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动脉粥样硬化并肢体缺血模型兔接受低频电磁场刺激促进新生血管形成 
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文章亮点： 
1 经腹腔结扎髂总动脉制作肢体缺血模型，排除了经股部切开行股动脉结扎或切除造成的手术损伤性跛行，

使得术后观察缺血性跛行更加客观。 
2 自制磁性饲养笼低频电磁场缺血肢体的实验研究克服了受试家兔顺应性差及所受磁场强度稳定性难以控制

的两大难题。   
3 实验结果揭示电磁场作用强度(因素 A)对无缺血肢体缺氧诱导因子 1α 的表达起主要作用，作用时间(因素

B)为次要作用，但在肢体缺血状态下血管内皮生长因子及 CD34 表达除了受缺氧诱导因子 1α的调控作用外可

能还受其他因素的影响。 
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摘要 
背景：磁场治疗肢体缺血性疾病的基础研究报道不多，原因是受试动物的依从性差及所受磁场作用强度的稳

定性难以掌控，由此造成实验误差大，结果可信度下降。作者针对此类问题，采用磁性饲养笼进行低频电磁

治疗缺血肢体的实验研究，由此克服了受试动物依从性差及磁场强度的稳定性难以掌控的两大难题。 
目的：探讨自制磁性饲养笼低频电磁场对家兔缺血肢体新生血管生长促进因子表达的影响。 
方法：构建动脉粥样硬化模型兔 96 只，编号随机分入缺血组和无缺血组(每组 12 个处理组合)，按析因设计

要求每组重复实验 4 次。因素 A 电磁场作用强度(0，3，6，12 mT)和因素 B 电磁场作用时间(3，5，7 d)。 
结果与结论：低频磁场能够明显促进家兔缺血肢体缺氧诱导因子 1α、血管内皮生长因子及 CD34 表达，磁场

作用强度(因素 A)是促进缺氧诱导因子 1α、血管内皮生长因子及 CD34 表达的主要因素，作用时间(因素 B)
为次要因素。低频磁场也促进无缺血肢体缺氧诱导因子 1α的表达，但对无缺血肢体血管内皮生长因子及CD34
表达无明显促进作用，揭示在肢体缺血状态下血管内皮生长因子及 CD34 表达除了受缺氧诱导因子 1α的调控

作用外可能还受其他因素的调控。 
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Low-frequency magnetic fields promote neovascularization in a rabbit model of 
atherosclerosis combined with limb ischemia 
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Traditional Chinese Medicine Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 830000, Xinjiang Uygur 
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Abstract 
BACKGROUND: Studies on basic research of magnetic treatment of limb ischemic disease are not much, 
because poor compliance of animals and the stability of the magnetic field strength are difficult to control, 
resulting in big experimental error and decreased credibility of the results. For this kind of problem, experimental 
study on low-frequency electromagnetic magnetic cages for treatment of ischemic limbs was conducted, thus 
overcoming the two major issues of poor compliance of animals and difficult control of the stability of magnetic 
field strength. 
OBJECTIVE: To investigate the effects of self-made low-frequency magnetic fields of rabbit cages on 
neovascular growth-promoting factor of rabbits with limb ischemia.  
METHODS: A total of 96 rabbit models of atherosclerosis were constructed, numbered and randomly divided into 
ischemia group and non-ischemia group (12 treatment combination in each group). Experiments in each group  
were performed four times according to the requirement of factorial design. Electromagnetic field intensity factor A 
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(0, 3, 6, 12 mT) and the time factor B (3, 5, 7 days) were set. 
RESULTS AND CONCLUSION: Low-frequency magnetic field could apparently promote hypoxia inducible factor-1α, 
vascular endothelial growth factor and CD34 expression in ischemic limb of rabbits. Electromagnetic field intensity factor 
A was a key factor for contributing to the expression of hypoxia inducible factor-1α, vascular endothelial growth factor 
and CD34, and the time factor B was secondary factor. Low-frequency magnetic field also promoted hypoxia inducible 
factor-1α expression in non-ischemia limb, but did not promote vascular endothelial growth factor and CD34 expression. 
Thus, the expression of vascular endothelial growth factor and CD34 was regulated by hypoxia inducible factor-1α, as 
well as other factors, in the ischemic state. 
 
