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Резюме
Введение. Распространенность хронической ишемии нижних конечностей среди лиц старше 50 лет не превышает 

8 %. Однако при наличии таких факторов, как курение, сахарный диабет или гипертония, риск ее развития возрастает 
до 30 %. В настоящем исследовании оценивается эффективность терапевтического ангиогенеза с использованием 
комбинированной конструкции на основе кольцевой ДНК. Цель. Установить в эксперименте in vivo особенности 
динамики изменения плотности кровеносных сосудов в ишемизированных мышцах тазовой конечности крыс по-
сле локального применения плазмидной конструкции, содержащей участки генов, кодирующих эндотелиальный 
фактор роста сосудов 165 и ангиопоэтин-1 (рсDNA_VEGF165/Ang-1). Материалы и методы. Были сформированы 
три группы наблюдения: «ХИТК» (без лечения; n=12), «ХИТК + АФР» (ведение апирогенного физиологического 
раствора, 200 мкл; n=12), экспериментальная «ХИТК + VEGF165/Ang-1» (введение рсDNA_VEGF165/Ang-1 в дозе 
100 мкг/‌жив.; n=24). Введение растворов осуществляли однократно внутримышечно в правую тазовую конечность 
животного. Проведено иммуногистохимическое исследование ткани скелетных мышц бедра и голени с использо-
ванием моноклональных антител к клеткам эндотелия кровеносных сосудов CD31 и к гладкомышечному α-актину 
(α-SMA). Результаты. Применение комбинированной плазмиды VEGF165/Ang-1 приводило к статистически значи-
мой стимуляции ангиогенеза и артериогенеза, что позволило полностью восстановить сосудистую плотность в ише-
мизированной конечности до уровня здоровой. На фоне стойкого ишемического снижения количества микрососудов в 
контрольных группах («ХИТК» и «ХИТК + АФР») генная терапия обеспечила устойчивый прирост сосудистой сети. 
К 28-м суткам плотность CD31-позитивных капилляров в бедре и голени возросла на 55,3 % и 33,3 %, а плотность 
α-SMA-позитивных артериол – на 42,2 % и 44,5 % соответственно, достигнув нормальных значений. Заключение. 
Применение отечественной плазмидной конструкции, содержащей гены белков-активаторов ангиогенеза VEGF165 
и Ang-1 (рсDNA_VEGF165/Ang-1), при хронической ишемии тазовых конечностей у крыс ускоряет капиллярогенез 
и артериогенез в ишемизированных мышцах голени, начиная с 14-х суток, а в мышцах бедра – с 28-х суток после 
введения, о чем свидетельствует достоверное повышение значений плотности CD31-позитивных капилляров и 
α-SMA-позитивных артериол.
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Введение
Данные современных медицинских изданий по-

казывают, что хроническую ишемию нижних ко-
нечностей диагностируют почти у 8 % лиц старше 
50 лет, а при наличии негативных факторов (куре-
ние, сахарный диабет, артериальная гипертония) 
частота ее встречаемости возрастает до 30 % [1–3]. 
Несмотря на развитие терапевтических и хирурги-
ческих методов лечения данной патологии, еже-
годно регистрируется более 100 тыс. ампутаций у 
пациентов этой категории [4, 5]. Применение анги-
огенных факторов роста, их генов или стволовых 
клеток, вызывающих стимуляцию роста новых со-

судов в ишемизированных мышцах, в настоящее 
время является альтернативным и эффективным 
способом решения этой проблемы. Современные 
исследования рассматривают генную терапию в 
качестве перспективной стратегии лечения паци-
ентов с хронической ишемией нижних конечностей. 
При этом в качестве наиболее безопасного техноло
гического инструмента для доставки целевого про-
дукта предпочтение отдают векторным конструкци-
ям на основе кольцевой ДНК (плазмиды), кодиру-
ющим определенный белок или несколько белков 
и обладающим выраженными терапевтическими 
эффектами [6–11]. 
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Summary
Introduction. The prevalence of chronic lower limb ischemia among individuals over 50 years of age does not exceed 

