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Резюме
Введение. В современном вооруженном конфликте в структуре боевой хирургической патологии повреждения 

конечностей имеют высокий удельный вес. При этом повреждения артерий конечности часто сопровождаются мас-
сивным наружным кровотечением и/или острой ишемией, что является одной из основных причин летального исхода. 
Представляется перспективным применение адъювантной лечебной стимуляции ангиогенеза при боевой сосудистой 
патологии. Цель. Исследовать влияние и динамику регуляции ангиогенеза и определить роль VEGF в патогенезе повреж-
дений артерий конечности на экспериментальной модели острой ишемии задней конечности (ОИЗК) у лабораторных 
животных. Материалы и методы. Выполнены отработка экспериментальной модели острой ишемии задней конеч-
ности (ОИЗК), динамическое наблюдение и оценка влияния лекарственно индуцированного ангиогенеза и системного 
введения антиангиогенных антител у лабораторных животных (кролики-самцы породы Белый Великан) одной партии 
массой 3673±113 г. (n=36). Результаты. В группе Iа (лекарственно индуцированный ангиогенез) отмечается длительная 
положительная динамика выживаемости до 24 суток экспериментального исследования в отличие от остальных 3 групп. 
Данные выживаемости в группе Ia имеют корреляционную связь с количественным определением VEGF в сыворотке 
крови, которая к 30-м суткам составляет 87,08±2,44 пг/мл (p<0,001). К 30-м суткам экспериментального исследования 
уровень перфузии тканей после лигирования бедренной артерии составил 81,75±4,2 % (p<0,05). Выводы. Генные и 
клеточные технологии могут стать одним из важнейших методов восстановления перфузии в ишемизированных тканях 
за счет формирования и роста микрососудистой сети, что впоследствии существенно снизит количество выполняемых 
ампутаций и улучшит конечный результат лечения при данной патологии. Полученные результаты свидетельствуют об 
эффективности адъювантной стимуляции ангиогенеза, что также отразилось на выживаемости лабораторных животных.
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Summary
Introduction. In the modern armed conflict, limb injuries have a high proportion in the structure of combat surgical pathology. 

In this case, injuries to the arteries of the limbs are often accompanied by massive external bleeding and/or acute ischemia, which 
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Введение
В мире ишемия нижних конечностей диагности-

рована у 200 млн человек [1]. Актуальной и важ-
ной проблемой современной реконструктивной 
сосудистой хирургии остается восстановление тро-
фики в тканях, которые подверглись острой и/или 
длительной ишемии. Для этих целей используется 
широкий спектр хирургических методов лечения, со-
временных средств консервативной терапии, физио
терапевтическое лечение и др. Применение генных 
технологий рассматривается учеными как одно из 
перспективных направлений в лечении пациентов с 
заболеваниями артерий нижних конечностей [2, 3]. 
Доклинические исследования генной терапии отме-
чают образование и рост новых сосудов в экспери-
ментальном исследовании на лабораторных живот-
ных [4–7].

Значимость проблемы стимулирования ангиогене-
за при ранениях артерий конечности заключается в 
необходимости разработки альтернативных методов 
адъювантного лечения в области медицины. С учетом 
растущего интереса к возможности сохранного лече-
ния и улучшения исходов хирургических манипуля-
ций на поврежденных артериях конечностей иссле-
дование в данной области является первоочередным.

Эндотелиальный фактор роста сосудов (vascular 
endothelial growth factor – VEGF) играет ключевую 
роль в патофизиологии развития новых коллатералей 
в условиях повреждения тканей и гипоксии [8, 9]. 
VEGF представляет собой сигнальный белок, синте-
зируемый эндотелиальными клетками сосудов в от-
вет на гипоксию и травматизацию сосудистой стенки. 
Также VEGF является одним из многих, но тем не 
менее одним из важных, факторов для подавления 
воспаления, реализуемым в восстановлении костной 
ткани путем индуцирования изоформы VEGF-A [10]. 
Регенерация в ране обусловлена взаимодействием ре-
цептора VEGFR1 с моноцитами (макрофагиальная 
линия), результатом которого является сигнализация 
для миграции и последующей продукции цито-/хи-
мокинов. Линия взаимодействия VEGFR1-моноциты 
регулирует воспалительные реакции в ране [10].

