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【摘要】 目的  探讨运动预适应（EP）对急性力竭运动（EE）模型大鼠的心肌保护作用及机制。方法  健

康雄性 SD 大鼠 80 只，按随机数字表法分为安静对照组（C 组）、单纯 EP 组、单纯 EE 组、EP+EE 组，每组 20 只。

EP组和EP+EE组大鼠按照每日游泳60 min（游泳15 min、休息5 min、重复3次）、每周6 d的标准分别训练3周；

EE 组和 EP+EE 组于第 3 周的最后 1 d 尾部负重 3% 体重的重物游泳 1 次进行 EE。于 EE 后 2 h 取腹主动脉

血和心脏；用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清肌酸激酶同工酶（CK-MB）和降钙素基因相关肽（CGRP）水

平；光镜下观察心肌组织超微结构改变，用 ELISA 检测心肌组织丙二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）水平，

用反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测心肌组织 CGRP mRNA 表达，用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）

检测心肌组织CGRP蛋白表达。结果  与 C组比较，EE组、EP+EE组血清CK-MB和心肌MDA含量显著升高，

血清 CGRP 含量、心肌 SOD 活性及心肌 CGRP mRNA 和蛋白表达均显著降低。EP 可显著降低急性 EE 大鼠

血清 CK-MB 和心肌 MDA 水平〔CK-MB（U/L）：13.11±0.77 比 15.55±0.90，MDA（μmol/L）：389.57±49.60 比

709.08±160.49〕，增加血清 CGRP 含量及心肌 CGRP mRNA 和蛋白表达〔CGRP 含量（ng/L）：120.41±9.07 比

97.97±9.05，CGRP mRNA（2 -ΔΔCT）：0.45±0.09 比 0.14±0.02，CGRP 蛋白（灰度值）：0.78±0.08 比 0.41±0.04，

均 P＜0.05〕，减轻心肌损伤程度。单纯 EP 组各指标与 C 组比较差异均无统计学意义。结论  EP 对急性 EE

大鼠心肌有保护作用，其作用机制与内源性保护物质 CGRP 密切相关。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  heart  protective  effect  of  exercise  preconditioning  (EP)  in  the  acute 
exhaustion exercise (EE) rats, and explore its action mechanism further.  Methods  Eighty healthy male Sprague-Dawley  
(SD) rats were divided into control group (C group), EP group, EE group, and EP+EE group randomly, with 20 rats  in 
each group. The rats in EP and EP+EE groups were trained for 3 weeks according to the daily swimming for 60 minutes  
(swimming 15 minutes, resting 5 minutes, repeating 3 times) with 6 days each week. The rats in EE and EP+EE groups 
on  the  last 1 day after 3 weeks, 3% weight heavy weight was carried once  for  swimming EE. Two hours after  the  last 
EE,  abdominal  aortic  blood  and  heart was  harvested,  the  levels  of  serum MB  isoenzyme  of  creatine  kinase  (CK-MB) 
and  calcitonin  gene  related  peptide  (CGRP)  were  determined  by  enzyme  linked  immunosorbent  assay  (ELISA);  the 
ultrastructure of myocardium was observed by optical microscopy; the levels of myocardial malondialdehyde (MDA) and 
superoxide  dismutase  (SOD) were  determined  by ELISA,  the mRNA expression  of myocardial CGRP was  assayed  by 
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), and the protein expression of myocardial CGRP was assayed  
by Western Blot.  Results  Compared with C group, the levels of serum CK-MB and myocardial MDA were significantly  
increased, serum CGRP content, myocardial SOD activity, and mRNA and protein expressions of myocardial CGRP were 
significantly decreased in EE group and EP+EE group. Compared with EE group, the levels of serum CK-MB and myocardial 
MDA in EP+EE group were decreased [CK-MB (U/L): 13.11±0.77 vs. 15.55±0.90, MDA (μmol/L): 389.57±49.60 vs. 
709.08±160.49],  the  level  of  serum CGRP,  and mRNA and  protein  expressions  of myocardium CGRP were  increased  
[serum CGRP (ng/L): 120.41±9.07 vs. 97.97±9.05, CGRP mRNA (2 -ΔΔCT): 0.45±0.09 vs. 0.14±0.02, CGRP protein 
(gray value): 0.78±0.08 vs. 0.41±0.04, all P < 0.05], the degree of myocardial injury was obviously alleviated. There 
was no significant difference in the indexes between the EP group and C group.  Conclusion  EP has the heart protective  
effect for the acute EE rats, and the mechanism is closely related to the endogenous protective substance CGRP.

