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СТИМУЛЯЦИЯ НЕОВАСКУЛОГЕНЕЗА
ПРИ ИШЕМИИ НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ

В эксперименте проведена сравнительная морфофункциональная оценка направлен-
ного  ангиогенеза  с  использованием  сепарированной  мононуклеарной  фракции  клеток
костного  мозга  в  сочетании  с  лазерным туннелированием  мышц при  ишемии  нижних
конечностей.  Работа  выполнена  на  серии  крыс  
линии Wistar, которым осуществлялось моделирование ишемии нижних конечностей с по-
следующим  использованием  методик  непрямой  реваскуляризации:  изолированная  им-
плантация  сепарированной  фракции  аутологичных  мононуклеарных  клеток  костно-
мозгового происхождения в сочетании с лазерным туннелированием мышц нижних конеч-
ностей. Методика оказалась эффективной, она может быть использована для стимуляции
процессов ангиогенеза при нереконструктабельном дистальном поражении сосудов ниж-
них конечностей.

Ключевые слова: нижние конечности, ишемия, неоваскулогенез, лазерная реваскуля-
ризация.

Опубликованные  сведения  мультицен-
трового  исследования  демонстрируют,  что
около  8  миллионов  человек  в  возрасте  от
40 лет и старше страдают  окклюзионными
поражениями  периферических  артерий.
Широкое  распространение  и  неуклонный
рост  этой группы заболеваний определяют
неутешительный прогноз [1]. Среди общего
числа  пациентов  с  заболеваниями перифе-
рических  артерий  только  10 %  имеют
классический  симптом  перемежающей
хромоты и около 40 % больных не предъяв-
ляют жалоб на боли в ногах, в то время как
50 % имеют различные варианты классиче-
ского симптома [2; 3].

По результатам национального исследо-
вания,  проведенного  Vascular  Society  of
Great  Britain  [4],  количество  пациентов,

страдающих ишемией нижних конечностей,
составляет 400 на 1 000 000 населения в год.
Около  90 %  всех  ампутаций  выполняются
по  поводу  выраженной  ишемии  нижних
конечностей, и у 25 % пациентов с критиче-
ской ишемией требуется ампутация голени
или бедра  [5].  По данным Л. А. Бокерия и
соавт. [6], потребность в реконструктивных
операциях  на  артериальной  системе  в  на-
шей стране составляла 930 на 1 000 000 на-
селения,  однако  ежегодно  выполнялось  не
более 22 % от необходимого количества.

Предложены  методы  по  улучшению
кровотока в нижних конечностях при нере-
конструктабельном  поражении  дистального
русла. В последние 30 лет целью многих ис-
следований  было  изучение  возможности
улучшения  кровообращения  нижних  конеч-
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ностей  методами  стимуляции  ангиогенеза.
Изучение биологии стволовых клеток приве-
ло к определению многих фундаментальных
принципов  лечения  с  использованием  кле-
точных технологий. Многочисленные иссле-
дования – как экспериментальные, так и кли-
нические,  проводимые в этом направлении,
позволили по-новому взглянуть на процессы
ангиоваскулогенеза, направленные на стиму-
ляцию коллатерального кровотока [7].

Цель нашего  исследования  –  экспе-
риментальная сравнительная морфофукцио-
нальная оценка  направленного ангиогенеза
с  использованием  сепарированной  моно-
нуклеарной фракции клеток костного мозга
в  сочетании  с  лазерным  туннелированием
мышц при ишемии нижних конечностей  у
крыс.

Материал и методы

Для сравнения различных вариантов нео-
ангиогенеза  была  выполнена  серия  экс-
периментальных  исследований  на  лабора-
торных крысах линии Wistar.  С целью со-
здания  модели  ишемии задней  конечности
под  эфирным наркозом  выполнялась  пере-
вязка  правой  бедренной  артерии  с  кол-
латералями [8].  Все животные были разде-
лены на  три группы.  На  25-е  сутки после
перевязки бедренной артерии в ишемизиро-
ванную  конечность  животным  1-й  группы
(7 крыс)  инъекционно вводилась сепариро-
ванная мононуклеарная фракция стволовых
клеток,  во  2-й  группе  (8 крыс)  производи-
лась имплантация стволовых клеток с пред-
шествующим  лазерным  туннелированием
мышц ишемизированной конечности по от-
работанной методике [9],  в 3-й группе жи-
вотных (6 крыс) после наложения лигатуры
на  бедренную  артерию  никаких  манипу-
ляций не осуществлялось.