Проведенное экспериментальное исследование на 
биологических объектах, где использовалась смесь 

пДНК с генами VEGF с ангиопоэтином-1, bFGF, 
урокиназным активатором плазминогена (uPA), стро-
мальным фактором-1 (SDF) или HGF, достоверно 
усиливает ангиогенез и уменьшает некротизирован-
ную зону в скелетных мышцах. Также определена 
большая эффективность при комбинированном ис-
пользовании по сравнению с применением каждого 
фактора по отдельности [11]. Результаты локального 
применения генно-инженерной конструкции VEGF 
у 194 лабораторных животных демонстрируют дей-
ственность терапевтического эффекта стимуляции 
ангиогенеза [12]. По данным зарубежных авторов, 
клиническое исследование у 14 пациентов, в лечении 
которых применяли бицистронную плазмиду, соче-
тающую в себе VEGF и HGF, демонстрирует досто-
верное увеличение проангиогенных факторов в пора-
женных тканях и улучшает клиническую картину при 
хронической ишемии нижних конечностей (ХИНК), 
осложненной сахарным диабетом [13]. Использова-
ние микрофлюидного чипа для оценки ангиоген-
ных свойств различных изоформ VEGF (VEGF121, 
VEGF165, VEGF189 и т. д.), в том числе по длине 
и количеству сосудистых ростков, продемонстриро-
вало, что изоформа VEGF165 обладает наибольшей 
способностью индуцировать рост сосудистых рост-
ков в сравнении с другими изоформами [14]. 

Исследование механизма и исходов применения 
стимуляции ангиогенеза в ишемизированных тканях 
в результате повреждения артерий конечностей по-
служит толчком к развитию новых методов, способ-
ствующих ускоренному восстановлению кровоснаб-
жения в ишемизированных тканях, снижению риска 
инвалидизации и улучшению исходов лечения по-
вреждений и травм мирного и военного времени.

Цель – исследовать влияние и динамику регуля-
ции ангиогенеза и определить роль VEGF в патогене-
зе повреждений артерий конечности на эксперимен-
тальной модели острой ишемии задней конечности 
(ОИЗК) у лабораторных животных.

Материалы и методы исследования
Общий дизайн экспериментального исследова-

ния. Экспериментальное исследование одобрено 
независимым этическим комитетом при федераль-

is one of the main causes of death. The use of adjuvant therapeutic stimulation of angiogenesis in combat vascular pathology seems 
promising. Objective. To investigate the influence and dynamics of angiogenesis regulation and determine the role of VEGF in the 
pathogenesis of limb artery injuries in an experimental model of acute hind limb ischemia (AHLI) in laboratory animals. Materials 
and methods. An experimental model of acute hind limb ischemia (AHLI) was developed, dynamic observation and evaluation 
of the effect of drug-induced angiogenesis and systemic administration of antiangiogenic antibodies in laboratory animals (male 
White Giant rabbits) of one batch weighing 3673±113 g (n=36). Results. In Group Ia (drug-induced angiogenesis), there was a 
long-term positive survival rate of up to 24 days of the experimental study, in contrast to the other 3 groups. The survival data in 
Group Ia correlates with the quantitative determination of VEGF in blood serum, which by day 30 is 87.08±2.44 pg/ml (p<0.001). 
By 30 day of the experimental study, the level of tissue perfusion after ligation of the femoral artery was 81.75±4.2% (p<0.05). 
Conclusions. Gene and cellular technologies can become one of the most important methods for restoring perfusion in ischemic 
tissues due to the formation and growth of the microvascular network, which subsequently significantly reduces the number of 
amputations performed and improves the final result of treatment for this pathology. The results obtained indicate the effectiveness 
of adjuvant stimulation of angiogenesis, which also affected the survival of laboratory animals.

Keywords: limb arterial injury, acute limb ischemia, limb vascular injury, angiogenesis, vascular endothelial growth factor 
(VEGF), survival rate
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ном государственном бюджетном военном образо-
вательном учреждении высшего профессионального 
образования «Военно-медицинская академия имени 
С. М. Кирова» Министерства обороны Российской 
Федерации, протокол № 286 от 19.12.2023 г.

Выполнены отработка экспериментальной модели 
острой ишемии задней конечности (ОИЗК), динами-
ческое наблюдение и оценка влияния лекарственно 
индуцированного ангиогенеза и системного введения 
антиангиогенных антител у лабораторных животных. 
Эксперимент проводили на кроликах-самцах (порода 
Белый Великан) одной партии массой 3673±113 г. 
(n=36), полученных из ФГУП «Питомник лаборатор-
ных животных «Рапполово» (Рапполово, Ленинград-
ская область, РФ).

Эксперименты с участием лабораторных живот-
ных проводились в специализированной экспери-
ментальной операционной для выполнения хирур-
гических вмешательств на лабораторных животных, 
где имелось необходимое материально-техническое 
обеспечение и подготовленный квалифицированный 
персонал. Накануне проведения экспериментальных 
исследований персонал инструктировался по поряд-
ку методики проведения исследований, регистрации 
полученных результатов, а также по мерам техники 
безопасности.