Subject headings: electromagnetic fields; atherosclerosis; ischemia; muscle, striated; hypoxia-inducible factor 1, alpha 
subunit; vascular endothelial growth factors 
Funding: the Natural Science Foundation of Xinjiang Uygur Autonomous Region, No. 2011211A093 
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0  引言  Introduction 
老年下肢动脉流出道广泛硬化闭塞症目前仍属难治性

疾病。Criqui等[1-2]统计65岁以上的老年男性下肢动脉流出道

闭塞性疾病发病率约10%，而75岁以上则为20%。目前60
岁以上人群的发病率正逐渐增加，其中约20%的患者受到截

肢/趾的威胁，有5%的患者需要截肢/趾治疗，严重影响着老

年患者的身心健康和生活质量[3]。随着新生血管生长促进因

子的发现及治疗性血管新生概念的提出，人们将关注重点放

在了通过增加新生血管生长促进因子的表达从而达到治疗

肢体缺血目的，其中促血管生长相关因子的直接注射、其基

因的转染及干细胞移植等研究较多[4-14]，往年文献均可见报

道，但其安全性、实施简便性及其疗效的可靠性等问题越发

突出。因此寻找一种安全、实施简便、有效的方法成为治疗

性血管新生的研究热点。 
研究报道低频磁场能够明显促进体外动物或体外人血

管内皮细胞增殖[15-20]，但动物肢体缺血实验的报道不多，原

因是实验动物的依从性差及所受磁场作用强度稳定性难以

掌控，由此造成实验误差大，结果可信度下降。作者采用磁

性饲养笼进行低频电磁治疗缺血肢体的实验研究，由此克服

了受试动物依从性差及磁场强度的稳定性难以掌控的两大

难题[21-23]。在此基础上观察低频磁场对家兔缺血肢体中血管

内皮细胞增殖的影响，同时探讨这一影响所发生过程中的低

频磁场对于缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34表
达的影响，为下肢动脉硬化闭塞症的治疗提供了新的途径。 

 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：析因实验设计加对照实验研究。 
时间及地点：实验于2012年4月至2013年6月在新疆医

科大学附属中医医院动物实验室完成。 
材料： 
实验动物：1.5月龄的清洁级雄性新西兰家兔96只，体

质量1.0-1.5 kg，由新疆维吾尔自治区地方病研究所实验动

物中心提供，许可证号：XJDFBYJS(新) 2012-04-01，实验

室普通饲料喂养1周进行实验。 

家兔饲料：由新疆维吾尔自治区地方病研究所实验动物

中心提供。 
普通饲料：每100 g普通饲料中，草粉48.4 g，玉米15 g，

麸皮15 g，葵饼9 g，豆粉8 g，肉骨粉3 g，鱼粉1 g，食盐

0.5 g，多种维生素0.1 g，配制成家兔普通饲料。 
高脂高胆固醇饲料：每94 g普通饲料中加入胆固醇1 g、

胆盐1 g、猪油3 g、蛋黄粉1 g，配制成动脉粥样硬化造模的

高脂高胆固醇家兔饲料。 
主要试剂及仪器：缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子、

CD34(1 100)∶ 即用型及SP试剂盒(SP9000)由武汉博士德

公司提供，德国莱卡产 Leica DM 6000B显微镜和Leica 
DFC 425照相机，Ⅱ-604型数字皮温计(中国)，ES-1000 
SPM超音波血流计(日本)，DEUTROMETER 3872磁场强度