【Key words】  Exercise  preconditioning;  Acute  exhaustion  exercise;  Calcitonin  gene  related  peptide;   
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10 s 无法返回水面或无法协调运动且伴随无方向性

乱窜。以存活大鼠为实验对象。

  本研究中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4  检测指标及方法：于 EE 后 2 h 取腹主动脉血

2～3 mL，离心 20 min 取上清，分装后 -80 ℃保存。

开胸取心脏，于 -80 ℃液氮冰冻；取左室心肌组织

剪碎制备组织匀浆液，冰上裂解 30 min 后，4 ℃下

离心 5 min，吸取上清液分装于 0.5 mL 离心管，于 

-20 ℃保存。

1.4.1  心肌组织病理观察：取左室心尖部心内膜下

2 mm×1 mm×1 mm 心肌组织，苏木素 - 伊红（HE）

染色后光镜下观察组织病理学改变。

1.4.2  血清 CK-MB、CGRP 及心肌组织 MDA、SOD

水平测定：采用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定血

清 CK-MB、CGRP 及心肌组织 MDA、SOD 含量，严

格按试剂盒说明书步骤操作，用酶标仪测定其吸光

度（A 值），计算其含量（波长为 450 nm）。

1.4.3  实时荧光定量反转录 - 聚合酶链反应：

（RT-PCR）检测心肌组织 CGRP mRNA 表达：采用

TRIzol 法提取左室心肌组织总 RNA。用 cDNA 第

一链合成试剂盒进行反转录。于 20 μL 反应体系中

加入 2× 荧光定量预混试剂增强版 10 μL、上游引

物（10 μmol/L）0.6 μL、下游引物（10 μmol/L）0.6 μL
及 cDNA 100 ng。反应条件：95 ℃、15 min；95 ℃、

10 s，58 ℃、30 s，72 ℃、30 s，40 个循环。应用荧光

定量 PCR 仪，采用 2-ΔΔCT 法进行定量分析。

1.4.4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测心

肌组织 CGRP 蛋白表达：BCA 法测定左室心肌组

织蛋白浓度，取蛋白样品，加入适量上样缓冲液使

其充分变性，十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰氨凝胶

电泳（SDS-PAGE），转至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，

加入封闭液封闭后，用封闭液稀释的兔单克隆抗体

CGRP（1：1 000）进行一抗孵育，辣根过氧化物酶标

记的山羊抗小鼠 IgG（1：3 000）进行二抗孵育。用

超敏免疫化学发光（ECL）试剂盒曝光成像、扫描、

软件分析。以 β-actin 为内参，结果以目的条带灰

度值与内参条带灰度值的比值表示。

1.5  统计学处理：使用 SPSS 17.0 软件处理数据，正

态分布的计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

Heart protection
Fund program: Army Logistics Planning Continuation Project (CBJ13J002); Whole Army Youth Development of 

Youth Medical Science and Technology Program (14QNP014)

  运动是一类特殊的应激源。急性力竭运动（EE）

会造成心肌相对缺血缺氧，引发氧化应激、神经体

液调节改变等，从而导致心肌结构改变和功能损 

伤［1-4］。研究表明，运动预适应（EP）即通过短期反

复运动致心肌反复相对缺血缺氧，能够增强随后长

时间的缺血损伤耐受性，可有效保护缺血心肌组织，

这与心肌内源性保护物质的释放、脂质过氧化及细

胞 / 线粒体内钙超载等减少有关［5-8］。

  降钙素基因相关肽（CGRP）是一种强效的心肌

内源性保护物质［9］，含 CGRP 的神经纤维及特异性

受体主要存在于心房、心室以及冠状动脉（冠脉）。

CGRP 可加快心率，增强心肌收缩力，增加心排血量

（CO），舒张冠脉，增加心肌灌注，对损伤心脏具有重

要的调节作用［10］。虽然 CGRP 是心肌重要的内源

性保护物质，但关于 CGRP 参与 EP 后急性力竭心

肌保护作用及机制的报道极少。因此，本实验通过

制备急性 EE 大鼠模型，初步探讨 EP 对急性 EE 大

鼠的心肌保护作用，并进一步对其与 CGRP 水平的

关系进行研究。

1 材料与方法 

1.1  主要实验试剂：肌酸激酶同工酶（CK-MB）试

剂盒购自南京建成生物工程研究所，CGRP 试剂盒

购自武汉华美生物工程有限公司，丙二醛（MDA）、

超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒均购自武汉优尔商贸

有限公司。cDNA 第一链合成试剂盒、荧光定量预

混试剂增强版均购自天根生物科技有限公司。兔单

克隆抗体 CGRP 购自美国 Cell Signaling Technology

公司，山羊抗小鼠 IgG、β- 肌动蛋白（β-actin）购

自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2  实验动物及分组：健康雄性 SD 大鼠 80 只，体