Содержание животных, формирование опыт-
ных групп и рандомизация. Лабораторные животные 
(n=36) содержались в стандартных условиях вивария 
в одноместных индивидуальных клетках. Исследо-
вания проводили в режиме виварного содержания 
животных при оптимальной температуре окружаю-
щей среды в проветриваемых помещениях с нали-
чием приточно-вытяжной системой, исключающих 
возникновение сквозняков. Каждое лабораторное 
животное имело доступ к воде и пище ad libidum. 
После получения из питомника лабораторных жи-
вотных содержали в условиях карантина, длитель-
ность которого составила 14 суток. В период ка-
рантина проводили динамический осмотр каждого 
животного (поведение и общее состояние) дважды 
в день (в утренние и вечерние часы). Лабораторные 
животные с подозрением на любое заболевание и/‌или 
имеющие изменения в поведении исключались из 
исследования в течение карантина.

Лабораторные животные после окончания каран-
тина были разделены с конкурентным набором при 
помощи генератора случайных чисел на 3 равные 
группы, после чего оставшиеся невключенные кро-
лики-самцы составили группу сравнения (табл. 1). 
Всем животным воспроизведена модель ОИЗК с раз-
личными режимами введения про- и антиангиоген-
ных препаратов.

Для оптимизации и стандартизации эксперимен-
тальное исследование было разделено на этапы:

1-й этап – подготовительный;
2-й этап – моделирование ОИЗК на лабораторных 

животных;
3-й этап – лекарственное индуцирование/ингиби-

рование ангиогенеза на модели ОИЗК;
4-й этап – определение и анализ VEGF в крови;
5-й этап – исследование и оценка микроциркуля-

ции ОИЗК с учетом индуцирования/ингибирования 
ангиогенеза;

6-й этап – оценка выживаемости лабораторных 
животных.

Подготовительный этап. Животных не корми-
ли за сутки до эксперимента. В день моделирования 
ОИЗК, перед транспортировкой из вивария в экс-
периментальную операционную для индукции ане-
стезии внутримышечно введено 5 мг/кг Золазепама 

Рис. 1. Хирургический доступ к бедренной артерии  
у лабораторного животного

Fig. 1. Surgical access to the femoral artery in a laboratory animal

Таблица 1
Характеристика исследуемых групп лабораторных животных

Table 1
Characteristics of the studied groups of laboratory animals

№ группы Название группы Количество лабораторных 
животных ОИЗК

Введение
про-VEGF анти-VEGF

Ia Лекарственно индуцированный ангиогенез 
(после моделирования ОИЗК)

10 + + –

Ib Лекарственно индуцированный ангиогенез 
(до моделирования ОИЗК)

10 + + –

II Системное введение антиангиогенных 
антител

10 + – +

III Группа сравнения 6 + – –
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(Zoletil®100, Франция). Животное укладывалось 
на операционный стол в положении «на спине» с 
разведенными в стороны передними и задними ко-
нечностями. Выполнялось распыление Лидокаина 
гидрохлорид (Intubeze) в ротовую полость. После 
экспозиции в течение 2–3 минут выполнялась ви-
зуализация трахеи и голосовой щели при помощи 
ларингоскопа ветеринарного с размером клинка 0–1. 
Подконтрольно вводилась эндотрахеальная трубка, 
предварительно смазанная тонким слоем водорас-
творимого лубриканта с лидокаином Луан (Luan, 
Италия). Контроль дыхания осуществлялся при по-
мощи фонендоскопа по мере продвижения трубки. 
Полученный конденсат на стенках эндотрахеальной 
трубки и шум дыхания на выдохе служили критерием 
правильной постановки, после чего выполнена фик-
сация при помощи бинта и подключение к контуру 
искусственного дыхания. Применялась ингаляци-
онная анестезия Изофлюраном, введение в наркоз 
осуществлялось с концентрацией 2–3 %, а поддер-
жание анестезии – 1–2 % в 100 % кислороде через 
эндотрахеальную трубку (наркозно-дыхательный 
аппарат Chirana VENAR TS, Словакия). Монитори-
рование и динамический контроль жизненных пока-
зателей осуществлялись при помощи прикроватного 
монитора пациента (Comen STAR 8000 C, Китай). 
По окончании подготовительного этапа производи-
лись подготовка операционного поля и ограничение 
одноразовым стерильным хирургическим бельем, 
переход к следующему этапу.