测量仪(德国卡尔德意志)，自制磁性饲养笼3个(磁场强度分

别为3、6及12 mT) [21]。计算机图像处理软件系统(IPP6.0)。 
实验方法： 

构建动脉粥样硬化模型兔：入选家兔给予高脂高胆固醇

饲料200 g/(只•d)连续喂养6周[24]，期间正常饮水。 
动脉粥样硬化模型兔造模成功标准：预实验动脉粥样硬

化造模42 d，获取股动脉作病理切片苏木精-伊红染色，与

正常对照组股动脉病理切片苏木精-伊红染色对照观察，股

动脉粥样斑块形成且所占血管面积超过正常对照组的20%，

视为动脉粥样硬化造模成功。 
缺血肢体模型：将上述动脉粥样硬化造模成功的家兔俯

卧位固定在家兔静脉麻醉卡槽内，10%水合氯醛2-4 mL/kg
经耳缘静脉缓慢注射麻醉，然后将麻醉好的家兔仰卧位妥善

将四肢固定在家兔手术架上。手术区用电动剪毛机去毛，碘

伏消毒，铺自制无菌洞巾，腹部正中耻骨联合上缘向上纵行

切口，长约5 cm，进入腹腔，找到左侧髂总动脉仔细游离并

用1个“0”无菌丝线将其结扎。确认无渗血，逐层缝合腹壁

切口[25]。普通饲料喂养，正常饮水。 
肢体缺血造模成功判断指标：预实验肢体缺血造模后第

24小时出现以下3种情况之一认为肢体缺血造模成功：缺血

肢体出现跛行；室内温度20 ℃缺血肢体趾端皮肤温度小于 
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对侧2 ℃以上；缺血肢体腹股沟韧带下2 cm范围内的股动

脉超音波血流仪检测血流量小于对侧股动脉血流量的1/4。 
实验家兔分组和磁性饲养笼干预：动脉粥样硬化造模结

束96只家兔，编号随机分入缺血组和无缺血组(每组12个处

理组合)，按析因设计要求每组重复实验4次。因素A电磁场

作用强度(0，3，6，12 mT)和因素B电磁场作用时间(3，5，
7 d)，处理组合见表1。  

左右后肢体趾端皮肤温度测量差值：室内温度20 ℃数

字皮温计测量缺血及对侧肢体趾端皮肤温度，读数稳定   
1 min计数，计算差值。 

左右股动脉多普勒彩超血流探测差值：ES-1000SPM
超声波血流计测量缺血及对侧肢体腹股沟韧带下2 cm范

围股动脉血流量，读数稳定1 min计数，并计算差值。 
缺血侧小腿横纹肌光学显微镜形态观察：于缺血模型

制备后第3，5，7天切取缺血侧小腿肌间隙组织。切取的

标本用体积分数4%甲醛液固定48 h，然后水洗、脱水，石

蜡包埋，连续切片，切片厚度为4 μm。切片于60 ℃烤片    
1 h后置入二甲苯中脱蜡，梯度乙醇中脱水，蒸馏水水洗，

苏木精染色8 min，蒸馏水水洗，体积分数5%乙醇分化，

伊红染色5 s，蒸馏水水洗，中性树胶封固[26]。200及400
倍光镜下观察小腿横纹肌组织形态学变化。 

缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34检测：①

缺血造模后第3，5，7天切取缺血小腿横纹肌组织。将组

织块修剪为0.3 cm×1 cm×1 cm大小，用体积分数4%中性

甲醛固定24 h，自动脱水透明，52 ℃低熔点石蜡快速包埋，

切片(4 μm厚)。②脱蜡，梯度脱水，抗原修复，清除内源

性过氧化物酶，血清封闭。③一抗孵育：滴加1 200∶ 的缺

氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34的兔抗兔抗体

溶液各50 μL/片，37 ℃孵育1 h，0.01 mol/L PBS冲洗。④

二抗孵育：滴加生物素标记的兔抗兔二抗溶液50 μL/片，

室温下湿盒孵育30 min，0.01 mol/L PBS冲洗。 S⑤ -P孵育：

滴加链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶溶液(S-P)50 μL/片，室

温下湿盒孵育30 min，0.01 mol/L PBS冲洗。 DAB⑥ 显色，  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

因素 B：磁场作用时间(d) 因素 A：磁场作用强度(mT) 
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A2:3 
 