8 % . However, in the presence of risk factors such as smoking, diabetes mellitus, or hypertension, the risk of its develop-
ment increases to 30 % . This study evaluates the efficacy of therapeutic angiogenesis using a combined circular DNA-based 
construct. Objective. To determine, in an in vivo experiment, the features of the dynamics of blood vessel density changes 
in the ischemic muscles of the rat hind limb after local application of a plasmid construct containing gene segments encod-
ing vascular endothelial growth factor 165 and angiopoietin-1 (pcDNA_VEGF165/Ang-1). Materials and Methods. Three 
observation groups were formed: «CHI» (chronic hindlimb ischemia without treatment; n=12), «CHI + PSS» (administration 
of pyrogen-free physiological saline, 200 μL; n=12), and the experimental «CHI + VEGF165/Ang-1» group (administration 
of pcDNA_VEGF165/Ang-1 at a dose of 100 μg/animal; n=24). The solutions were administered once intramuscularly into 
the animal’s right hindlimb. An immunohistochemical examination of the skeletal muscle tissue of the thigh and lower leg 
was performed using monoclonal antibodies against blood vessel endothelial cells (CD31) and against smooth muscle α-actin 
(α-SMA). Results. The use of the combined VEGF165/Ang-1 plasmid led to a statistically significant stimulation of angiogenesis 
and arteriogenesis, which made it possible to completely restore vascular density in the ischemic limb to the level of a healthy 
limb. In contrast to the persistent ischemic decrease in the number of microvessels in the control groups («CHI» and «CHI + 
PSS»), gene therapy ensured a steady increase in the vascular network. By day 28, the density of CD31-positive capillaries in 
the thigh and lower leg increased by 55.3  % and 33.3  %, respectively, and the density of α-SMA-positive arterioles increased 
by 42.2  % and 44.5  %, respectively, reaching normal values. Conclusion. The use of a domestic plasmid construct contain-
ing the genes of the angiogenesis-activating proteins VEGF165 and Ang-1 (pcDNA_VEGF165/Ang-1) in chronic hindlimb 
ischemia in rats accelerates capillarogenesis and arteriogenesis in ischemic lower leg muscles starting from day 14, and in the 
thigh muscles from day 28 after administration, as evidenced by a significant increase in the density values of CD31-positive 
capillaries and α-SMA-positive arterioles.
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Цель исследования – установить в эксперименте 
in vivo особенности динамики изменения плотности 
кровеносных сосудов в ишемизированных мышцах 
тазовой конечности крыс после локального примене-
ния плазмидной конструкции, содержащей участки 
генов, кодирующих эндотелиальный фактор роста 
сосудов 165 и ангиопоэтин-1 (рсDNA_VEGF165/
Ang-1). 

Материалы и методы исследования
Объектом исследования служили 48 половозре-

лых особей крыс-самцов Вистар (8 месяцев) мас-
сой 500–530 г. Животные содержались в условиях 
вивария при стандартном температурном режиме 
(22,0±1,0 оC), световом цикле 12/12 ч и свободном 
доступе к корму и воде. Проведение эксперимента 
одобрено Комитетом по биоэтике государственного 
научного учреждения «Институт физиологии Нацио
нальной академии наук Беларуси» (протокол № 1 от 
24.01.2024).

Комбинированная генотерапевтическая конструк-
ция  – кольцевая ДНК, содержащая участки генов 
белков-активаторов ангиогенеза VEGF165 и Ang-1 
(рсDNA_VEGF165/ Ang-1), разработана (уведомле-
ние о положительном результате предварительной 
экспертизы по заявке на выдачу патента на изобре-
тение № а 20250016 от 31.03.2025) и передана в виде 
стерильного раствора для инъекций с концентрацией 
1 мг/мл. 

Модель хронической ишемии создавали на правой 
тазовой конечности крыс (патент на изобретение BY 
24578) [12]. На 28-е сутки животных разделили на три 
группы: без лечения (ХИТК), с введением физраство-
ра (ХИТК + АФР) и с введением препарата рсDNA_
VEGF165/Ang-1 (ХИТК + рсDNA_VEGF165/Ang-1). 
Препараты вводили однократно внутримышечно в 
объеме 200 мкл. Забор тканей проводили до инъекции 
раствора, а также на 7, 14, 28 и 42-е сутки после него 
(общий срок наблюдения – 70 суток).