Моделирование ОИЗК на лабораторных живот-
ных. Моделирование ОИЗК реализовано путем хи-
рургического доступа – послойное выделение сосу-
дисто-нервного пучка (СНП) и перевязка магистраль-
ного сосуда (бедренная артерия – БА). Доступ к БА 
осуществлялся с медиальной поверхности задней ко-
нечности лабораторного животного в паховой обла-
сти по проекции БА (рис. 1). Разрез кожи выполнялся 
лапчатым скальпелем согласно анатомической линии 
для исключения риска возникновения расхождений 

краев раны. После послойного доступа к СНП задней 
конечности бережно выделена БА проксимально от 
места ее бифуркации (на глубокую и поверхностную 
БА) из состава СНП, наложена лигатура (VICRYL Plus 
3–0, ETCHICON®, США) дистально и проксимально, 
выполнено пересечение БА между лигатурами. Далее 
выполнен контроль гемостаза, укрытие СНП мышеч-
ной массой с последующим их ушиванием, выход из 
раны. Кожа ушита внутрикожным швом (VICRYL 
Plus 3–0, ETCHICON®, США) по Chassaignac-Halsted 
для профилактики риска травматизации послеопе-
рационной раны лабораторным животным. Область 
послеоперационной раны обработана 1 % раствором 
Повидон-йода (Бетадин, ЭГИС, Венгрия), наложен 
антисептический пластырь.

После моделирования ОИЗК лабораторные живот-
ные всех групп получали ежедневную обработку по-
слеоперационной раны 1 % раствором Повидон-йода 
(Бетадин, ЭГИС, Венгрия) со сменой асептического 
пластыря до 10-х суток. Также кролики-самцы по-
лучали инъекции противомикробных препаратов 
(Бициллин в дозе 60000 ЕД/1 кг массы, 1 раз в 2 дня) 
для профилактики послеоперационных бактериаль-
ных осложнений.

Применение про-/антиангиогенных факторов. 
В экспериментальном исследовании применялись 
препараты кольцевой плазмидной ДНК в двух ре-
жимах введения и антитела к VEGF. Группы Iа и Ib 
получали высокоочищенную сверхскрученную фор-
му плазмиды pCMV‑VEGF165, кодирующий эндоте-
лиальный фактор роста сосудов (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) под контролем промотора 
(управляющего участка ДНК) после и до моделиро-
вания ОИЗК соответственно. Группа II получала ре-
комбинантные гуманизированные моноклональные 
антитела (РГМА), которые избирательно связывают-
ся и нейтрализуют биологическую активность VEGF 
после моделирования ОИЗК. Группе III (контроль-
ная) выполнялось моделирование ОИЗК и плацебо-
введение 0,9 % раствора NaCI в объеме 10 мл. У всех 

Таблица 2

Фармакологические субстанции, используемые в исследовании

Table 2

Pharmacological substances used in the study

Наименование субстанции Торговое название Фирма-производитель 
(страна) Способ применения 

Дезоксирибонуклеиновая кис­
лота плазмидная [сверхскручен­
ная кольцевая двуцепочечная] 
(Deoxyribonucleic acid plasmid 
[supercoiled annular double-
stranded]) pCMV VEGF165 – 1,2 мг

Неоваскулген® 
(Neovasculgen)

АО «НекстГен» (РФ) Группа Ia – 1,2 мг pCMV VEGF165  
в 4 мл 0,9 % раствора NaCI, локаль­
ное в/м дробное введение посред­
ством множественных вколов в по­
раженный сегмент конечности 

Группа Ib – 1,2 мг pCMV VEGF165  
в 4 мл 0,9 % раствора NaCI, локаль­
ное в/м дробное введение посред­
ством множественных вколов в по­
раженный сегмент конечности

Бевацизумаб (Bevacizumab) – 25 мг Авегра® БИОКАД 
(Avegra® BIOCAD)

БИОКАД, АО (РФ) 5 мг/кг массы тела лабораторного 
животного, в/в капельно в 0,9 % 
растворе NaCI
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лабораторных животных после моделирования ОИЗК 
выполнялось стандартизированное лечение послео-
перационной раны согласно современным протоко-
лам при данной нозологии. Применяемые фармако-
логические субстанции представлены в табл. 2.

Определение и оценка про-/антиангиогенных фак-
торов в плазме крови. На 5-е, 10-е, 20-е и 30-е сут-
ки производился забор крови путем транскутанной 
пункции мышц задней конечности в условиях общего 
наркоза (Zoletil®100, 2 мл/кг массы тела) в вакуум-
ные шприц-пробирки системы Monovette (Sarstedt 
AG&Co., Германия) в объеме 6,0 мл. Полученная 
кровь подвергалась центрифугированию в течение 
420 секунд (7 минут) с заданным ускорением 240 g. 
Обогащенная тромбоцитами плазма крови транспор-
тировалась в следующую пробирку и подвергалась 
повторному центрифугированию в течение 900 се-
кунд (15 минут) с заданным ускорением 1200 g. По-
лученная плазма крови с обедненными тромбоцита-
ми транспортировалась в эппендорф и подверглась 
заморозке (–22 оC). Длительность криоконсервации 
составила не более 60 суток.

