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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Актуальность. Эффективность терапевтичского ангиогенеза в язвенно-некротическую стадию критической ишемии 
нижних конечностей недостаточна, чтобы спасти конечность.
 Цель. Изучить эффективность терапевтического ангиогенеза препаратом «Уденафил», мононуклеарной фракцией ауто-
логичного костного мозга и их комбинацией при экспериментальной язвенно-некротической стадии критической ишемии 
нижних конечностей.
Материалы и методы. Ишемию мышц голени моделировали на крысах линии Wistar. Формировали 4 группы животных по 
20 особей в каждой:  с моделированной критической ишемией без лечения (контрольная группа); с критической ишемией и 
монотерапией уденафилом ( уденафил перорально 8,6 мг/кг в течение 28 дней, первая опытная группа); с критической ише-
мией и монотерапией мононуклеарной фракцей аутологичного костного мозга (однократным паравазальным введением 
мононуклеарной фракции аутологичного костного мозга на 7-е сутки после моделирования критической ишемии, вторая 
опытная группа); с критической ишемией и комбинированной терапией (уденафил перорально в дозе 0,86 мг/кг 1 раз в сут-
ки ежедневно в течение 28 дней и однократное паравазальное введение мононуклеарной фракции аутологичного костного 
мозга, аналогично группе с монотерапией, третья опытная группа). Измеряли уровень микроциркуляции крови в мышцах 
голени на 21-е и 28-е сутки, а затем  проводили их гистологическое исследование.
Результаты. В контрольной группе после моделирования критической ишемии уровень регионарного кровотока в ише-
мизированной мышце голени крыс стал меньше, чем у интактных животных на 21-е сутки в 2,1 раза и на 28-е сутки - в 
1,8 раза. В первой опытной  группе, после введения животным, уденафила регионарный кровоток увеличивался на 21-е и 
на 28-е сутки в 1,6 раза, во второй опытной,  при введении животным мононуклеарной фракции костного мозга, соот-
ветственно, в 1,6 и 1,7 раза, а в  третьей опытной группе, после комбинированного применения клеток костного мозга и 
уденафила, регионарный кровоток увеличился в 1,8 раза, по сравнению с животными контрольной группы. На 28-е сутки 
эксперимента при гистологических исследованиях в контрольной группе, в ишемизированных мышцах голени определялись 
очаги некроза с наличием перифокального воспаления. В первой и во второй опытных  группах отмечено уменьшение раз-
мера и количества участков некроза за счет формирования молодой соединительной ткани и новых капилляров. Новое ми-
кроциркуляторное русло не сформировано. В третьей опытной группе степень выраженности некротических изменений 
была минимальной, в широких прослойках соединительной ткани визуализирувалось большое количество новообразованных 
кровеносных сосудов (артериол, капилляров, венул), которые формировали новое микроциркуляторное русло.
Вывод. Применение уденафила в комбинации с мононуклеарной фракцией костного мозга приводит к увеличению перфузии 
ишемизированных тканей и развитию в них нового микроциркуляторного русла.
Ключевые слова: эксперимент; крысы; критическая ишемия нижних конечностей; коррекция ишемии; уденафил; моно-
нуклеарная фракция аутологичного костного мозга
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Introduction. The effectiveness of therapeutic angiogenesis in the ulcerative-necrotic stage is insufficient to preserve the limb.
The aim of research was to study the effectiveness of therapeutic angiogenesis with "Udenafil", mononuclear fraction of autologous 
bone marrow and their combination in the experimental ulcerative-necrotic stage of critical lower limb ischemia.
Materials and methods. Lower leg muscle ischemia was simulated on Wistar rats. All animals were divided into 4 groups, 20 
animals in each group: with simulated critical ischemia without treatment (control group); with critical ischemia and monotherapy 
with udenafil (udenafil, orally, 8.6 mg/kg for 28 days, the first experimental group); with critical ischemia and monotherapy with 
mononuclear fraction of autologous bone marrow (a single paravasal injection of a mononuclear fraction of autologous bone 
marrow in 7 days after critical ischemia simulation, the second experimental group); with critical ischemia and combined therapy 
(udenafil orally, 0.86 mg/kg, once a day, for 28 days, and a single paravasal injection with a mononuclear fraction of autologous 
bone marrow, similar to the group with monotherapy, the third experimental group). The level of blood microcirculation in the lower 
leg muscles was measured in 21 and 28 days; after that, histological examination was performed.
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Реакцией организма на ишемию тканей являет-
ся создание нового микроциркуляторного русла, ко-
торое описывается в литературе как неоангиогенез. 
Чем быстрее образуется новая сеть, тем меньше будет 
площадь некроза, тем быстрее восстановится функция 
органа [1]. Неоангиогенез развивается постепенно. В 
течение первого месяца появляются единичные но-
вые капилляры, а для развития микроциркуляторного 
русла, включающего артериолы, капилляры, венулы и 
артериовенозные шунты требуется шесть-двенадцать 
месяцев [2]. Целью терапевтического ангиогенеза яв-
ляется ускорение образования новой сосудистой сети. 
Проведенные раннее исследования показали, что наи-
большей эффективностью обладают мононуклеарные 
клетки аутологичного костного мозга. Введение этих 
клеток в ишемизированные мышцы позволяет сокра-
тить в два раза срок создания нового микроциркуля-
торного русла [3]. Однако, в условиях критической 
ишемии нижних конечностей этот срок является 
слишком длительным: конечность не удается спасти в 
большинстве случаев [4,5].