重（200±20）g，由军事医学科学院实验动物中心提

供，动物合格证号：SCXK（京）2003-1-003。按照随

机数字表法将动物分为安静对照组（C 组）、单纯 EP

组、单纯 EE 组、EP+EE 组，每组 20 只。

1.3  EE 动物模型建立及分组处理：EP 组和 EP+EE

组大鼠按照每日游泳 60 min（游泳 15 min、休息 

5 min、重复 3 次）、每周 6 d 的标准分别训练 3 周；

C 组和 EE 组大鼠均不进行 EP。EE 组和 EP+EE 组

大鼠于第 3 周最后 1 d 尾部负重 3% 体重的重物游

泳 1 次进行 EE。力竭标准［11］：大鼠沉入水底超过
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q 检验；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  EP 对急性 EE 大鼠心肌结构的影响（图 1）： 

C 组心肌结构正常，未受损伤；EP 组心肌结构轻微

受损；EE 组心肌结构严重受损；EP+EE 组心肌几

乎未受损伤，结构正常。

表 1 各组大鼠血清 CK-MB、CGRP 及心肌组织
MDA、SOD 水平比较 （x±s）

组别
动物数

（只）

血清 CK-MB

（U/L）

血清 CGRP

（ng/L）

C 组 5 7.38±0.41 193.39±28.05
EP 组 5 9.95±1.06 150.15±  9.47
EE 组 5 15.55±0.90 ac 97.97±  9.05 ac

EP+EE 组 5 13.11±0.77 ace 120.41±  9.07 bcf

组别
动物数

（只）

心肌 MDA

（μmol/L）

心肌 SOD

（μg/L）
C 组 5 216.56±  19.70 18.04±3.69
EP 组 5 260.18±  24.56 12.83±1.04
EE 组 5 709.08±160.49 bd   6.25±1.25 ac

EP+EE 组 5 389.57±  49.60 adf   8.37±0.97 bc

注：C 组为安静对照组，EP 组为单纯运动预适应组，EE 组为单

纯力竭运动组，EP+EE 组为运动预适应 + 力竭运动组；CK-MB 为

肌酸激酶同工酶，CGRP 为降钙素基因相关肽，MDA 为丙二醛，SOD

为超氧化物歧化酶；与C组比较，aP＜0.01，bP＜0.05； 与EP组比较，
cP＜0.01，dP＜0.05； 与 EE 组比较，eP＜0.01，fP＜0.05

表 2 各组大鼠心肌组织 CGRP 的 mRNA 
和蛋白表达比较 （x±s）

组别
动物数

（只）

CGRP mRNA

（2-ΔΔCT）

CGRP 蛋白

（灰度值）

C 组 5 0.98±0.11 1.24±0.15
EP 组 5 0.85±0.08 0.97±0.07
EE 组 5 0.14±0.02 ab 0.41±0.04 ab

EP+EE 组 5 0.45±0.09 abd 0.78±0.08 acd

注：C 组为安静对照组，EP 组为单纯运动预适应组，EE 组为单

纯力竭运动组，EP+EE 组为运动预适应 + 力竭运动组；CGRP 为降

钙素基因相关肽；与 C 组比较，aP＜0.01；与 EP 组比较，bP＜0.01， 
cP＜0.05；与 EE 组比较，dP＜0.01

图 1 光镜下观察各组大鼠心肌组织病理学改变  安静对
照组（A）心肌染色均匀，心肌纤维形态结构正常、排列整
齐，Z 线清晰，间质无水肿，肌膜无破损，无肌纤维断裂、变
性、坏死；单纯运动预适应（EP）组（B）心肌染色较均匀，心
肌纤维断裂少，Z 线清晰，间质无明显水肿，肌膜无破损；单
纯力竭运动（EE）组（C）心肌染色明显不均匀，大量心肌纤
维断裂、排列紊乱，Z 线模糊不清，间质纤维中度增生、水
肿，肌膜破损，可见肌纤维断裂、变性、坏死；EP+EE 组（D）
心肌染色较均匀，肌纤维走行改变，Z 线清晰，间质水肿较
轻，肌膜无破损，可见变性病变　HE 染色　高倍放大