Для исследования влияния ангиогенных факторов 
в патогенезе травмы артерий конечности у лабора-
торных животных на протяжении эксперимента в ди-
намике исследовали уровень сывороточного VEGF 
с использованием метода Rabbit ELISA (иммуно-
ферментного анализа, ИФА) с помощью реактивов 
фирмы Cloud-Clone Corporation (США) согласно ин-
струкции фирмы-производителя. Определение вы-
полнялось на многофункциональном планшетном 
анализаторе Victor X5 (PerkinElmer Inc., Хьюстон, 
США). Значение абсорбации считывалось при 450 нм 
на планшетном ИФА-ридере.

Исследование и оценка микроциркуляции ОИЗК 
с учетом индуцирования/ингибирования ангиогенеза. 
Исследование и оценка перфузии мягких тканей про-
водились с применением метода лазерной допплеров-
ской флоуметрии (ЛДФ) бесконтактным способом 
(PeriScan PIM II, Швейцария) на 5-е, 10-е, 20-е и 30-е 
сутки с момента моделирования ОИЗК. Критерием 
сравнения микроциркуляции являлась контрлате-
ральная задняя конечность лабораторного животного.

Для оценки местной и общей реакции мягких тка-
ней конечности на ОИЗК у лабораторных животных 
проводилось динамическое наблюдение. Местная 
реакция оценивалась по следующим критериям: со-
стояние операционной раны, цвет кожных покровов 
конечности, степень отека конечности (соотношение 
длины окружности поврежденной конечности к кон-
тралатеральной на уровне послеоперационной раны), 
нарушение функции конечности. Общая реакция оце-
нивалась по следующим критериям: внешний вид 
(состояние волосяного покрова, состояние кожных 
покровов), поведение животного (двигательная ак-
тивность, функциональная активность конечности, 
прием пищи и воды), ректальная температура.

Оценка выживаемости лабораторных живот-
ных. В ходе экспериментального исследования, про-
водимого в течение 30 суток, проводились регистра-
ция, анализ и последующая оценка выживаемости 
лабораторных животных с учетом применения лекар-

ственно-индуцированного ангиогенеза и системного 
введения антиангиогенных антител к VEGF.

Статистическая обработка. Методы описа-
тельной статистики включали общепринятые мето-
ды с учетом статистики малых групп: среднее зна-
чение с оценкой стандартной ошибки среднего (SE) 
и стандартного отклонения (SD), медиану признака 
с определением верхнего и нижнего квартилей (25 % 
и 75 % перцентиля). При этом определялся вариант 
распределения признака в группе: нормальное и от-
личное от нормального. Распределение признака в 
группах определяли на основании метода Т. У. Ан-
дерсона и Д. А. Дарлинга. С учетом особенностей рас-
пределения признака группы в каждом эксперименте 
количественные показатели сравнивали по средним 
значениям (t-критерию Стьюдента) или медианным 
(U-критерий Манна–Уитни). Выживаемость лабора-
торных животных рассчитывали по методу Е. Л. Ка-
плана и П. Мейера с определением средних и медиан-
ных значений выживаемости. Стандартную ошибку 
выживаемости лабораторных животных определяли 
путем использования формулы Гринвуда, а анализ кри-
вых выживаемости, в зависимости от типа кривых, 
выполняли по тесту Мантела–Кокса (Log-ranktest) 
или тесту Бреслоу–Вилкоксона. Критический уровень 
значимости нулевой статистической гипотезы (об от-
сутствии значимых различий или факторных влияний) 
принимали равным 0,05. При p<0,05 различия между 
выборками считали достоверными.

Результаты исследования и их обсуждение
Во всех группах успешно выполнено моделиро-

вание ОИЗК, все лабораторные животные благопо-
лучно перенесли применяемый метод анестезии, 
а бережный уход за животными обеспечивал благо-
приятный фон для существования. Лабораторные 
животные всех групп при помощи переносок до-
ставлены в условия вивария, где каждый помещен в 
индивидуальную клетку. Для предупреждения пере-
тасовки выполнена маркировка животных в каждой 
группе цифровыми значениями (группа Ia – № 1–10, 
группа Ib – № 1–10, группа II – № 1–10, группа III – 
№ 1–6), а для различия биологических объектов меж-
ду группами выполнена дополнительная маркировка 
чернилами (неинвазивный метод: группа Ia – крас-
ный, группа Ib – зеленый, группа II – фиолетовый, 
группа III – синий) на внутренней поверхности уш-
ной раковины. Дополнительно выполнена маркиров-
ка клеток по цифровым значениям внутри группы и 
цветовым выделением между группами.

В ходе экспериментального исследования прово-
дились динамический контроль и осмотр лаборатор-
ных животных, важным элементом которых является 
оценка выживаемости. 

