组除THH2稍高于TNH2外 ,其余各组均为

常氧组高于低氧组。比较结果显示:TNR1和 THR1

(P=0.004)、 TNR2 和 THR2组(P =0.005)、TNM1

和 THM1(P=0.034)、TNM4和 THM4(P =0.033)间

的差异具有统计学意义 。
表 1　短期常氧训练和高住低练后各组 VEGF表达比较(pg/ ml)

Tab.1　Compavision of VEGF expression between the short-term normoxia exercise group and the living high-trainzing low groups

组别 例数 常氧 低氧 T P

R1 6×2 0.23±0.06 0.41±0.10＄＄- 3.752&& 0.004
R2 6×2 0.22±0.05 0.34±0.06＄＄＄ 3.633&& 0.005
R4 6×2 0.27±0.08 0.30±0.08 0.518 0.616
R6 6×2 0.26±0.05 0.28±0.06 0.634 0.540
H1 6×2 0.46±0.12### 0.37±0.11＄＄＄ 1.423 0.185
H2 6×2 0.40±0.12+## 0.44±0.07＄ 0.851 0.414
H4 6×2 0.50±0.11++ 0.46±0.10＊ 0.671 0.517
H6 6×2 0.31±0.08% 0.30±0.08 0.299 0.771
M1 6×2 1.21±0.47

+++ 0.67±0.10 2.791
& 0.034

M2 6×2 0.72±0.16
+++

0.58±0.10
AAA 1.780 0.111

M4 6×2 0.74±0.23++ 0.47±0.06＊＊@@ 2.812& 0.033
M6 6×2 0.45±0.15 0.36±0.52@@@ 0.398 0.210

　　组别一栏:R:安静组 , H:高强度组 , M:中强度组。字母后数字表示实验的时间(d)。

下述 1个符号表示:P<0.05 , 2个符号:P<0.01, 3个符号:P<0.001。

+:常氧安静与高 、中强度间;#:常氧高强度组与中强度组间。%:常氧高强度 4 d组与 4 d组组间。&:各常氧和低氧组间。

＄:低练高住中强度组与安静组和高强度组间。 ＊:低氧组与低练高住中强度组和高强度组间

-:低氧 1 d组和 6 d组间, :低练高住高强度 4d和 6 d组间 , @:低练高住中强度 1 d组与 4 d和 6d组 , A:低练高住中强度 2 d组与 6 d组。

2.2　短期常氧训练后不同时间不同强度 VEGF 表

达比较

短期常氧训练后不同时间不同强度 VEGF 表达

(表 1)结果显示:各时间段均为运动组表达高于安

静组 , 中强度组高于高强度组 。特别是 TNM1 是

TNR1的 5.28 倍。比较结果显示:短期常氧训练后

TNM1非常显著高于 TNR1(P =0.000)和 TNH1(P =

0.001)。TNH2显著高于TNR2(P=0.038),TNM2非

常显著高于TNR2(P=0.001)和 TNH2(P =0.009)。

TNR4非常显著低于 TNH4(P =0.006)和 TNM4(P=

0.009)。

2.3　短期高住低练后不同时间不同强度 VEGF 表

达比较

短期高住低练后不同时间不同强度VEGF 表达

结果显示:除 1 d组外 ,各时间段均为:中强度组表

达最高 ,高强度组次之 ,安静组最低。比较结果显

示:短期高住低练后 THM1 非常显著高于 THR1(P

=0.003)和 THH1(P =0.001)。THM2 非常显著高
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于THR2(P =0.000)和 THH2(P =0.021)。THR4显

著低于THH4(P=0.012)和THM4(P=0.009)。

2.4　短期常氧训练后不同强度不同时间 VEGF 表

达比较

常氧训练的1 d组TNH1和TNM1的VEGF表达

都有升高 ,2 d组逐步恢复 ,4 d组又稍有升高 ,6 d还

没恢复到安静水平。比较结果显示:TNH4显著高于

TNH6(P =0.039)。

2.5　短期高住低练后不同强度组不同时间 VEGF

表达比较

单纯低氧和高住低练后 1 d组 VEGF 表达都较

常氧安静组显著升高 。而后 ,单纯低氧组和中强度

组逐渐恢复 ,到第 6 d 时仍稍高于常氧安静水平 。

而THH2 、THH4却高于 THH1水平 。比较结果显示:

