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ВЛИЯНИЕ СОСУДИСТО-ЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО РОСТОВОГО ФАКТОРА 
В СВОБОДНОЙ И ЛИПОСОМАЛЬНОЙ ФОРМАХ НА АНГИОГЕНЕЗ 
В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ИНФАРКТА МИОКАРДА
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Проведен анализ эффективности применения сосудисто-эндотелиального фактора роста (VEGF) для 
стимуляции ангиогенеза в постинфарктном миокарде. Использовали сосудисто-эндотелиальный фактор ро-
ста в различной дозировке (2,5; 12,5 нг) в свободной форме и в составе липосом. Эффективность доставки 
препарата к миокарду и стимуляции ангиогенеза оценивали на основании анализа экспрессии VEGF и плот-
ности сосудистой сети в миокарде. Показано, что введение препаратов VEGF сопровождается увеличени-
ем его экспрессии в миокарде. Однако только при введении липосомальной формы VEGF в более высокой 
дозировке (12,5 нг) достигали непрерывного повышенного содержания ростового фактора в течение дли-
тельного времени (до 7 суток). Это сопровождалось значительным увеличением плотности сосудистой сети. 
Меньшая концентрация VEGF в составе липосом и ростовой фактор в свободной форме не оказывали вы-
раженного действия.
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The use of pro-angiogenic growth factors in cardiovascular diseases has been associated with limited success in 
theclinical setting. One of the proposed problems associated with the short lived effect of the injected cytokine. The 
use of a liposomal delivery system could allow prolonged cytokine release. We compared free-VEGF vs. liposomes 
with VEGF165 with in a rat model of infarcted myocardium. It has been shown that high doses of the liposomal 
VEGF (12,5 ng) provides prolonged increase in myocardial vascular endothelial growth factor expression. It was 
associated with a signifi cant increase in vascular density. Free-VEGF and lower concentration of liposomal VEGF 
has no action.
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Одним из наиболее перспективных под-
ходов к лечению ишемической болезни 
сердца и ее осложнений является стимуля-
ция естественных процессов неоваскуляри-
зации с помощью факторов – регуляторов 
ангиогенеза. [9]. В частности, во многих 
экспериментальных работах была показана 
эффективность применения сосудисто-эн-
дотелиального фактора роста (VEGF) в те-
рапии инфаркта миокарда [2, 6]. Однако на 
этапе клинических исследований на паци-
ентах с ишемией миокарда были получены 
неоднозначные результаты [10]. Кроме того, 
клиническое применение VEGF ассоцииро-
вано с рядом проблем: ограниченная про-
должительность действия ростового факто-
ра, которая влечет за собой формирование 
незрелых и нестабильных кровеносных со-
судов, его быстрое разрушение в кровотоке, 
возможные побочные эффекты при исполь-
зовании высоких доз препарата. 

Возможным подходом к решению дан-
ных проблем является использование липо-

сомальной системы доставки, которая позво-
лит осуществлять длительную ангиогенную 
стимуляцию для образования стабильных 
кровеносных сосудов. Потенциальная эф-
фективность их использования обусловлена 
тем, что липосомы значимо изменяют фар-
макокинетику препарата, включенного в их 
состав. Они защищают инкапсулированное 
лекарственное вещество от инактивации под 
действием физиологической среды, а также 
увеличивают его биодоступность [8]. В соче-
тании с обеспечением направленного транс-
порта это дает возможность снизить дозу 
используемого ростового фактора и таким 
образом избежать возможных осложнений 
при сохранении эффективности терапевти-
ческого действия препарата. 

Цель исследования – оценить эффек-
тивность стимуляции ангиогенеза при ис-
пользовании свободной и липосомальной 
форм сосудисто-эндотелиального ростово-
го фактора в условиях экспериментального 
инфаркта миокарда. 
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Материалы и методы исследования
Липосомы получали методом экструзии через 

поликарбонатные фильтры (Costar) с диаметром 
пор 100 нм на экструдере (Lipex Biomembranes Inc., 
Канада). Липидную пленку получали при помощи 
ротационного испарителя (Heidolph, Германия) на 
стенках стеклянной колбы объемом 1 л. Молярное 
соотношение яичного лецитина (Lipoid, Германия) 
и холестерина (Sigma) в липосомах составило 7:5. 
Раствор сосудисто-эндотелиального ростового 
фактора включали в липосомы методом заморажи-
вания/оттаивания. Полученную суспензию 10 раз 
пропускали через экструдер с использованием 
фильтров с необходимым размером пор. Перед ис-
пользованием липосомы разбавляли физиологи-
ческим раствором до необходимой концентрации. 
Конечная концентрация липосом в среде для ин-
трамиокардиальной инъекции составила 2,5 мг/мл 
в пересчете на липиды.