Имплантация  мононуклеарной  фракции
стволовых  клеток  выполнялась  в  общем
объеме  0,4 мл,  по  две  инъекции  с  латера-
льной  (Lat)  и  медиальной  (Med)  сторон
(0,1 мл на инъекцию). В качестве контроля
(Control)  использовалась  контрлатеральная
конечность.

В эксперименте применялся полупровод-
никовый  лазер  «ИРЭ-Полюс»  в  непрерыв-
ном режиме с длиной волны 1,56 мкм с ис-

пользованием кварцевого световода диамет-
ром 600 мкм.

На  60-е  сутки  после  моделирования
ишемии нижних конечностей проводили ла-
зерную доплеровскую флоуметрию с приме-
нением лазерного анализатора капиллярного
кровотока  (ЛАКК-01,  НПП  «Лазма»,  Рос-
сия)  с  последующим  забором  образцов
мышечной ткани для  гистологического  ис-
следования.

Измерение кровотока производили в го-
лени правой конечности. На месте проведе-
ния измерения выбривали шерсть, фиксиро-
вали  накожный  зонд  анализатора.  Измере-
ния  проводили  на  длинах  волн  излучения
0,63 мкм,  время  записи  ЛДФ-граммы
составляло 3 мин. Вычисление амплитудно-
частотного  спектра  колебаний  перфузии
осуществляли  с  помощью  прилагаемого  к
анализатору  ЛАКК-01  программного  обес-
печения.  При  анализе  доплерограмм  оце-
нивали  динамику  среднего  значения  по-
казателя микроциркуляции (М), среднеквад-
ратического  отклонения (),  коэффициен-
та  вариации (КV). Рассматривались три ча-
стотных диапазона,  в которых осуществля-
лась модуляция стенки сосуда [10].

Медленные  колебания  (зона  LF-ритма)
определяются  активностью  собственных
компонентов  микроциркуляторного  русла.
Быстрые колебания (зона HF-ритма) совпа-
дают с дыхательными ритмами и зависят от
колебаний  венозного  кровотока  в  связи  
с изменением давления в грудной клетке в
фазы  вдоха  и  выдоха.  Кардиоритмы  (зона
CF-ритма) совпадают с пульсовыми колеба-
ниями кровотока.

Так как на практике не всегда удобно ис-
пользовать абсолютные величины амплитуд
колебаний в выделяемом спектре  частот,  в
нашем исследовании нами оценивалось со-
отношение АmaxHF и АmaxСF к АmaxLF, а так-
же индекс эффективности микроциркуляции
(ИЭМ) [11].

По  окончанию  исследования  животных
выводили  из  опыта  путем  передозировки
эфира в соответствии с «Правилами работ с
использованием экспериментальных живот-
ных».  Для  гистологических  исследований
производился  забор  материала  с  медиаль-
ной и латеральной областей бедра и голени
животных  с  последующей  фиксацией  в



10 % растворе нейтрального формалина. Се-
рийные  гистологические  срезы  окрашива-
лись  гематоксилином  и  эозином,  а  также
осуществлялась  флюоресцентная  окраска
первичными моноклональными антителами
anti-СD31  в  рабочем  разведении  1 : 100  с
последующим  вторичным  окрашиванием
Cy  5-коньюгированными  Goat  anti-mouse
антителами  (разведение  1 : 100).  Флюо-
ресценция регистрировалась при длине вол-
ны  поглощения  в  диапазоне  578–591 нм  и
длине волны возбуждения 520 нм. Проводи-
ли подсчет суммарного количества капилля-
ров  на  единицу  площади  (1 мм2).  Анализ
результатов  проводился  с  использованием
специализированных программ AxioVision 4.1,
Excel 2007 и Origin 7.5 Pro.

Результаты исследования
и обсуждение

Исследование  микроциркуляции  в  голе-
ни  правой  конечности  через  60 суток  экс-
периментальной  ишемии  правой  конечно-
сти выявило приближение показателя к зна-
чению в левой, не ишемизированной конеч-
ности.  В  голени  правой  конечности,  по
сравнению с левой, отмечалось увеличение
(на  56,1 %)  показателя,  характеризующего
модуляцию  кровотока  в  микроциркулятор-
ном  русле  и  индекса  эффективности  мик-
роциркуляции (на 31,5 %). Увеличение зна-
чения  KV отражало  улучшение  микроцир-

куляции.  Этот  факт  мог  быть  обусловлен
повышением вазомоторной активности мик-
рососудов, о чем свидетельствовало увели-
чение  соотношение  AmaxLF / М  на  85,7  и
AmaxLF  на  88,7 %,  а  также  нарастанием
вклада  пассивного  (дыхательного)  меха-
низма  регуляции  капиллярного  кровотока,
зависящего  от  колебаний  венозного
кровотока, в связи с изменением давления в
грудной клетке в фазы вдоха и выдоха (уве-
личение AmaxНF на 84,9 %). Все эти измене-
ния  в  микроциркуляции  происходили  на
фоне  уменьшения  вклада  кардиального
механизма  регуляции  капиллярного
кровотока:  снижалось  соотношение
AmaxCF / AmaxLF на 42,3, AmaxСF /  на 39,4 %
(табл.).