A2 B1 
A2 B2 
A2 B3    

A3:6 
 
A3 B1 
A3 B2 
A3 B3 

A4:12 
 
A4 B1 
A4 B2 
A4 B3 

表 1  磁场作用强度与作用时间的处理组合表 
Table 1  Treatment combination of magnetic field intensity and 
action time                                                

表 2  无缺血组与缺血组兔各项指标检测结果均值 
Table 2  Mean results of measurement parameters of rabbits in non-ischemia group and ischemia group                            (x

_

±s)

磁场强度 组别 n STHTE(℃)    DVAFB HIF-1α表达(累积吸光度) VEGF 表达(累积吸光度) CD34 阳性染色细胞个数 

0 mT 
 
 
 
 
 
3 mT 
 
 
 
 
 
6 mT 
 
 
 
 
 
12 mT 

无缺血第 3 天组 
缺血第 3 天组 
无缺血第 5 天组 
缺血第 5 天组 
无缺血第 7 天组 
缺血第 7 天组 
无缺血第 3 天组 
缺血第 3 天组 
无缺血第 5 天组 
缺血第 5 天组 
无缺血第 7 天组 
缺血第 7 天组 
无缺血第 3 天组 
缺血第 3 天组 
无缺血第 5 天组 
缺血第 5 天组 
无缺血第 7 天组 
缺血第 7 天组 
无缺血第 3 天组 
缺血第 3 天组 
无缺血第 5 天组 
缺血第 5 天组 
无缺血第 7 天组 
缺血第 7 天组 

4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 

0.4±0.1 
3.4±0.3 
0.5±0.1 
2.6±0.2 
0.5±0.1 
2.1±0.2 
0.4±0.1 
2.9±0.2bd 
0.4±0.1 
1.8±0.1 
0.7±0.1 
1.6±0.1af 
0.5±0.1 
1.9±0.1 
0.8±0.1 
1.6±0.1 
1.1±0.1 
1.4±0.1 
0.9±0.1 
1.7±0.1ae 
0.9±0.1 
1.2±0.1 
0.7±0.1 
1.0±0.1 

0.6±0.1 
5.9±0.5 
0.6±0.1 
4.8±0.5 
0.4±0.1 
3.3±0.2 
0.7±0.1 
4.0±0.5bc 
0.5±0.1 
2.9±1.5 
1.4±0.1 
2.8±0.1ag 
0.7±0.1 
2.8±0.5 
0.5±0.1 
2.6±0.5 
1.4±0.1 
1.8±0.1 
0.9±0.1 
2.1±0.1ae 
0.8±0.1 
1.6±0.2 
0.9±0.1 
1.2±0.2 

442±45 
1 194±346 
348±121 
1 142±442 
489±124 
1 096±234 
822±212 
1 313±385b 
916±307 
1 710±447 
929±345 
1 989±264ac 
1 190±223 
1 839±298 
1 773±217 
1 905±332 
2 108±248 
2 167±312 
1 921±232 
2 427±301a 
2 117±453 
2 703±331 
2 528±411hi 
3 013±432eg 

126±48 
401±63 
153±48 
486±84 
246±68 
593±58 
282±63 
581±104b 
373±88 
849±113 
387±87 
1 083±134bd 
378±82 
1 189±164 
401±81 
1 354±170 
394±120 
1 776±135 
482±91 
2 218±318b 
458±102 
2 189±328 
483±81 
2 478±324bg 

3.0±0.14 
8.0±0.12 
4.0±0.1 
11.0±0.2 
4.0±0.1 
11.0±0.3 
5.0±0.15 
13.0±2.0b 
4.0±0.1 
21.0±0.3 
6.0±0.2 
21.0±0.2bd 
6.0±0.1 
28.0±0.15 
7.0±0.2 
24.0±1.0 
7.0±0.5 
30.0±1.5 
7.0±0.2 
39±2b 
8.0±0.2 
39.0±1.5 
9.0±0.3 
40±3bg 