2.2  EP 对急性 EE 大鼠血清 CK-MB 含量的影响

（表 1）：与 C 组比较，EE 组、EP+EE 组血清 CK-MB

含量显著升高（均 P＜0.01），EP 组则差异无统计学

意义（P＞0.05）。EP+EE 组血清 CK-MB 含量较 EE

组显著降低（P＜0.01）。

2.3  EP 对急性 EE 大鼠血清 CGRP 含量的影响 

（表 1）：与 C 组比较，EE 组、EP+EE 组血清 CGRP

含量显著降低（均 P＜0.05），EP 组则差异无统计学

意义（P＞0.05）。EP+EE 组血清 CGRP 含量较 EE

组显著升高（P＜0.05）。

2.4  EP 对急性 EE 大鼠心肌组织 MDA、SOD 水

平的影响（表 1）：与 C 组比较，EE 组、EP+EE 组

心肌组织 MDA 含量明显升高，SOD 活性明显降低

（均 P＜0.05），EP 组则差异均无统计学意义（均 P＞
0.05）。与 EE 组比较，EP+EE 组心肌组织 MDA 含

量显著降低（P＜0.05），而 SOD 活性升高差异无统

计学意义（P＞0.05）。

2.5  EP 对急性 EE 大鼠心肌组织 CGRP mRNA 和

蛋白表达的影响（表 2；图 2）：与 C 组比较，EE 组、

EP+EE 组心肌组织 CGRP mRNA 和蛋白表达均显

著降低（均 P＜0.01），EP 组则差异均无统计学意义 

（均 P＞0.05）。EP+EE 组心肌组织 CGRP mRNA 和

蛋白表达较 EE 组明显升高（均 P＜0.01）。

C 组为安静对照组，EP 组为单纯运动预适应组，EP+EE 组为 
运动预适应 + 力竭运动组，EE 组为单纯力竭运动组；CGRP 为 

降钙素基因相关肽，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测
各组大鼠心肌组织 CGRP 蛋白表达

3 讨 论 

  大量研究显示，缺血预适应（IP）可以缩小心肌

缺血 / 再灌注（I/R）损伤后的梗死范围，减少恶性心

律失常发生，促进心功能恢复，预防心肌顿抑及改

善微血管功能等，对心脏有显著的保护作用［8，10］。 

CGRP 作为内源性保护物质之一，在 IP 心肌保护

中发挥着重要作用［12-15］。CGRP 是一种由 37 个
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氨基酸构成的生物活性多肽，与降钙素源于同一