При исследовании гемоциркуляции в го-
лени правой конечности через 60 суток экс-
периментальной  ишемии  правой  конечно-
сти в условиях введения на 25-й день экс-
перимента стволовых клеток (СК),  как и в
группе без коррекции, выявлено приближе-
ние  показателя  микроциркуляции  к  значе-
нию в левой, не ишемизированной конечно-
сти. При этом основной вклад в микроцир-
куляцию  исследуемой  конечности,  в  отли-
чие  от  группы  без  коррекции,  выполнял
пассивный  (кардиальный)  механизм  регу-
ляции капиллярного  кровотока:  по  сравне-
нию  с  левой  конечностью  увеличивалось
AmaxCF / AmaxLF  в  2,7 раза  и  AmaxCF  на
88,2 %. По сравнению с группой без коррек-

Показатели микроциркуляции правой конечности
на 60-е сутки до и после коррекции (M ± ∆tm)

По-
казатель

1-я группа 2-я группа 3-я группа
левая

конечность
правая

конечность
левая

конечность
правая

конечность
левая

конечность
правая

конечность
М 14,72

± 2,01
17,10
± 3,23

22,92
± 2,46

20,48
± 1,35#

14,75
± 0,88

14,92
± 1,86

 0,86
± 0,23

1,24
± 0,41

1,0
± 0,21

1,16
± 0,09#

1,14
± 0,08

1,78
± 0,45

KV 5,38
± 0,97

6,41
± 0,76#

4,53
± 1,03

5,79
± 0,61#

7,64
± 1,73

11,87
± 2,87

ИЭМ 1,49
± 0,14

1,22
± 0,21

0,95
± 0,10

1,58
± 0,15

1,08
± 0,06

1,42
± 0,26

AmaxCF /
AmaxLF

0,20
± 0,04

0,54
± 0,15#

0,51
± 0,13

0,2
± 0,03

0,45
± 0,05

0,26
± 0,06

AmaxHF /A
maxLF

0,52
± 0,06

0,53
± 0,05

0,62
± 0,10

0,44
± 0,04

0,60
± 0,12

0,56
± 0,09

AmaxLF / 
М

0,07
± 0,01

0,07
± 0,02#

0,04
± 0,01

0,07
± 0,01#

0,07
± 0,01

0,13
± 0,03

 / AmaxLF 0,83
± 0,13

0,99
± 0,33

1,18
± 0,23

0,80
± 0,10

1,07
± 0,11

0,89
± 0,24



AmaxСF /  0,20
± 0,03

0,26
± 0,06

0,42
± 0,08

0,24
± 0,02

0,33
± 0,04

0,2
± 0,05

AmaxНF /  0,56
± 0,09

0,44
± 0,13

0,48
± 0,07

0,54
± 0,09

0,47
± 0,02

0,55
± 0,12

Примечание:   –  отличия  достоверны  по  сравнению  с  показателями  левой  конечности  данной  группы
(р  0,05); # – отличия достоверны по сравнению с показателями правой конечности крыс 3-й группы (р  0,05).
                        Med          Lat           Control                        Med           Lat           Control                        Med          Lat           Control
                                  1-я группа                                                       2-я группа                                                   3-я группа

Рис. 1. Суммарная плотность капилляров на 1 мм2.
Lat – латеральная область бедра; Med – медиальная область бедра;
Control – фрагмент мышечной ткани контрлатеральной конечности

ции,  во  2-й группе  животных установлено
снижение миогенной активности вазомото-
ров  (уменьшалось  соотношение  AmaxLF / М
на 46,2 %), увеличение вклада кардиального
механизма  регуляции  капиллярного  кро-
вотока  (увеличивалось  AmaxCF / AmaxLF  в
2,1 раза).

При исследовании гемоциркуляции в го-
лени правой конечности через 60 суток экс-
периментальной  ишемии  правой  конечно-
сти при условии введения на 25 сутки СК и
воздействия  лазерным  излучением  по-
казатель  микроциркуляции  не  имел  до-
стоверных  отличий  от  значений  левой
конечности. По сравнению с контрлатераль-
ной  конечностью  выявлено  уменьшение
вклада кардиального и дыхательного меха-
низмов регуляции капиллярного кровотока:
уменьшались  соотношения  AmaxCF / AmaxLF
на 60,8, AmaxСF /  на 42,9 и AmaxHF / AmaxLF
на  29,0 %.  При  этом  по  сравнению  с  3-й
группой крыс у животных с коррекцией СК
и лазерным излучением определено увели-
чение значения микроциркуляции, происхо-
дящее на фоне снижения миогенной актив-

ности вазомоторов: уменьшалось соотноше-
ние AmaxLF / М на 46,2 %.