THR1显著高于 THR6(P =0.046),THH4显著高于

THH6(P =0.036),THM1非常显著高于 THM4(P =

0.003)THM6(P =0.000), THM2 非常显著高于

THM6(P =0.001)。

3　分析与讨论

3.1　低氧诱导的VEGF 表达属早期效应

缺氧是 VEGF表达的重要调节因素 。低氧应激

能迅速上调多种组织和体外培养细胞的 VEGF 水

平[ 1] 。将组织细胞的氧分压从 21%降到 8%时 ,可

增加VEGFmRNA水平 10-50倍 。短时间缺氧(3 h)

可使 VEGF 的表达量增加 3-4 倍 ,而持续性缺氧

(15 h)可使 VEGF 的表达量增加 8-10倍。但有研

究报道:低氧 7 d大鼠脑中 VEGFmRNA和 VEGF 蛋

白恢复到基础水平 。对于骨骼肌的研究表明
[ 2]
:低

氧训练 6 w 和 8 w 能使毛细血管密度增加 ,但运动

使大鼠骨骼肌 VEGFmRNA 水平升高的反应削弱 。

我们前期的研究表明:急性运动 、低氧能诱导大鼠骨

骼肌VEGF 表达。短期低氧对骨骼肌 VEGF 蛋白表

达影响的研究少见。

本研究结果表明:低氧 1 d 、2 d 大鼠腓肠肌

VEGF 非常显著高于常氧安静组(P =0.004 , P =0.

