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1.研究背景
1.1．肥胖发生趋势
肥胖（obesity）是引起血脂紊乱、II型糖尿病、高血压和动脉粥样硬化等心血管疾病（CVD）的重要危险因素 (Ortega et al., 2016)。今年4月发表在柳叶刀杂志上的一份涵盖186个国家的研究发现，40年来，全球男性肥胖率从3.2%升至10.8%，女性肥胖率则从6.4%升至14.9%。调查还指出，中国的肥胖人口位居世界首位，分别占全球的16.3%和12.4%；而在严重肥胖的人口中，中国从1975年男性和女性分列第60和第41位升至第二，仅次于美国。研究称，如果现下这种趋势持续下去，那么到2025年，全球男性肥胖率将达到18%，女性肥胖率将超过21%，而同期男性和女性的严重肥胖率将分别超过6%和9% (Collaboration, 2016)。
1.2．肥胖与心血管功能的关系
血管功能障碍是动脉硬化的基础，许多心血管疾病及危险因素可导致内皮功能损伤，而内皮功能损伤也常常伴发和加重心血管疾病，后者又与肥胖关系密切(Brook, 2006)。然而，除了已知的心血管危险因素，系统的炎症增加、氧化应激而且体重增加改变的血流动力学可能直接导致血管内皮损伤与功能障碍，可能是肥胖者动脉粥样硬化的发病机理。通过超声测量肱动脉血流介导的血管舒张(flow-mediated dilation, FMD)评估血管内皮功能(Korkmaz and Onalan, 2008)以及通过检测脉搏波传导速度（pulse wave velocity, PWV）判断动脉硬化的方法(Van Guilder et al., 2006; Acree et al., 2007)，越来越多地用于心血管功能特别是内皮功能的风险评估，逐渐成为CVD初级预防和早期治疗的新策略。因此，临床上检测FMD和PWV，可以更准确、有效地评估运动对超重或肥胖人群血管功能包括内皮功能的影响。
1.3．肥胖与EPC的关系
内皮祖细胞（EPC）在维持血管内皮层的完整性发挥重要的作用(Koutroumpi et al., 2012)。它具有缺血区定向归巢并分化为成熟内皮细胞、迟发高增殖潜能等特性，不仅参与胚胎发育时的血管发生，在出生后也起着促进受损内皮修复、微血管新生等重要作用。

大量研究表明，肥胖与EPC的数量呈负相关(Muller-Ehmsen et al., 2008)。例如，MacEneaney等在对正常体重、超重和肥胖成人的比较中发现，肥胖人群中EPC的数量低于前两者，而EPC集落形成能力在超重及肥胖者要弱于体重正常人群，提示EPC数量和功能的受损可能是肥胖导致相关心血管疾病风险上升的机制之一(MacEneaney et al., 2009; Heida et al., 2010; Tobler et al., 2010)。
1.4.运动对心血管功能的影响

大量研究证实，运动有助于改善血管内皮功能(Weinsier et al., 1998)，此外，饮食也能改善肥胖人群血管内皮功能(Sasaki et al., 2002)，两者结合的效果最明显(Woo et al., 2004)。近年来，越来越多的研究开始关注运动对EPC的影响，这可能是运动改善内皮功能的作用机制之一(Van Craenenbroeck et al., 2010; Schlager et al., 2011; Cesari et al., 2012)。
2.研究目的

8周运动和饮食干预对肥胖受试者心血管功能包括血管内皮功能、EPC数量和功能、自主神经系统和动脉硬化的影响，以及其中的内在机理。
3.研究方法
3.1.研究设计
受试者
本研究拟选取参加运动减肥训练营的成年肥胖者（年龄大于18岁，BMI > 30kg/m2）为研究对象。剔除标准包括不稳定心绞痛，1年内发生过心肌梗塞，失代偿心衰竭，心肌病，严重的心瓣膜疾病，严重肺部疾病，不受控的高血压，肾衰竭，整形手术或者神经疾病导致运动受限，运动干预期进行手术，药物或酒精滥用等。所有受试者均要求预先了解整个实验流程及目的，整个实验过程中可随时自由退出实验，填写知情同意书。
运动干预期间所有受试者的饮食均为经过营养师调配的低盐低脂饮食, 平均每日摄入的食物量热量大概在1300-2200kcal之间。早、中及晚餐提供的热量比例约为30%，40%，30%，其中糖、脂肪及蛋白质的供能量约占总热量的60%，20%及20%，严格统一作息制度。
所有受试者每周训练6天，休息1天，共训练8周；每天训练5小时，上午下午各2.5小时，训练内容以中高强度的有氧运动以及高强度的间歇训练为主，每天的训练课程平均热量消耗约在1500-2500kcal之间。中高强度的有氧训练以70%～85%最大心率进行训练；高强度间歇训练采用高强度期间（如以90%的最大心率进行运动）和低强度期间（如以60%最大心率进行运动）来回交替；此外，受试者也会进行一些抗阻力量训练，负荷一般为12～15RM。训练由专业教练带动受试者共同完成课程训练任务。
首要指标和次要指标
首要指标是血管内皮功能（FMD值）。次要指标包括身高、体重、体成分、安静心率、收缩压、舒张压、有氧能力、最大力量、中心动脉压、中心动脉压差、主动脉溢压、心脏负荷指数和心率变异性（HRV）；血液生化指标：总甘油三酯 （ total triglyceride, TG）、总胆固醇（total cholesterol, TC）、高密度脂蛋白（high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C）、低密度脂蛋白（low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C）、空腹血糖(FBG)、空腹血胰岛素（FINS）；炎症相关指标：Ｃ-反应蛋白（CRP）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）；氧化应激相关指标：超氧化物歧化酶（SOD）；血管功能指标：FMD、cfPWV、baPWV、外周血的eNOS、VEGF和EPC含量；EPC数量和功能。
3.2.样本量计算