表注：①STHTE：双侧后肢趾端皮肤温度差值；DVAFB：双侧后肢股动脉血流差值；HIF-1α：缺氧诱导因子 1α；VEGF：血管内皮生长因子。②缺血组与无缺血

组比较：aP < 0.05，bP < 0.01；缺血组 3 mT-7 d 与 3 mT-3 d 比较：cP < 0.05，dP < 0.01；缺血组 12 mT-7 d 与 12 mT-3 d 比较：eP < 0.05；缺血组 12 mT-7 d

与 3 mT-7 d 比较：fP < 0.05，gP < 0.01；无缺血组 12 mT-7 d 与 12 mT-3 d 比较：hP < 0.01；无缺血组 12 mT-7 d 与 3 mT-7 d 比较：iP < 0.01。③无缺血组与

缺血组、无缺血之间、缺血组之间的组间自由度为 1，组内自由度为 7。 
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显微镜下观察显色情况，显色满意无背景，即用自来水冲

洗终止反应。⑦复染：苏木精衬染细胞核1 min，流水冲洗，

盐酸乙醇分化1 s，流水冲洗15 min反蓝，切片干燥后二甲

苯透明，中性树胶封固。用PBS代替一抗做阴性对照[26]。  
结果判定：①缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子表达

测定：经过免疫组化染色，细胞核出现蓝染，胞浆可见黄染 

图 1  家兔动脉粥样硬化造模结果(×200) 
Figure 1  Establishment result of a rabbit model of atherosclerosis (×200) 
图注：图中 A 为未造模家兔髂动脉，内皮平滑完整，中膜平滑肌清晰；B 为未造模家兔横纹肌细胞核排列规整，胞浆均匀，未见脂肪变性征象；

C 为动脉粥样硬化造模家兔，股动脉粥样斑块形成，所占血管面积大于 50%；D 为动脉粥样硬化造模家兔，股动脉粥样斑块形成，所占血管面

积大于 70%。 

 A B  C D 

 A B  C D 

 E F  G H 

 I J  K L 

图 2  缺血组缺氧诱导因子 1α、血管内皮生长因子及 CD34 表达情况(×400) 
Figure 2  Hypoxia inducible factor-1α, vascular endothelial growth factor and CD34 expression in ischemia group (×400) 
图注：图中 A 显示 0 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α轻度表达；B 显示 3 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α轻度表达；C 显示 6 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α中

度表达；D 显示 12 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α高度表达；E 显示 0 mT-7 d 血管内皮生长因子无表达；F 显示 3 mT-7 d 血管内皮生长因子轻度

表达；G 显示 6 mT-7 d 血管内皮生长因子中度表达；H 显示 12 mT-7 d 血管内皮生长因子高度表达；I 显示 0 mT-7 d CD34 无表达。J 显示 3 
mT-7 d CD34 轻度表达；K 显示 6 mT-7 d CD34 中度表达；L 显示 12 mT-7 d CD34 高度表达。 
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为表达阳性(强阳性的地方会呈现棕黄色)，选取阳性表达 多

的3个区域，400倍镜下采集图像，通过计算机图像处理软件

(IPP6.0)测定图像上黄色染色的深浅与面积，并以黄色部分的

累积吸光度表示出来。②CD34染色计数细胞：缺血小腿横纹

肌组织中CD34阳性细胞的细胞核及细胞浆染成为棕色或棕

黄色为阳性，在显微镜下观察，选取3个细胞阳性表达 多的

图 3  无缺血组缺氧诱导因子 1α、血管内皮生长因子及 CD34 表达情况(×400) 
Figure 3  Hypoxia inducible factor-1α, vascular endothelial growth factor and CD34 expression in non-ischemia group (×400) 
图注：图中 A 显示 0 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α无表达；B 显示 3 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α轻度表达；C 显示 6 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α中度

表达；D 显示 12 mT-7 d 缺氧诱导因子 1α高度表达；E 显示 0 mT-7 d 血管内皮生长因子无表达；F 显示 3 mT-7 d 血管内皮生长因子无表达；

G 显示 6 mT-7 d 血管内皮生长因子无表达；H 显示 12 mT-7 d 血管内皮生长因子轻度表达；I 显示 0 mT-7 d CD34 无表达。J 显示 3 mT-7 d
CD34 无表达；K 显示 6 mT-7 d CD34 轻度表达；L 显示 12 mT-7 d CD34 轻度表达。 