005),低氧 6 d 基本恢复到安静水平。这与毛杉

杉[ 3]的研究结果相同 。提示短期的低氧可诱导大鼠

腓肠肌 VEGF 表达升高 ,如延长低氧时间 ,VEGF 表

达将受适应性负反馈调节 ,使之表达恢复到基础水

平。缺血 、缺氧诱导 VEGF 产生的机制认为与缺氧

诱导因子-1(HIF-1)有关[ 4] 。低氧时 , HIF-1蛋白积

累 ,低氧应激可激活多种蛋白激酶 ,从而使 HIF-1活

化 ,HIF-1作为转录因子 ,与 VEGF 转录起始点上游

的低氧反应元件相结合 ,并与其他辅助因子一起促

进VEGF 基因转录 。另外 ,低氧时 ,VEGFmRNA稳定

性增加 ,从而使 VEGF 表达增加[ 5] 。随着低氧的时

间延长 VEGF 水平逐步恢复 ,可能是反复缺氧导致

了 VEGF对缺氧不敏感[ 6]所致 。

3.2　常氧运动诱导的 VEGF表达属早期效应

较多的研究表明:急性常氧运动可提高人和大

鼠骨骼肌 VEGF及其受体的 mRNA水平[ 7-9] 。但对

急性常氧运动后骨骼肌 VEGF 蛋白水平的研究较

少 ,且结论也不一致。笔者观察到常氧训练 1 d 、2

d 、4 d 和 6 d 后:不管是高强度组还是中强度组 ,

VEGF 的表达都比常氧安静组高 ,提高的幅度是第 1

d最大 ,后逐步下降 ,到第 6 d时未能恢复到安静水

平 。与安静组相比 ,第 1 d 、2 d和 4 d的差异具有统

计学意义。此结果与 Timothy P 等[ 10] 的研究相同

(常氧训练第 1 dVEGFmRNA的增加比 2-5 d的增

加显著)。此结果提示:运动诱导的VEGF 水平升高

可对训练产生适应 。

常氧运动使 VEGF 升高的机制可能是多方面

的 。Gustafsson 等
[ 11]
的研究发现:常氧运动后

VEGFmRNA水平提高的幅度高于低氧运动(分别

为:16.9+6.7和7.1+1.8 VEGF/18S),但低氧运动

时受试者股外侧肌的肌红蛋氧饱和度低于常氧运

动 ,故Gustafsson对细胞内 PO2 降低在这种反应中是

刺激源的说法提出了质疑。较多的研究报道:正常

动物在运动条件下 VEGF mRNA 显著升高 ,这种条

件并不产生明显低氧 ,说明肌肉收缩时的其它信号

对提高VEGF mRNA已经足够 。这些信号可由运动

中关系血流量的刺激源和/或肌肉运动时负荷导致

的机械变化而引起 。例如:增加肌肉的伸展可提高

骨骼肌细胞
[ 12]
、心肌细胞

[ 13]
、完好无损伤的心肌

中[ 14]VEGFmRNA表达。同样 ,运动时剪切力的增加

在调节血管生成相关因子基因表达中起着很重要的

作用。剪切力可以提高NO水平
[ 15]
。最近的研究显

示 ,在不缺氧的情况下 ,适量的 NO可激活 VEGF 表

达的主要调节因素———HIF-1[ 16] 。机械刺激可扰乱

基底膜中与肝素结合的 bFGF ,促进其释放 ,并与受

体结合 ,通过增加转录因子 SP-1 ,而促进 VEGF 的表

达[ 17] ;所以 ,在运动中低氧 、剪切力 、机械刺激等都

是运动引起 VEGF表达的有力刺激因素 ,目前 ,还不

清楚在不同的运动模型下 ,不同因素的刺激所发挥

作用的程度及其对 VEGF 表达所产生影响的大小。

随着训练时间的延长 VEGF 对运动的反应削

弱 。说明:运动诱导的 VEGF 水平升高可对训练产

生适应。在训练初期 ,VEGF 的增加对血管新生和

随之产生的氧的吸收 、氧的转运 、血流和 VO2 max的

增加是必需的因素 。但在训练过程中 ,上述因素的

增强使 VEGF 的升高减弱 ,提示了负反馈现象的存
·75·
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在。与低氧刺激一样 ,对常氧运动刺激来说:大鼠骨