Для определения количества капилляров и артери-
ол в мышечной ткани выполняли иммуногистохими-
ческое (ИГХ) исследование на парафиновых срезах 
с применением моноклональных антител к CD31 и к 
гладкомышечному α-актину (α-SMA) согласно про-
токолам фирмы-производителя («Zeta Corporation»; 
США). Результаты ИГХ реакции визуализировали 
c использованием набора 2-step plus Poly-HRP Anti 
Rabbit IgG Detection System («Elabscience», КНР). 
Оценку плотности кровеносных сосудов (количе-
ство сосудов в 1 мм2) проводили путем подсчета 
CD31-позитивных капилляров и α-SMA-позитивных 
артериол в максимально возможном количестве не-
перекрывающихся полей зрения в каждом микро-
препарате при 200-кратном увеличении на световом 
микроскопе Optec BK 5000 (КНР).

Статистическую обработку данных осуществляли с 
использованием программного пакета Statistica 12.0. 
(StatSoft, Inc). Нормальность распределения оцени
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Рис. 1. Положительная иммуногистохимическая реакция к маркерам CD31 (а–в) и α-SMA (г–е) в микрососудах 

мышц бедра крыс на 42-е сутки эксперимента. Иммуногистохимическое окрашивание, шкала – 50 мкм: а, г – здоровая 
конечность; б, д – группа «ХИТК» (оперированная конечность); в, е – группа «ХИТК+VEGF165/Ang-1».

Fig. 1. Positive immunohistochemical reaction for CD31 (а–в) and α-SMA (г–е) markers in the microvessels of the rat thigh 
muscles on 42 day of the experiment. Immunohistochemical staining; scale – 50 μm: а, г – healthy limb; б, д – «CHI» group 

(operated limb); в, е – «CHI+VEGF165/Ang-1» group
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вали с применением критерия Колмогорова – Смир-
нова (p≤0,05). Межгрупповые различия количествен-
ных признаков определяли с помощью U-критерия 
теста Манна – Уитни при уровне значимости p≤0,05. 
Данные представляли в виде медианы (Mе), 25-го и 
75-го процентиля. 

Результаты исследования и их обсуждение
По результатам ИГХ окрашивания срезов скелет-

ных мышц тазовых конечностей крыс с антителом 
к CD31 во всех случаях определялась равномерная 
интенсивная реакция. Также в мышцах выявлена 
положительная реакция и к маркеру α-SMA, продукт 
реакции которого накапливался как в гладкомышеч-
ных клетках сосудов, так и в клетках фибробласти-
ческого ряда. Интенсивность экспрессии антитела к 
α-SMA варьировала от умеренной до выраженной. 
На рис. 1 представлены результаты ИГХ окрашива-
ния срезов мышц бедра крыс с антителами к CD31 
(а–в) и α-SMA (г–е) на 42-е сутки эксперимента в 
опытных группах.

В ходе исследования в группе «ХИТК» к 7-м сут
кам эксперимента зафиксировано значительное 
снижение плотности CD31-позитивных капилля-
ров в ишемизированных мышцах бедра и голени 

крыс. Так, в мышцах бедра отмечено уменьшение 
значений на 39 %, а в мышцах голени на 47 % от-
носительно соответствующих показателей, харак-
терных для здоровой конечности (р=0,001). При 
дальнейшем наблюдении значимых изменений 
плотности капилляров не зафиксировано. Лишь 
к 42-м суткам (70-е сутки соответственно после 
оперативного вмешательства по моделированию 
ишемии) плотность CD31-позитивных капилляров 
увеличивалась, но не достигала показателей нормы 
и составляла 82,2 % в мышцах бедра и 80,6 % в 
мышцах голени от значений здоровой конечности 
(р=0,001; рис. 2, а, б). 

Положительная динамика прироста капилляров 
указывала на развитие компенсаторно-приспособи-
тельных механизмов в скелетных мышцах. Вместе с 
тем потенциал указанных биологических реакций в 
разработанной экспериментальной модели ишемии 
был недостаточен для полного восстановления арте-
риального кровоснабжения конечности.