В группе Iа отмечается длительная положительная 
динамика выживаемости до 24 суток эксперимен-
тального исследования. На 25-е сутки эксперимен-
тального исследования лабораторное животное № 1 
вышло из экспериментального исследования (ле-
тальный исход), что также произошло и на 28-е сут-
ки с лабораторным животным № 4 данной группы. 
Таким образом, на 30-е сутки эксперимента выжи-
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ваемость среди 10 кроликов-самцов составила 80 % 
(n=8), средняя продолжительность жизни составила 
29,3±1,12 суток (медиана – 30 суток).

В группе Ib среди 10 биологических объектов вы-
ход из экспериментального исследования состоялся 
на 15-е (№ 1), 19-е (№ 10), 21-е (№ 5), 28-е (№ 6) сут-
ки. Следовательно, выживаемость в данной группе 
среди 10 кроликов-самцов составила 60 % (n=6), а 
средняя продолжительность жизни – 26,3±4,47 суток 
(медиана – 30 суток).

В группе II, в отличие от групп Ia и Ib, опреде-
ляется отрицательная динамика выживаемости и 
составляет 40  % (n=4) среди 10 кроликов-самцов. 
Выход из экспериментального исследования биоло-
гических объектов состоялся на 8-е (№ 3), 9-е (№ 10), 
13-е (№ 4), 18-е (№ 5), 20-е (№ 9) и 21-е (№ 2) сут-
ки, средняя продолжительность жизни равнялась 
20,9±7,3 суток (медиана – 20,5 суток).

В III группе наблюдается удовлетворительная ди-
намика выживаемости – 66,7 % (n=4). Из 6 кроликов-
самцов выход из экспериментального исследования 
состоялся у двух, на 17-е (№ 2) и 29-е (№ 5) сутки, 
средняя продолжительность жизни – 27,7±3,5 суток 
(медиана – 30 суток). Результаты выживаемости ла-
бораторных животных представлены на рис. 2.

Авторы приходят к выводу, что наиболее благо-
приятный исход, а соответственно, удельный вес 
выживаемости – в группе Ia, которой после модели-
рования ОИЗК выполнено локальное введение вы-
сокоочищенной сверхскрученной формы плазмиды 
pCMV‑VEGF165. Данные выживаемости имеют кор-
реляционную связь с количественным определением 
VEGF в сыворотке крови, которая к 30-м суткам со-
ставляет 87,08±2,44 пг/мл (p<0,001). Наиболее не-
благоприятный исход по критерию выживаемости 
Каплана–Мейера наблюдался в группе II, в которой 
применялось системное введение РГМА к VEGF. 
Данные выживаемости коррелируют с количествен-
ным определением VEGF в сыворотке крови, которая 
к 30-м суткам составила 6,6±0,99 пг/мл (p<0,001).

Проведенный корреляционный анализ демонстри-
рует взаимосвязь между выживаемостью и концен-
трацией VEGF в крови у лабораторных животных 
и может свидетельствовать о влиянии лекарственно 
индуцированного/ингибированного ангиогенеза на 
динамику выживаемости.

Второй приоритетной задачей в эксперименталь-
ном исследовании является оценка концентрации 
VEGF в сыворотке крови у лабораторных животных 
после моделирования ОИЗК с учетом применения 

 

Рис. 2. Данные выживаемости лабораторных животных,  
представленные в виде кривых Каплана–Мейера

Fig. 2. Survival data for laboratory animals presented as 
Kaplan–Meier curves

Рис. 3. Концентрация VEGF в крови у лабораторных 
животных после моделирования ОИЗК

Fig. 3. VEGF concentration in the blood of laboratory animals 
after modeling of acute hind limb ischemia (AHLI)

Таблица 3
Уровни VEGF в течение эксперимента

Table 3
VEGF levels during the investigation

Уровень VEGF (пг/мл) Сутки эксперимента
Группа лабораторных животных 5-е 10-е 20-е 30-е

Ia среднее 28,52±3,16 37,23±3,64 40,26±2,61 87,08±2,44

медиана 28,86 37,48 40,26 87,1

Ib среднее 25,2±3,35 33,05±4,53 35,57±4,82 40,77±2,01

медиана 25,40 32,43 35,8 40,6

II среднее 11,37±4,94 13,16±4,69 8,99±1,16 6,6±0,99

медиана 11,15 14,44 9,08 6,55

III среднее 19,26±0,53 23,11±1,76 29,48±4,18 28,87±4,24

медиана 19,29 23,29 29,55 29,5
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стимуляторов и ингибиторов VEGF. Полученные 
данные продемонстрированы на рис. 3. 

Определение концентрации VEGF в крови реа-
лизовано с помощью ИФА с применением метода 
ELISA. Данные представлены в табл. 3. Для показа-
тельности определено среднее со стандартным от-
клонением значений и медиана.