Морфометрические  показатели  капил-
лярного кровотока в рассматриваемые сроки
также  практически  совпадали  с  данными
лазерной доплеровской флоуметрии.  Выяв-
лено, что суммарное количество капилляров
на 35-е сутки после непрямой реваскуляри-
зации в 1-й (765,12) и во 2-й группе живот-
ных  (1 041,01)  было  достоверно  выше  по
сравнению с контрольной 3-й группой крыс
(524,76). Суммарное количество капилляров
поперечно-полосатой  мускулатуры  задней
группы мышц бедра интактного животного
составило  364,5–543,9 мм2.  Приведенные
показатели  указывают  на  выраженный
ангиогенный эффект со стороны микроцир-
куляторного русла в ответ на варианты не-
прямой реваскуляризации.

Следует отметить, что численное значе-
ние  суммарного  количества  капилляров  в
группе  с  использованием лазерного тунне-
лирования и имплантации стволовых клеток
превысило аналогичный показатель группы



крыс  с  изолированным  использованием
стволовых клеток на 36 % (рис. 1).

При  проведении обзорной  микроскопии
мест проведения лазерной реваскуляризации
в сочетании с имплантацией стволовых кле-
ток определялись участки склеротической и
рубцовой ткани с различной степенью нео-
васкуляризации  на  границе  с  рубцовой
зоной, а также непосредственно в зоне руб-
ца.  Выявлено  присутствие  как  тонкостен-
ных,  так  и толстостенных капилляров раз-
личного



Рис. 2. Толстостенные и тонкостенные полнокров-
ные  сосуды  среднего  и  малого  калибров  непосред-
ственно в зоне рубца. Зона имплантации клеток в ла-
зерные каналы.  Окраска  гематоксилином и эозином,
× 260.

диаметра,  определялись  разрозненные
скопления  «сосудистых  почек»  (рис. 2).
Отмечено образование капиллярных трубо-
чек  с  последующей  трансформацией  их  в
кровеносные сосуды капиллярного типа.

Анализ  полученных  морфологических
данных,  а  также  динамика  некоторых  по-
казателей  микроциркуляции,  подтвердила
эффективность  проведенной  непрямой  ре-
васкуляризаци с использованием лазерного
туннелирования  и  клеточных  технологий.
Аналогичные данные были получены ранее
группой  ученых  под  руководством  Т. Mu-
rohara,  которая производила внутримышеч-
ные  инъекции  гемопоэтических  стволовых
клеток крысам с моделью ишемии конечно-
стей. Оказалось, что это приводит к значи-
тельному улучшению кровотока и увеличе-
нию плотности капилляров [12].

Заключение

В  результате  проведенных  эксперимен-
тальных исследований выявлено, что внут-
римышечная  имплантация  сепарированной
фракции  аутологичных  мононуклеарных
клеток  костно-мозгового  происхождения  в
сочетании  с  лазерным  туннелированием
мышц безопасна,  эффективна  и  может  ис-
пользоваться  в  качестве  методики  для
стимуляции процессов ангиогенеза при не-
реконструктабельном  дистальном  пораже-
нии сосудов нижних конечностей.

Результаты  проведенного  исследования,
демонстрирующие  состоятельность  и
эффективность  предложенной  методики
направленного  ангиогенеза,  позволяют
продолжить  и  расширить  научные  изыска-
ния в этом направлении.
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Stimulation of the Neovasculogenesis
in Patients with Chronic Ischemia of Lower Extremeties

At the present moment the problem of inreconstructable distal vascular bed lesions is paid on
much attention. The introduction of the new methods of treatment of this pathology is of big
value. The study is done on an experimental series of the Wistar rats. The model of the chronic
ischemia of the lower extremities was created, then several methods of indirect revasculariza-
tion were used-  implantation  of  separated fraction  of  autologous  mononuclear  bone marrow
cells, isolated and with creation of laser tunnels in the muscles of lower extremities. The method
of intramuscular implantation of the autologous mononuclear bone marrow cells combined with
laser tunneling of muscles is effective and may be used as a method of angiogenesis stimulation
in patient with inreconstructable distal vascular bed lesions.

Keywords: bottom extremities, neovasculogenesis, laser revascularization.
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