个 CT/CGRP 基因，均属于 CGRP 家族。大鼠和人

类 CT/CGRP 基因都分为 α、β 两种亚型，生成的

CGRP 分子结构类似，仅有几个部位的氨基酸组成

存在差异，生物学活性相近［16］，因此本实验选取大

鼠为研究对象。

  有研究显示，IP 可使 I/R 大鼠心肌梗死面积缩

小，血浆 CGRP 和一氧化氮（NO）水平升高，背根

神经节 CGRP mRNA 表达增加，而这种心肌保护作

用可被 NO 合成抑制剂消除；辣椒素预处理耗竭

CGRP，虽可阻断CGRP的心脏保护效应，但NO水平

并未受影响。提示 CGRP 可能通过 NO 通路介导 IP 

心肌保护作用［17］。EP 同样可以诱发 IP，有着与 IP

相似的心肌保护作用，其机制可能与阿片受体水平

升高、NO 信号通路改变、细胞膜 / 线粒体三磷酸腺

苷敏感钾通道（sarc/mitoKATP）激活、抗氧化能力增

强及NOD样受体蛋白3（NLRP3）炎症小体信号通路

等有关［8，18］。研究证实，EP 中的短暂缺血能促进内

源性物质 CGRP 释放，从而产生心肌保护作用［19］。 

另有研究表明，EP 能增强背根神经节 CGRP 表达，

促进外周神经末梢 CGRP 的释放与储备，但对背根

神经节 CGRP mRNA 表达无明显影响［20］。目前关

于CGRP参与EP心肌保护作用及机制的报道极少，

对 CGRP mRNA 及蛋白表达的研究也较少，因此本

实验通过建立急性 EE 大鼠模型，探讨 CGRP 在 EP

对急性 EE 大鼠心肌保护中的作用及可能机制。

  氧化应激中，MDA 和 SOD 分别为膜脂质氧化

反应终末产物及清除氧自由基（ROS）的重要物质，

其含量高低可反映心肌损伤程度［21-22］。心肌缺血损

伤，会使正常情况下存在于心肌细胞内的CK-MB释

放入血，它是应用最广泛的心肌损伤标志物［23-24］， 

其血清含量标志着心肌细胞结构损伤的程度。本

实验显示，EP 对急性 EE 大鼠心肌结构有明显的保

护作用，同时 EP 可以显著降低急性 EE 大鼠血清

CK-MB 和心肌组织 MDA 含量。说明急性 EE 可导

致心肌细胞损伤，且这种损害作用可能与氧化应激

有关；而 EP 能够减轻急性 EE 对心肌的损伤，增强

心肌抗氧化应激能力，对损伤的心肌细胞具有一定

的保护作用；EP 对急性 EE 大鼠心肌 SOD 活性影

响不明显，这可能与实验误差有关。

  这种保护作用极有可能是通过内源性保护物

质 CGRP 介导的，我们发现，急性 EE 使血清 CGRP

含量显著降低，而 EP 并未使其含量发生明显变化，

但可显著减小 EE 触发的 CGRP 含量降低幅度，说

明急性 EE 可造成心肌组织严重受损，从而导致内

源性保护物质 CGRP 的大量消耗，而 EP 可减轻急

性 EE 对心肌的损伤程度，使 EE 触发的保护性物质

CGRP 消耗相对减少，可以看出 EP 对急性 EE 大鼠

的心脏具有保护作用，而 CGRP 发挥着重要作用。

  单纯 EP 对心肌 CGRP mRNA 表达的影响并不

明显；EE 可显著降低心肌 CGRP mRNA 表达，这可

能与 EE 引发的一系列如细胞凋亡等作用有关，导

致细胞内 DNA 或 RNA 的损伤与破坏；EP 可明显

减小 EE 引起的 CGRP mRNA 降低幅度，减轻 EE 对

CGRP mRNA 的损伤作用。

  另外我们发现，单纯EP对心肌CGRP 蛋白表达

的影响并不明显；EE 可显著降低心肌 CGRP 蛋白

表达，这与 EE 中 CGRP 的大量消耗及 CGRP mRNA

损伤、表达减少密切相关，从而导致心肌 CGRP 含

量降低；而 EP 则可显著减小 EE 引起的 CGRP 蛋

白表达降低幅度，这与心肌 CGRP mRNA 表达情况

是一致的，可以看出，EP 可以减轻 EE 对大鼠心肌

CGRP mRNA 的损害，从而保证 CGRP 的表达，发挥

保护心肌细胞的作用。因此，CGRP 在 EP 对急性

EE 大鼠心脏保护作用中发挥着重要作用。

  综上所述，EP 可能通过内源性保护物质 CGRP

以及增强心肌抗氧化应激能力，从而对急性 EE 大

鼠的心肌结构和功能发挥保护作用，但其保护作用

仍有待进一步研究。
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DAWN：急性缺血性卒中临床 - 梗死核心不匹配患者血管
　内治疗的获益研究（DWI or CTP assessment with clinical 
　mismatch in the triage of wake-up and late presenting 
　strokes undergoing neurointervention with trevo）
DEFUSE 3：弥散加权成像评估卒中进展研究 -3
　（diffusion weighted imaging evaluation for 
　understanding stroke evolution study-3）
REVASCAT：急性缺血性卒中发病 8 h 内使用 Solitaire FR 
　机械取栓血管再通与最佳内科治疗比较的随机化试验
　（randomized trial of revascularization with Solitaire FR 
　device versus best medical therapy in the treatment of 
　acute stroke due to anterior circulation large vessel 
　occlusion presenting within eight hours of symptom onset）
SWIFT PRIME：Solitaire 机械取栓作为主要血管内治疗的
　效果研究（Solitaire with the intention for thrombectomy as 
　primary endovascular treatment）

MR CLEAN：荷兰急性缺血性卒中血管内治疗多中心随机
　临床试验（multicenter randomized clinical trial of 
　endovascular treatment for acute ischemic stroke in 
　the Netherlands）
EXTEND-IA：延长时间的急性缺血性卒中患者溶栓联合
　血管内治疗效果研究（extending the time for thrombolysis in 
　emergency neurological deficits：intra-arterial）
ESCAPE：血管内治疗小梗死灶和大脑前循环近端阻塞的
　效果研究（endovascular treatment for small core 
　and anterior circulation proximal occlusion with 
　emphasis on minimizing CT to recanalization times）
SOCRATES：阿司匹林或替格瑞洛治疗急性缺血性卒中
　或短暂性脑缺血发作效果及预后研究（acute stroke 
　or transient ischaemic attack treated with aspirin 
　or ticagrelor and patient outcomes）
FOOD：加强营养与普通饮食研究（the feed or ordinary diet）