 A B  C D 

 E F  G H 

I J  K L 

图 4  小腿横纹肌组织在光学显微镜下观察(×200) 
Figure 4  Leg striated muscle observed under a light microscope (×200) 
图注：图中 A 显示无缺血组 0mT 横纹肌脂肪变性；B 显示无缺血组 12 mT-7 d 横纹肌细胞脂肪变性；C 显示缺血组 0 mT-7 d 横纹肌片状坏

死、萎缩及单核细胞浸润；D 显示缺血组 12 mT-7 d 横纹肌空泡样变性、灶状坏死。 

 A B  C D 
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区域，400倍镜下采集图像，通过计算机图像处理软件(IPP6.0)
计数阳性染色细胞个数，凡染色的单个内皮细胞或内皮细胞

群者均作为1个血管计数，但肌层较厚及管腔面积大于8个红

细胞直径的血管不计数，将计数结果取平均值[27]。 
主要观察指标：①缺血肢体跛行情况。②左右后肢体

趾端皮肤温度差值。③左右股动脉多普勒彩超血流探测差

值。④缺血小腿横纹肌组织光学显微镜形态观察。⑤小腿

横纹肌组织缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34
表达强度。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件对实验数据进行

单因素方差分析，所有数据采用x
_

±s表示，设α=0.05，P < 
0.05为差异有显著性意义。缺氧诱导因子1α、血管内皮生长

因子及CD34表达量由计算机图像处理软件系统(IPP6.0)处
理并计算表达强度。 
 
2  结果  Results  
2.1  实验动物数量分析  缺血组48只清洁级雄性新西兰大

家兔，肢体缺血造模过程中因麻醉死亡2只，预备动脉粥样

硬化造模家兔补充2只，手术中出血死亡3只，预备动脉粥样

硬化造模家兔补充3只， 终缺血组48只实验动物进入结果

分析。无缺血组48只实验动物进入 终结果分析。  
2.2  家兔动脉粥样硬化造模结果  应用加胆盐的高脂高

胆固醇饲料200 g/(d•只)连续喂养42 d，结果动脉粥样硬化

造模成功100%(图1)。  
2.3  无缺血组和缺血组双侧后肢体趾端皮肤温度差值

(STHTE)及股动脉血流差值(DVAFB)分析结果  3 mT-3 d
两组各指标差异均有显著性意义(P < 0.01)，3 mT-7 d两组

各指标差异均有显著性意义(P < 0.05)；12 mT-3 d两组各

指标差异均有显著性意义(P < 0.05)，12 mT-7 d两组各指

标差异均无显著性意义(P > 0.05)。缺血组3 mT-7 d双侧后

肢体趾端皮肤温度差值及股动脉血流差值均显著高于

12mT-7 d(P < 0.05，P < 0.01)，见表2。 
2.4  缺血组和无缺血组缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因

子及CD34表达强度分析结果  3 mT-3 d的缺氧诱导因子

1α、血管内皮生长因子及CD34表达强度两组差异均有显

著性意义(P均 < 0.01)，3 mT-7 d的缺氧诱导因子1α、血

管内皮生长因子及CD34表达强度两组差异均有显著性意

义(P < 0.05，P < 0.01，P < 0.01)；12 mT-3 d的缺氧诱

导因子1α、血管内皮生长因子及CD34表达强度两组差异

均有显著性意义(P < 0.05，P < 0.01，P < 0.01)，12 mT-7 d
两组缺氧诱导因子1α表达差异无显著意义(P > 0.05)，血管

内皮生长因子及CD34表达差异均有显著性意义(P均 < 
0.01)，见表2。  
2.5  缺血组缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34
在第3，7天表达强度差异分析结果  缺氧诱导因子1α、血