В эксперименте использовали коммерческий ре-
комбинантный сосудисто-эндотелиальный ростовой 
фактор крысы (R&D). Перед использованием его раз-
водили физиологическим раствором до рабочей кон-
центрации (25 и 5 нг/мл).

На сегодняшний день нет данных о дозе VEGF, 
необходимой для стимуляции ангиогенеза. Концен-
трация рабочего раствора VEGF подбиралась с уче-
том литературных данных и результатов собственных 
предварительных экспериментов. Исходя из гипоте-
зы о том, что включение ростового фактора в состав 
липосом значительно повысит его биодоступность, 
мы использовали значительно сниженную дозировку 
препарата по сравнению с используемыми в боль-
шинстве исследований (около 100 нг) [4].

Исследование проводилось на самцах лабора-
торных крыс субпопуляции Wistar массой 300–380 г. 
Эксперимент проводили с учетом требований и прин-
ципов гуманного обращения с экспериментальными 
животными. Инфаркт миокарда моделировали по-
средством перевязки нисходящей ветви левой коро-
нарной артерии. Через 3 суток проводили повторную 
операцию с целью интрамиокардиальной инъекции 
терапевтических препаратов. В контрольной группе 
проводили ложную операцию. В экспериментальных 

группах интрамиокардиально вводили сосудисто-эн-
дотелиальный ростовой фактор в количестве 2,5 нг 
(V2,5) и 12,5 нг (V12,5) либо липосомальную форму 
сосудисто-эндотелиального ростового фактора в ана-
логичных концентрациях (V + Л2,5 и V + Л12,5 соот-
ветственно). Животных выводили из эксперимента на 
3, 7 и 14 сутки после повторной операции. 

Из замороженных образцов миокарда изготов-
ляли криостатные срезы миокарда толщиной 8 мкм. 
Для блокировки неспецифического связывания сре-
зы инкубировали в растворе 1 % BSA. Для оценки 
васкуляризации миокарда проводили имунофлуорес-
центное окрашивание с использованием мышиных 
антител к CD31 крысы (Millipore, США) и вторичных 
антител, коньюгированных с родамином (Millipore, 
США). Подсчитывали количество сосудов в поле 
зрения при увеличении в 200 раз, анализировали 
10 случайно выбранных полей зрения. Для оценки 
экспрессии сосудисто-эндотелиального ростового 
фактора в миокарде проводили иммунофлуоресцент-
ное окрашивание с использованием кроличьих анти-
тел к VEGF крысы (Millipore, США) и вторичных 
антител, конъюгированных с FITC (Millipore, США). 
Визуализацию осуществляли на люминесцентном 
микроскопе «Axio Imager.A1» (Carl Zeiss, Германия). 
Выраженность экспрессии VEGF оценивали на осно-
вании измерения интенсивности свечения флуорес-
центной метки с помощью программного обеспече-
ния AxioVision. Измерение проводили в 10 случайно 
выбранных полях зрения, для анализа использовали 
среднее значение измерений.

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли с помощью программы Statistica 6.0. 
Рассчитывали медиану и квартили (Ме (25; 75 %)). 
Для оценки различий использовали U-критерий Ман-
на – Уитни; различия между величинами показателей 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Экспрессия VEGF на срезах миокарда
Результаты оценки влияния введения 

препаратов VEGF на экспрессию ростового 
фактора в миокарде представлены в таблице. 

Оценка экспрессии VEGF в миокарде, у.ед.

Группы Сроки наблюдения
3 сутки 7 сутки 14 сутки

Контроль 0,00 (0,00; 0,00) # 107,50 (71,87; 139,18) */# 15,73 (0,00; 156,53)*

V2,5 26,35 (19,94; 31,64)***/# 1,40 (0,00; 2,08)*/*** 0,00 (0,00; 0,00)*/***

V + Л2,5 0,00 (0,00; 3,11)#/## 6,87 (3,51; 9,22)*/***/#/## 0,00 (0,00; 0,00)**/***

V12,5 0,00 (0,00; 0,00)# 15,68 (15,13; 17,50)*/*** 0,00 (0,00; 1,21)**/##

V + Л12,5 19,10 (10,35; 22,71)*** 8,00 (7,06; 10,19)*/*** 0,00 (0,00; 0,12)*/**

П р и м е ч а н и я :  различия статистически достоверны (p < 0,05): * – по сравнению с 3 сутка-
ми наблюдения; ** – по сравнению с предыдущим сроком наблюдения; *** – по сравнению с груп-
пой контроля; # – по сравнению с группой V + Л12,5;  ## – по сравнению с предыдущей группой.