Анализ полученных данных у биологических объ-
ектов демонстрирует значимые различия концентра-
ции VEGF в плазме крови в динамике с учетом ин-
дуцирования/ингибирования ангиогенеза (p<0,001). 

В группе Iа уровень VEGF в плазме крови постепен-
но нарастал по мере восстановления функциональ-
ной активности задней конечности с лигированной 
БА. К 30-м суткам экспериментального исследования 
уровень VEGF в крови был достоверно выше, чем 
у контрольной группы и составил 87,08±2,44 пг/мл 
(p<0,001) (рис. 4). Причина повышения концентра-
ции VEGF в крови, возможно, объясняется тем, что 
моделирование ОИЗК запустило механизм естествен-
ного ангиогенеза, который был дополнительно ин-
дуцирован применением pCMV‑VEGF165. Синергия 
привела к росту концентрации VEGF в плазме крови, 
что также отразилось на восстановлении функцио-
нальной возможности конечности (потепление конеч-
ности, постепенный рост шерсти, реакция на боле-
вую чувствительность, восстановление подвижности 
конечности) и поведении лабораторного животного. 

Динамика уровня VEGF в плазме крови у лабо-
раторных животных группы Ib также статистически 
отличалась от контрольной группы и к 30-м суткам 
составила 40,77±2,01 пг/мл (p<0,001). Однако вве-
дение pCMV‑VEGF165 до моделирования ОИЗК не 
привело к существенному росту концентрации VEGF 
в крови. Фрагменты pCMV VEGF165 при локальном 
введении определяются лишь на первые сутки, так 
как после попадания в кровеносное русло плазми-
да полностью разрушается к исходу первых суток. 
Авторы полагают, что индуцирование ангиогене-
за до моделирования ОИЗК имеет ограниченный 
эффект в виду отсутствия первоначальных стимулов 
(повреждение сосудистой стенки, гипоксия) для про-

Рис. 4. Динамика VEGF в группе Ia
Fig. 4. VEGF dynamics in Group Ia

Рис. 5. Динамика VEGF в группе II
Fig. 5. VEGF dynamics in Group II

Рис. 6 Динамика VEGF в группе III
Fig. 6. VEGF dynamics in Group III

Рис. 7. Динамика VEGF в группах Ia и II
Fig. 7. VEGF dynamics in Groups Ia and II

Рис. 8. Динамика ЛДФ (%) у лабораторных животных.  
Цветовая маркировка: группа Ia –красный, группа Ib –  
зеленый, группа II – фиолетовый, группа III – синий

Fig. 8. LDF dynamics (%) in laboratory animals. Color coding: 
Group Ia – red, Group Ib – green, Group II – purple,  

Group III – blue
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растания новой коллатеральной сосудистой сети в эндо-
телиальных клетках, находящихся в состоянии «покоя».

Эффектом, отличным от группы Ia, определяет-
ся сниженная концентрация VEGF в плазме крови 
у лабораторных животных группы II, которым по-
сле моделирования ОИЗК были введены РГМА. 
К 5-м суткам устанавливается снижение уровня 
VEGF в плазме крови и составляет 11,37±4,94 пг/‌мл, 
а к 10-м суткам определяется незначительное повы-
шение – 13,16±4,69 пг/‌мл. С 20-е по 30-е сутки уро-
вень VEGF в группе II составляет 8,99±1,16 пг/мл 
и 6,6±0,99 пг/‌мл соответственно (рис. 5). Причины 
прироста и последующего снижения уровня VEGF в 
рамках нашего исследования остаются непонятными.

В группе III после моделирования ОИЗК про-
изводилось плацебо-введение 0,9 % раствора NaCI 
аналогичным методом, как в группе Ia. К 5-м сут-
кам концентрация VEGF в плазме крови составила 
19,26±0,53 пг/мл. На 10-е и 20-е сутки концентра-
ция VEGF в плазме крови повышалась и составила 
23,11±1,76 пг/мл и 29,48±4,18 пг/мл соответственно. 
К 30-м суткам данный показатель незначительно сни-
зился и составил 28,87±4,24 пг/мл (рис. 6).

Для оценки значимости отличий уровня кон-
центрации VEGF в крови были проведены анализ, 
оценка и статистическая обработка полученных ре-
зультатов. Полученные данные свидетельствуют о 
значимости различий между группой Ia и группой II 
лабораторных животных на 30-е сутки эксперимен-
тального исследования (рис. 7). 

Выполнено динамическое измерение уровня 
микроциркуляции при помощи метода ЛДФ (%). За-
регистрированные данные демонстрируют различия 
в динамике микроциркуляции у всех групп. В груп-
пе Ia определяется наибольший прирост уровня 
микроциркуляции в ишемизированной конечности 
с 30,1±3,48 % до 81,75±4,2 % на 5-е и 30-е сутки 
соответственно. Отрицательная динамика опреде-
ляется в группе II, где уровень микроциркуляции 
на 5-е сутки составил 16,1±1,29 %, а на 30-е сут-
ки – 13±0,82 %.