Введение апирогенного физиологического рас-
твора животным на всех сроках наблюдения после 
моделирования ишемии не оказало статистически 
значимого влияния на изменение количества крове-
носных сосудов в мышечной ткани бедра и голени 
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Рис. 2. Динамика CD31+ (а, б) и α-SMA+ сосудов (в, г) в бедре и голени тазовой конечности крыс 

экспериментальных групп: а, в – динамика плотности CD31- и α-SMA-позитивных сосудов в бедре; б, г – динамика плотности 
CD31- и α-SMA позитивных сосудов в голени. * – p<0,05 по отношению к показателям для здоровой конечности;  

# – для группы «ХИТК»; ^ – для группы «ХИТК+АФР»
Fig. 2. Dynamics of CD31+ (а, б) and α-SMA+ vessels (в, г) in the thigh and lower leg of the rat hindlimbs in the 

experimental groups: а, в – dynamics of the density of CD31- and α-SMA-positive vessels in the thigh; б, г – dynamics 
of the density of CD31- and α-SMA-positive vessels in the lower leg. * – p < 0.05 relative to the values for the healthy limb, 

# – for the «CHI» group, ^ – for the «CHI+PSS» group
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оперированной конечности в сравнении с группой 
«ХИТК» (р>0,05) (рис. 2, a, б).

Локальное внутримышечное введение крысам 
раствора комбинированной плазмиды рсDNA_
VEGF165/Ang-1 на 7-е сутки эксперимента характе-
ризовалось стабильными значениями плотности кро-
веносных микрососудов в мышечной ткани бедра и 
голени относительно групп «ХИТК» и «ХИТК+АФР» 
(p>0,05). Начиная с 14-х суток наблюдался статисти-
чески значимый прирост плотности сосудов микро-
циркуляторного русла у животных в мышцах голени 
на 9,8 % (р=0,01) относительно группы «ХИТК», од-
нако данный показатель не достигал значений, ха-
рактерных для здоровой конечности. К 28-м суткам 
зафиксировано значительное увеличение плотности 
CD-31 позитивных капилляров в ишемизированной 
ткани бедра на 55,3 % (р=0,01) и голени на 33,3 % 
(р=0,01) по отношению к оперированной конечно-
сти в группе «ХИТК», с отсутствием статистически 
значимых отличий от показателей для здоровой ко-
нечности (p>0,05). К 42-м суткам в мышечной тка-
ни оперированной конечности крыс после введения 
раствора рсDNA_VEGF165/Ang-1 сохранялась тен-
денция повышения плотности микрососудов как в 
бедре (на 25,8 %, р=0,01), так и в голени (на 11,4 %, 
р=0,01) по отношению к соответствующим данным 
в группе «ХИТК» (рис. 2, а, б).

Результаты количественного анализа α-SMA-
позитивных артериол в мышцах грызунов проде-
монстрировали аналогичную динамику (рис. 2, в, г). 

К 7-м суткам после начала лечения статистически 
значимых межгрупповых различий не наблюдалось. 
Во всех экспериментальных группах плотность арте-
риол в оперированной конечности составила порядка 
40–46 %, что в 1,5–2 раза ниже значений интактной 
конечности (р=0,001). К 14-м суткам в группах с 
ишемией и с введением физраствора фиксировалось 
устойчивое достоверное отставание плотности ар-
териол, позитивных по α-SMA, от показателей не-
поврежденной конечности (р=0,001). В то же время 
в группе «ХИТК+VEGF165/Ang-1» по сравнению 
с группой «ХИТК» медиана плотности артериол в 
скелетных мышцах голени грызунов статистически 
значимо увеличилась на 7,2 % (с 9,8 (9,0; 10,8) до 
10,5 (9,0; 12,6) на 1 мм2; р=0,04, рис. 2, г). К 28-м 
суткам плотность α-SMA-позитивных артериол на 
фоне введения раствора рсDNA_VEGF165/Ang-1 в 
ишемизированных мышцах крыс продолжала уве-
личиваться, что привело к нарастанию вышеука-
занного показателя как в мышечной ткани бедра на 
42,2 % (с 15,2 (14,4; 16,2) до 21,7 (19,9; 23,5) на 1 мм2; 
р=0,001, рис. 1, в), так и голени на 44,5 % (с 10,8 (9,0; 
14,4) до 15,6 (14,4; 16,2) на 1 мм2; р=0,001, рис. 1, г) 
относительно таковых в группе «ХИТК», при этом 
данные статистически не отличались от значений, ха-
рактерных для здоровой конечности (р>0,05). К 42-м 
суткам в группе «ХИТК+VEGF165/Ang-1» отмечена 
повышенная плотность артериол в мышечной ткани 
бедра и голени задней конечности грызунов, значения 
которых значительно превышали соответствующие 
показатели для оперированной конечности в группах 
«ХИТК» и «ХИТК+АФР» и статистически значимо 

не отличались от таковых для здоровой конечности 
(р>0,05) (рис. 2, в, г). 