В контрольной группе на 3 сутки на 
срезах миокарда не отмечалась экспрессия 
VEGF. На 7 сутки наблюдалось яркое све-

чение метки (107,50 ед.), сохранявшееся 
на 14 сутки (15,73 ед). В группе V2,5 вы-
раженное флуоресцентное окрашивание 
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(26,35 ед.) наблюдалось уже на 3 сутки, сни-
жаясь к 7 суткам до 1,40 ед.; на 14 сутки све-
чение метки не обнаруживалось. В группе 
V + Л2,5 флуоресцентный сигнал регистриро-
вался только на 7 сутки наблюдения (6,87 ед). 

В группе V12,5 свечение метки отме-
чалось на 7 сутки (15,68 ед), к 14 суткам 
интенсивность сигнала снижалась до не-
определяемого минимума. При введении 
липосомальной формы VEGF в анало-
гичной концентрации (группа V + Л12,5) 
окрашивание наблюдалось уже на 3 сутки 
(19,10 ед). К 7 суткам интенсивность свече-

ния снижалась (8,00 ед). На 14 сутки флуо-
ресцентного сигнала не отмечалось.
Плотность сосудистой сети в миокарде
В группе контроля на 3 сутки по-

сле ложной операции количество сосудов 
в поле зрения составило 1,2 ед. (рисунок). 
На 7 сутки отмечена тенденция к снижению 
уровня показателя (0,96 ед.). На 14 сутки 
наблюдалось выраженное уменьшение ко-
личества сосудов в поле зрения (0,56 ед), 
различия по сравнению с 7 сутками стати-
стически значимы (р < 0,05).

 Количество сосудов в поле зрения, ед. в поле зрения:
* – различия со всеми группами статистически значимы, р < 0,05; ** – различия с группой 
контроля статистически значимы, р < 0,05; *** – различия с первыми сутками наблюдения 

статистически значимы, р < 0,05

В группе V2,5 на 3 сутки после инъек-
ции количество сосудов составило 0,91 ед. 
в поле зрения, что несколько меньше, чем 
в группе контроля. К 7 суткам значение по-
казателя несколько снижалось (0,60 ед.), 
затем вновь повышалось на 14 сутки до 
0,84 ед. Однако статистически значимых 
отличий как внутри группы, так и в сравне-
нии с группой контроля не наблюдалось.

В группе V + Л2,5 количество сосудов 
на 3 сутки несколько превышало значение 
в контрольной группе – 1,58 ед. На 7 сутки 
отмечалось значимое уменьшение плотно-
сти капилляров – 0,9 ед. (р < 0,05). К 14 сут-
кам наблюдалась тенденция к увеличению 
сосудистой плотности до 1,28 ед.

В группе V12,5 на 3 сутки количество 
сосудов было невелико – 0,86 ед. В тече-
ние всего периода наблюдения отмечались 
небольшие колебания значения показате-
ля – 1,07 и 0,98 ед. на 7 и 14 сутки соответ-

ственно. Статистически значимых отличий 
не наблюдалось.

В группе V + Л12,5 количество сосудов 
на 3 сутки значительно превышало осталь-
ные группы – 2,65 ед. К 7 суткам отмечена 
тенденция к уменьшению количества сосу-
дов – 1,77 ед. На 14 сутки значение показа-
теля продолжало незначительно снижать-
ся – 1,66 ед. Различия с другими группами 
статистически значимы в течение всего пе-
риода наблюдения. 

Накопление в тканях гипоксией инду-
цированного фактора и последующая акти-
вация синтеза проангиогенных факторов, 
в частности VEGF, это естественный меха-
низм, направленный на компенсацию ише-
мического состояния за счет формирования 
новых кровеносных сосудов и улучшения 
микроциркуляции. Однако в ряде исследо-
ваний было показано, что после инфаркта 
миокарда наблюдается кратковременный 
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выраженный подъем уровня VEGF, затем 
его содержание снижается до исходных 
значений в течение 1–3 суток [5, 7]. Также 
известно, что присутствие VEGF является 
необходимым условием как для инициации 
ангиогенеза, так и для стабилизации сосу-
да; в случае его недостатка на стадии фор-
мирования сосудистой трубки происходит 
элиминация вновь образованных зачатков 
кровеносных сосудов [3]. Указанные факто-
ры приводят к тому, что, несмотря на состо-
яние ишемии, развивающееся в миокарде, 
уровень естественного ангиогенеза доволь-
но низок.