根据我们实验室的预实验结果，设定运动干预后首要指标FMD的观测比较阈值为1%，标准差为1.3%；设定α为0.05,效能为80%，在G-power中计算出最小样本量，考虑到样本的依从率和流失情况（20%），最后确定肥胖训练人数为每组20人。
3.3.测量方法
身体基本情况测试
对所有研究对象进行身高、体重、腰臀比、BMI、安静心率、血压等指标的测试；并采用体成分测试仪对所有研究对象的体成分进行测试。

心血管功能检测
使用心血管功能检测仪（型号：EM3/MM3；AtCor；澳大利亚）检测中心动脉压（CAP）、中心动脉压差（CPP）、主动脉溢压（AP）、心脏负荷指数（AIx）和心率变异性（HRV）。该仪器测量桡动脉或颈动脉的脉搏信号，同时测量肱动脉血压，使用经过验证的通用的转换公式可估算出中心血压。与直接测量的动脉内血压进行的比较研究证实，SphygmoCor计算出的中心动脉压基本准确，可以作为评价心血管风险的评价指标。

血管内皮功能检测
采用UNEX EF血管内皮功能检测仪(UNEX-EF, UNEX Co. Ltd., Nagoya, Japan)，对受试者肱动脉血流介导舒张功能(FMD)进行测定。UNEXEF是专门用于血管内皮功能检测的超声检测仪，能自动敏锐的捕捉出血管内径的实时变化。根据血管和短轴传感器的位置关系，可以掌握探头的调整方向，并且通过微型电动机可以自动微调整探头方向，仪器通过其内置的软件自动计算出肱动脉内径的变化率。测试时间统一安排在上午8-10点进行，受试者处于仰卧位，选取其右侧肘关节上方2-10cm处的肱动脉。

脉搏波传导速度（PWV）检测
PWV是由心脏搏动射血而引起脉搏波动的传导速度，通过此项指标来判断动脉弹性的状况，管壁越硬脉搏波传导速度越快。PWV是评价动脉硬度的经典指标。cfPWV是颈股动脉间脉搏波传导速度，是衡量中心大动脉血管弹性和动脉硬化情况的指标，是目前检测大动脉硬度的金标准。cfPWV增大提示主动脉硬度增高，cfPWV越大，主动脉的损害越严重。我们采用心血管功能检测仪（型号：EM3/MM3；AtCor；澳大利亚），可以测量颈股动脉脉搏波传导速度（cfPWV）、踝臂脉搏波传导速度（baPWV）、踝臂指数（ABI）、左右手臂血压差，并自动计算各重要指标。

生化指标测试
分别在运动干预前、后收集空腹状态下的肘静脉血，分离血清置-80oC保存待测。脂代谢指标采用酶比色法测定：包括TG、TC、HDL-C、LDL-C；氧化应激指标包括SOD，采用酶联免疫吸附法测定；炎症指标包括CRP、TNF-α,均采用酶联免疫吸附法测定；eNOS、VEGF、Irisin采用酶联免疫吸附法测定；血糖（FBG）采用氧化酶法测定，血胰岛素（FINS）水平采用酶联免疫吸附法测定，并计算胰岛素抵抗指数：HOMA-IR=FBG x FINS/22.5。
外周血EPC数量的检测
取血5ml，放置于含有EDTA的管中，血细胞用荧光素标记的抗人单克隆抗体，包括AlexaFlour488标记的CD309（VEGFR-2/KDR）(Biolegend公司)和APC标记的CD34（eBioscience公司）。按照抗体说明书，血液样品（200ul）室温下在抗体中孵育30min。相应的同种型匹配的抗体作为阴性对照。抗体温育后，将各样品用2.5ml的1X裂解液10min(BD Biosciences公司)，然后用FACS缓冲液洗涤两次。每个样品在Cytomics FC500流式细胞仪(Beckman Coulter公司)检测，上样量为4X105events，后用CXP software 2.0进行分析。

外周血EPC的分离、培养以及EPC迁移和粘附能力检测
采集肥胖成年人新鲜的抗凝外周血10 ml,分离单个核细胞(MNCs)。将MNCs 接种在HFN (5µg/cm2)包被的6孔培养板上,置于37℃、5%的CO2、饱和湿度的CO2培养箱中培养。细胞培养4天后,去除未附着细胞,继续培养粘附细胞至第7天,倒置显微镜观察其生长情况。

EPC迁移和粘附能力检测
在获得理想的EPC后，按照文献的方法检测EPC迁移和粘附的能力，比较肥胖对EPC功能活性的改变，以及培养基孵育一定浓度的Irisin对EPC功能活性的影响。
3.4.数据统计学处理

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析，数据用均数±标准差表示。运动前、后比较采用配对t检验。两变量前、后变化值的相关性采用等级相关分析（pearson），检测水平为P < 0.05。
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