Терапевтический ангиогенез представляет собой 
инновационную стратегию в лечении ишемических 
заболеваний, которая направлена на стимуляцию 
роста и ремоделирования кровеносных сосудов 
в поврежденных тканях. Одним из способов, на-
правленных на стимуляцию неоангиогенеза, явля-
ется применение генно-инженерных конструкций 
на основе кольцевой ДНК. Механизм действия 
основан на доставке в ядро клетки генов, кодиру-
ющих факторы роста и обладающих ангиогенной 
активностью, с целью увеличения их локальной 
экспрессии. К настоящему времени проведен ряд 
биомедицинских исследований, демонстрирую-
щих эффективность генной терапии при хрониче-
ской ишемии нижних конечностей [6, 7, 10, 13–15]. 
При этом выявлены преимущества одновременно-
го введения двух генотерапевтических препаратов 
по сравнению с однокомпонентной конструкцией 
[10, 13–18]. Лучшие результаты комбинированной 
генной терапии, скорее всего, обусловлены сложно-
стью механизма неоваскуляризации, включающего 
процессы стабилизации матрикса, пролиферации, 
миграции и апоптоза различных типов клеток под 
действием сразу нескольких факторов роста, обе-
спечивая формирование нового функционального 
зрелого кровеносного сосуда. 

В проведенном нами исследовании изучен ангио
генный потенциал оригинальной комбинированной 
плазмидной конструкции, несущей гены, кодирующие 
эндотелиальный фактор роста (VEGF165) и ангиопо-
этин-1 (Ang-1). В рамках экспериментального иссле-
дования хронической недостаточности артериального 
кровоснабжения тазовой конечности у крыс прове-
дена количественная оценка плотности кровеносных 
сосудов с использованием антител к CD31 и α-SMA. 
Установлено, что количество положительных CD31- и 
α-SMA-сосудов, начиная с 14-х суток после введения 
комбинированной плазмиды рсDNA_VEGF165/Ang-1, 
значительно возрастало в ишемизированных мышцах 
голени крыс. В аналогичной работе на модели ишемии 
тазовой конечности у мышей исследовано сочетанное 
применение смеси двух плазмид, экспрессирующих 
фактор роста гепатоцитов и ангиопоэтина-1. Оказа-
лось, что к 15-м суткам после внутримышечного вве-
дения препарата в опытной группе по сравнению с 
контрольной плотность капилляров (CD31+ сосудов) 
была достоверно выше, а показатель плотности арте-
риол (α-SMA+ сосудов) показал лишь тенденцию к 
увеличению [13]. Возможно, генно-инженерная кон-
струкция рсDNA_VEGF165/Ang-1 обладает более 
выраженным ангиогенным потенциалом. В период 
с 28-х и вплоть до 42-х суток наблюдения в группе 
«ХИТК+VEGF165/Ang-1» выявлена высокая плот-
ность новообразованных капилляров и артериол в 
мышцах бедра и голени, значения которых не отли-
чались от показателей, характерных для здоровой 
конечности. Полученные данные указывают на про-
лонгированный ангиогенный эффект генетической 
конструкции на основе кольцевой ДНК в экспери-
менте in vivo. 
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Заключение
В рамках экспериментального исследования 

проведена оценка плотности кровеносных сосудов 
в мышцах тазовой конечности у крыс, которая под-
твердила достоверность как самой модели ишемии 
с существенным снижением данных показателей в 
оперированных конечностях, так и эффективность 
локального применения комбинированной плазмид-
ной конструкции, содержащей участки генов белков-
активаторов ангиогенеза VEGF165 и Ang-1, для вос-
становления артериального кровоснабжения.
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