管内皮生长因子及CD34表达3 mT-7 d均显著高于3 mT-3 d 
(P < 0.05，P < 0.01，P < 0.01)；缺氧诱导因子1α表达    

12 mT-7 d显著高于12 mT-3 d(P < 0.05)。但缺血组缺氧

诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34表达12 mT-7 d
较3 mT-7 d均显著增高(P均 < 0.01)，见表2，图2。 
2.6  无缺血组缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及CD34
在第3，7天表达强度分析结果  缺氧诱导因子1α、血管内

皮生长因子及CD34表达3 mT-7 d与3 mT-3 d比较差异均

无显著意义(P > 0.05，P > 0.05，P > 0.1)；缺氧诱导因子1α
表达12 mT-7 d显著高于12 mT-3 d(P < 0.01)。缺氧诱导因

子1α表达12 mT-7 d较3 mT-7 d显著升高(P < 0.01)，血管

内皮生长因子及CD34表达12 mT-7 d与3 mT-7 d比较差异

无显著意义(P > 0.05，P > 0.1)，见表2，图3。 
2.7  小腿横纹肌组织在光学显微镜下观察 无缺血组为横

纹肌组织脂肪样变性(图4A，B)；缺血组0 mT-7 d横纹肌

浑浊肿胀、空泡样变性伴片状坏死及横纹肌萎缩伴脂肪样

变性(图4C)；12 mT-7 d分别为横纹肌浑浊肿胀伴灶状坏

死及脂肪样变性(图4D)。 
 
3  讨论  Discussion 

家兔动脉粥样硬化造模的成功率与高脂高蛋白饲料的

组成及其构成比密切相关[24]。在本实验中每99 g高脂高胆

固醇饲料中加入胆盐1 g，可促进高脂高胆固醇饲料中的胆

固醇、猪油和蛋黄粉吸收，提高动脉粥样硬化造模的成功

率，与谢作煊等[24]的方法比较有较大改进。不同肢体缺血

模型设计和手术方式是产生不同效果的关键[28-33]，本实验

先通过42 d的动脉粥样硬化造模，再结扎髂总动脉造成肢

体缺血，其机制是通过开腹手术结扎髂总动脉，保留了腰

动脉与髂内动脉及其侧支动脉的交通建立，保证了术后肢

体存活需要的侧支血液循环来源。此方法与既往文献报道

中股内侧切开结扎并切除股动脉及其分支相比[34]，排除了

手术创伤对缺血肢体造成的跛行，使得术后观察家兔肢体

缺血性跛行变化更加客观。 
该实验家兔动脉粥样硬化造模后髂总动脉结扎肢体缺

血模型与下肢动脉硬化闭塞症导致的肢体缺血具有相似的

病理过程，其具备了以下4个条件[35-36]：①出现一定程度的

缺血。②缺血可以保持一段时间。③缺血可以通过实验测

得的数值所证实。④缺血肢体和正常肢体可以进行比较。

本研究0，3，6及12 mT分别作用3，5及7 d，观察缺血及

对侧趾端皮肤温度及股动脉血流差值，病理观察横纹肌组

织的缺血坏死、代偿和修复的变化过程，显示该模型完全

符合上述4点要求。左右肢体对比可以消除指标检查的系统

误差。研究显示缺血组趾端皮肤温度及股动脉血流差值  
12 mT-7 d较3 mT-7 d降低均有显著意义(P < 0.05，P < 
0.01)；12 mT-3 d缺血组和无缺血组的趾端皮肤温度及股

动脉血流差值差异均有显著意义(P < 0.05)，12 mT-7 d差
异均无显著意义(P > 0.05)。揭示该实验随着磁场强度和作

用时间增加，缺血肢体的血供明显增加。 
对于低频电磁场改善缺血肢体血供的机制，文献报
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道生物组织细胞中的离子、水分子和其他分子的偶极子