骼肌VEGF表达属早期的短期升高反应 。

3.3　长时间中等强度运动诱导更多的 VEGF表达

毛细血管新生是骨骼肌在组织水平上适应运

动 、维持提高机能的重要机制之一 ,而骨骼肌对运动

的这一适应程度与运动强度有关。高强度训练会带

来运动性肌损伤(Exercise -induced muscle damage

EIMD),而VEGF 在组织损伤修复的毛细血管新生中

发挥了重要作用。因此 ,可以假设高强度运动会诱

导骨骼肌VEGF 表达升高。

前期研究结果表明:不管是常氧运动还是高住

低练 ,长时间中等强度的运动比间歇性的高强度运

动诱导更多的VEGF 表达。本研究中强度组的强度

约为80%VO2 max ,属乳酸阈强度。以往的研究表

明:类似乳酸阈强度运动时大鼠骨骼肌 VEGFmRNA

水平是最高的[ 18] 。常氧和低氧下的此强度训练足

以引起大鼠骨骼肌毛细血管新生[ 19] 。本研究结果

与前期研究一致 ,并从蛋白水平支持运动诱导的

VEGF表达升高存在强度阈值的观点。在一定程度

上也证实了2000年《Nature》杂志著文认为[ 20]的 “迄

今为止 ,只有 VEGF 被认为具有高度特异且有效的

促新生血管形成的作用”的观点。

不同运动负荷对 VEGF表达的影响使人联想到

不同类型肌纤维的问题。运动对不同类型肌纤维

VEGF表达影响的研究尚处初探阶段 ,尚未检索到

有关高强度运动模型不同类型肌纤维 VEGF 表达的

研究资料 。有研究报道:不同类型的肌纤维 VEGF

基础水平是不同的[ 21] 。运动和后肢缺血诱导的不

同类型肌纤维 VEGF 表达的程度也是不同的
[ 22]
。

在对兔的慢性电刺激模型中发现 ,随着酵解型肌向

氧化型转变的过程中 VEGF 表达随之升高[ 23] 。由

此可见 ,不同类型肌纤维 VEGF 的表达特性较为复

杂 ,其与缺血缺氧模型的形式 、受刺激的强度 、持续

时间等因素有关 。

3.4　高住低练削弱了长时间中等强度运动诱导的

VEGF 表达

低氧训练成为一个有效训练手段的原因就在于

人体承受来自训练强度和环境缺氧两个方面的负

荷 ,因此产生了比单一训练刺激更高水平的适应 。

研究表明[ 24-25] :低氧训练能使毛细血管密度增加 ,

随着骨骼肌对低氧训练的适应 ,运动使 VEGFmRNA

水平升高的反应削弱 。上述的结果是在低氧训练 6

w和 8 w 后测得。那么 ,在低氧训练的早期骨骼肌

VEGF蛋白表达又是怎能样的呢? 另外 ,高原训练

的应用已由传统的耐力项目向非耐力性项目发展 。

研究表明:高原训练也有助于提高无氧能力。但高

原训练对运动员无氧能力影响的生物学机制尚不清

楚 。

为此 ,采用不同强度的高住低练 1 d 、2 d 、4 d 、6

d的模型。研究结果表明:高住低练中强度组 VEGF

水平均低于相应常氧运动组 。即高住低练削弱了长

时间中等强度运动诱导的 VEGF 表达 ,此结果与毛

杉杉测定的高住低练后安静时的结果[ 3] 类似。提

示:长时间中等强度的高住低练可缩短大鼠骨骼肌

对运动的适应能力 。

高住低练削弱了运动诱导的VEGF 表达可能与

下列因素有关:缺血缺氧组织局部形成氧梯度 ,是

VEGF 表达升高的先决条件。一旦这种氧梯度不存

在或消失 ,VEGF 就不会表达或是表达上调的 VEGF

开始下降[ 26] 。并没有对大鼠的氧分压进行测定 ,也

许持续十多天适应期的低氧刺激已使大鼠对低氧产

生适应 。另外 ,短短的几天实验中 ,已观察到高住低

练组大鼠的运动能力高于常氧组 。

有研究报导:低氧时 ,HIF-1诱导的一些低氧基

因表达产物可反馈抑制 HIF-1的活性使得 VEGF 水

平下降 。如 p53 是 HIF-1 转录的产物 ,但 p53 可与

CBP/P300(HIF-1活化基因时的辅助因子)结合 ,反

馈抑制 HIF-1 的活性[ 27] 。iNOS 也是 HIF-1 诱导的

产物 , iNOS 生成的 NO 对 HIF-1 具有双向调节作

用
[ 12]
,在较高浓度时 ,对 HIF-1有抑制作用 。Benoit

和Gavin也发现[ 28-29] :在体外培养的动脉平滑肌细

胞中 , NO能通过下调 HIF-1 结合活性抑制低氧诱

导的 VEGF 基因表达 。NO 是否在高住低练中也参

与了调节VEGF 表达还有待进一步研究。

综上所述 ,高住低练削弱了运动诱导的骨骼肌

VEGF 表达可能机制是:持续的低氧缩短了大鼠骨

骼肌对运动的适应时间 ,同时可能还与低氧基因表

达产物可反馈抑制 HIF-1的活性而导致 VEGF 水平

下降有关。

4　小　结

(1)对于低氧和常氧运动刺激刺激来说:大鼠骨

骼肌VEGF 表达属早期的短期升高反应。

(2)不管是常氧运动还是高住低练 ,长时间中等

强度的运动比间歇性的高强度运动诱导更多的

VEGF 表达。

(3)高住低练削弱了长时间中等强度运动诱导

的 VEGF 表达 ,高住低练组还表现出较强的运动能

力 。提示:长时间中等强度的高住低练可缩短大鼠

骨骼肌对运动的适应能力。
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