Исследование данных методом ЛДФ выполня-
лось, как и измерение концентрации VEGF в плазме 
крови, на 5-е, 10-е, 20-е, 30-е сутки с момента моде-
лирования ОИЗК. По данным измерений на 5-е сут-
ки определяется существенное снижение перфузии в 

области оперированной конечности. У группы Ia на-
блюдается достоверное увеличение перфузии тканей 
и к 30-м суткам составляет 81,75±4,2 % (p<0,05) от 
контрлатеральной задней конечности (рис. 8). В груп-
пах Ib и III не определяются существенные отличия, 
которые составляют 43,66±3,44 % и 33,25±2,21 % со-
ответственно. Системное введение антиангиогенных 
антител в динамике не только не позволило восста-
новиться перфузии ишемизированных тканей зад-
ней конечности, но и снизило показатели перфузии 
в динамике, что составило 16,1±1,28 % и 13±0,82 % 
к 5-м и 30-м суткам соответственно относительно 
контрлатеральной конечности. Полученные данные 
ЛДФ при сопоставлении с определением концентра-
ции VEGF в плазме крови и выживаемостью био-
логических объектов дают основания заключить об 
эффективности применяемой методики лечебной 
стимуляции ангиогенеза и перспективности данного 
подхода при лечении ОИЗК в результате травматиза-
ции магистрального сосуда (БА).

Заключение
Проведенное исследование возможностей регу-

лирования ангиогенеза в рамках эксперимента по 
моделированию ОИЗК на биологических объектах 
(кролики-самцы породы Белый Великан) демонстри-
рует значимость VEGF в процессе восстановления 
перфузии мягких тканей, функциональной актив-
ности конечности и выживаемости. Применение 
pCMV‑VEGF165 после моделирования ОИЗК со-
провождалось увеличением концентрации VEGF и 
последующим приростом перфузии мягких тканей, 
а также отразилось на выживаемости лабораторных 
животных в сравнении с другими экспериментальны-
ми группами. Результаты проведенного исследования 
также сопоставимы с открытыми источниками лите-
ратуры [15, 16], где демонстрируется уменьшение 
зоны ишемии мягких тканей. Напротив, ингибиро-
вание ангиогенеза в области поврежденного маги-
стрального сосуда конечности негативно отражается 
на компенсаторных возможностях поврежденного 
сегмента задней конечности, сохранности конечно-
сти, выживаемости биологических объектов. На се-
годняшний день есть теоретические и практические 
научные знания о механизмах ангиогенеза при хро-
нической ишемии нижних конечностей, однако более 

Таблица 4
Отношение рисков при сравнении показателей выживаемости между группами

Table 4
Risk ratio comparing survival rates between groups

Группа
Ia Ib II III

pCMV VEGF165 pCMV VEGF165 РГМА К

Ia pCMV VEGF165 – – – –

Ib pCMV VEGF165 – – 0,136 (0,0337–0,648)* 0,467 (0,101–2,057)

II РГМА – 6,873 (1,543–30,608)* – 3,148 (0,73–13,59)

III К – 2,18 (0,474–9,92) 0,329 (0,073–1,371) –

П р и м е ч а н и е: данные представлены в виде ОР с границами 95 % ДИ; * – p<0,05.
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пристального внимания требуют механизмы роста 
коллатеральной сети кровообращения при повреж-
дении магистральных сосудов и опосредованной 
этим острой ишемии мягкотканных структур. Более 
детальное и углубленное исследование механизмов 
ангиогенеза в ране позволят расширить арсенал адъ-
ювантной терапии при патологиях конечностей, где 
ведущим звеном патогенеза является ишемия мягких 
тканей в результате повреждения артериальных со-
судов. Полученные данные, по мнению авторов, в 
перспективе могут быть успешно внедрены в клини-
ческую практику и с высокой долей эффективности 
дополнить хирургические и консервативные методы 
лечения при повреждении артерий конечностей у ра-
неных и пострадавших. Сопоставление концентра-
ции VEGF (пг/мл) в сыворотке крови и ЛДФ (%) дис-
тальной части пораженной конечности в перспективе 
может стать одним из маркеров для прогнозирования 
исхода лечения пораженной конечности, а также те-
оретически, в сопоставлении с общими данными, 
послужить показанием к лекарственной стимуляции 
ангиогенеза. Генные и клеточные технологии могут 
стать одним из важнейших методов восстановления 
перфузии в ишемизированных тканях за счет форми-
рования и роста микрососудистой сети, что впослед-
ствии существенно снизит количество выполняемых 
ампутаций и улучшит конечный результат лечения 
при данной патологии.
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