随正弦电磁波频率的变化而出现取向改变，进而使这些

极性分子发生旋转摆动磨擦，产生热效应。被吸收的电

磁波能在体内转变成热能促使毛细血管扩张和细胞代谢

加速[37]，增加耗氧并促进缺血肢体缺氧诱导因子1α和血

管内皮生长因子生成。研究报道缺氧诱导因子1α是在缺

氧条件下广泛地存在于哺乳动物和人体内的一种转录因

子[38]，它能够与靶基因结合，通过调节转录及转录后的

调控，使机体产生对缺血、缺氧的适应性反应。缺氧诱

导因子1α也是缺氧状态下血管生成的核心调控因子，通

过影响血管内皮生长因子及其他因子表达，直接参与血

管生成全过程[39-40]。血管内皮生长因子是一种多功能蛋

白，可由多种细胞表达分泌，且其表达可受多种因素的

影响[41-43]。研究报道内皮祖细胞是分化成血管内皮细胞、

形成新生血管的重要细胞。目前尚缺乏高度特异性的内

皮祖细胞表面标志物，CD34是目前常用内皮祖细胞识别

的共同表面分子。CD34表达阳性是内皮祖细胞形成新生

血管的重要特性[44-49]。 
本研究显示缺血组缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因

子及CD34表达强度3 mT-7 d均显著高于3 mT-3 d(P < 
0.05，P < 0.01，P < 0.01)； 缺氧诱导因子1α表达6 mT-7 d
高于6 mT-3 d不显著(P > 0.05)，血管内皮生长因子及

CD34表达差异均显著(P均 < 0.05)；缺氧诱导因子1α   
12 mT-7 d显著高于12 mT-3 d(P < 0.05)，血管内皮生长

因子及CD34表达差异不显著(P > 0.05)。提示磁场作用强

度(因素A)是促进缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子及

CD34表达的主要因素，作用时间(因素B)为次要因素。该

研究也显示缺血组 0 mT-3 d横纹肌浑浊肿胀、空泡样变

性伴片状坏死、0 mT-5 d为横纹肌间隙脂肪样变性伴有单

核细胞浸润、0 mT-7 d为横纹肌萎缩伴脂肪样变性，    
12 mT-3 d、12 mT-5 d及12 mT-7 d为横纹肌出现浑浊肿

胀、伴灶状坏死及横纹肌萎缩伴脂肪样变性。这一过程与

家兔髂总动脉结扎后造成缺血后触发缺氧诱导因子1α、血

管内皮生长因子及CD34表达一致：即12 mT-7 d明显高于

3 mT-7 d (P均 < 0.01)，与两侧股动脉血流量和趾端皮肤

温度差值3 mT-7 d均显著高于12 mT-7 d(P均 < 0.01)，也
与腰动脉与髂内动脉的侧支交通建立，改善缺血肢体血供

过程一致。 
该研究显示缺血组缺氧诱导因子1α表达12 mT-7 d 

显著高于12 mT-3 d(P < 0.05)，血管内皮生长因子及

CD34表达不显著(P > 0.05，P > 0.1)，但缺氧诱导因子

1α、血管内皮生长因子及CD34表达强度12 mT-7 d均显

著高于 3 mT-7 d(P均< 0.01)；无缺血组显示缺氧诱导因

子1α表达强度随磁场强度增强而增强，即缺氧诱导因子

1α表达强度12 mT-7 d 显著高于3 mT-7 d(P < 0.01)，血管

内皮生长因子及CD34强度差异均无显著意义(P均 > 0.05)，
揭示低频磁场能够明显促进缺血肢体缺氧诱导因子1α、

血管内皮生长因子及CD34表达，也能促进无缺血肢体缺

氧诱导因子1α的表达，但对血管内皮生长因子及CD34表
达作用不明显，提示血管内皮生长因子及CD34表达除了

受缺氧诱导因子1α的调控外还可能受其他因素的影响，

有待进一步探讨。 
 
作者贡献：实验设计、实验评估为张建勇，实验实施为彭辉、

陈辉及孟德凯，资料收集为陈辉及孟德凯，张建勇及彭辉成文，

张建勇审校，张建勇对文章负责。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

伦理要求：实验过程中对动物的处置符合 2009 年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 

学术术语：血管内皮生长因子-早期亦称作血管通透因子，是血

管内皮细胞特异性的肝素结合生长因子，可在体内诱导血管新生。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和

专利争议，内容及数据真实，文责自负。 
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