Хотя на сегодняшний день доказанным 
является тот факт, что для эффективного ан-
гиогенеза необходимо присутствие VEGF, 
в литературе нет данных о необходимой 
для этого концентрации ростового фактора 
в ткани или длительности его воздействия. 
Применительно к нашему исследованию, 
с учетом динамики содержания VEGF в по-
стинфарктном миокарде представлялось 
эффективным введение препаратов росто-
вого фактора на 3 сутки после инфаркта. 
В сочетании с его пролонгированной до-
ставкой посредством липосом это должно 
обеспечить непрерывное поддержание по-
вышенного уровня VEGF.

Исходя из результатов, можно заклю-
чить, что во многих случаях введение ро-
стового фактора не оказывало выраженного 
влияния на уровень его экспрессии в мио-
карде. В группах V + Л2,5 и V12,5 так же, 
как и в контрольной, значимая экспрессия 
VEGF наблюдалась начиная с 7 суток после 
инъекции. С учетом очень короткого срока 
существования ростовых факторов в кро-
вотоке указанное увеличение содержания 
ростового фактора не связано с введением 
препарата и, по всей видимости, объясняет-
ся естественными причинами – гипоксией, 
воспалением и/или механическим повреж-
дением миокарда при выполнении инъек-
ции. С точки зрения обеспечения пролон-
гированного присутствия VEGF в ткани, 
введение указанных препаратов оказалось 
неэффективным.

Повышенная экспрессия VEGF на 3 
и 7 сутки в группе V + Л12,5 также может 
отчасти иметь естественные причины. 
Однако вероятным также представляет-
ся эффект постепенного выхода VEGF из 
липосом. Как нами было показано ранее, 
липосомы способны депонироваться в ми-
окарде [1]. При постепенном разрушении 
депонированных липосом включенный 
в их состав VEGF будет выходить в окру-
жающие ткани. Таким образом может 
осуществляться пролонгированная до-
ставка ростового фактора. В нашем случае 

можно сказать, что применение липосом 
с VEGF 12,5 может обеспечить повышение 
уровня ростового фактора в ткани на срок 
до 7 суток после введения.

Полученные при анализе экспрессии 
VEGF результаты частично подтверждают-
ся данными о сосудистой плотности в мио-
карде. В контрольной группе наблюдается 
постепенное снижение количества сосудов 
в течение всего периода наблюдения, что 
может говорить о начале формирования 
сосудистой сети с ее последующей дегра-
дацией. В группах с введением свобод-
ного VEGF в различной концентрации не 
отмечено выраженной динамики количе-
ства сосудов. Это соотносится с данны-
ми о прерывистом характере экспрессии 
VEGF в миокарде в течение всего срока 
наблюдения. Таким образом, очевидно, 
что разовое введение данного количества 
VEGF недостаточно эффективно в отно-
шении доставки ростового фактора для 
стимуляции ангиогенеза, что подтвержда-
ется низкими значениями плотности со-
судистого русла. 

Также это свидетельствует о том, что 
повышение VEGF в группе V2,5 носило 
временный характер и может как являться 
следствием введения препарата, так и объ-
ясняться естественной реакцией окружаю-
щих тканей. 

При введении липосомальной формы 
VEGF в дозе 12,5 нг на 3 сутки отмечает-
ся значимое увеличение количества сосу-
дов по сравнению с контрольной группой 
и группами с введением свободного VEGF. 
Необходимо отметить, что большее значе-
ние показателя обеспечивается в основном 
появлением большого количества мелких 
сосудов, что свидетельствует об эффектив-
ном процессе ангиогенеза. Это соответ-
ствует данным об уровне VEGF в миокарде 
и позволяет говорить о пролонгированной 
доставке ростового фактора в течение вре-
мени, необходимого для закладки и форми-
рования сосудов. 

На 7 сутки происходит некоторое сни-
жение количества сосудов, возможно, 
вследствие деградации части формирую-
щихся сосудов. Однако к 14 суткам количе-
ство сосудов меняется незначительно, мож-
но считать, что происходит стабилизация 
образованной сосудистой сети. 

Выводы

1. Интрамиокардиальное введение 
VEGF (12,5 нг) в составе липосом на 3 сут-
ки после инфаркта способствует длитель-
ному (до 7 суток) повышению содержания 
ростового фактора в ткани. 
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2. Липосомальная форма VEGF в коли-
честве 12,5 нг является эффективным сти-
мулятором ангиогенеза и вызывает выра-
женное увеличение плотности сосудистой 
сети в миокарде.
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