Повысить эффективность терапевтического 
неоангиогенеза позволяет применение фармаколо-
гических препаратов, обладающих выраженным 
перфузионным эффектом - чем выше перфузия ише-
мизированных тканей, тем быстрее развивается новое 
микроциркуляторное русло [6]. В последние годы, в 
клинической практике для лечения перемежающей-
ся хромоты, возникающей при хронической ишемии 
нижних конечностей на фоне облитерирующих за-
болеваний артерий, стал широко применяться новый 
лекарственный препарат «Цилостозол», который яв-
ляется ингибитором фосфодиэстеразы (ФЭД)-3 и об-
ладает выраженным вазодилятирующим эффектом. 
В организме человека существует 11 типов фосфоди-
эстеразы. Блокируя тот или иной тип лекарственным 
препаратом можно добиться нужного эффекта: вы-
звать бронходилятацию, вазодилятацию, устранить 
эректильную дисфункцию у мужчин, острую сердеч-
ную недостаточность и др. [7].

ФЭД-5 содержится в эндотелиальных клетках 
стенок сосудов, а ее ингибиторы (уденафил, синде-

нафил)  обладают вазодилятирующим действием и 
применяются в клинической практике для устранения 
эректильной дисфункции у мужчин, путем увеличе-
ния притока крови в половой член  во время сексуаль-
ного возбуждения [8]. Поэтому можно предположить, 
что ингибиторы ФЭД-5 как и ингибиторы ФЭД-3 
должны оказывать положительное влияние на течение 
хронической ишемии конечности. Возрастание перфу-
зии ишемизированных тканей, в свою очередь, может 
повысить эффективность клеточной терапии.

Цель

Изучить эффективность терапевтического ан-
гиогенеза препаратом «Уденафил», мононуклеарной 
фракцией аутологичного костного мозга и их комбина-
цией при экспериментальной язвенно-некротической 
стадии критической ишемии нижних конечностей.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на крысах линии Wistar 
в возрасте 4 месяцев, массой 220–250 г, прошедших 
карантин в условиях вивария НИИ эксперименталь-
ной медицины Курского государственного медицин-
ского университета. Протокол исследования соответ-
ствовал этическим принципам и нормам проведения 
биомедицинских исследований с участием животных. 
Наркотизацию животных осуществляли внутрибрю-
шинным введением водного раствора хлоралгидрата 
в дозе 300 мг/кг веса, выведение из эксперимента - его 
передозировкой. Животных распределили по группам 
путем рандомизации со стратификацией по массе тела, 
а также по проводимым операциям и манипуляциям. 
Были сформированы следующие группы:  животные 
с ишемией конечности, не получавшие лечения (кон-
трольная группа, n = 20); животные с ишемией мышц 
конечности, получавшие уденафил (первая опытная 
группа, n = 20); животные с ишемией конечности, по-
лучавшие мононуклеарную фракцию аутологичного 
костного мозга (вторая опытная группа, n = 20); жи-
вотные с ишемией конечности, получавшие уденафил 
в комбинации с мононуклеарной фракцией аутологич-
ного костного мозга (третья опытная группа, n = 20).

Results. In the control group, the regional blood flow rate in the ischemic shin muscle was 2.1 times less than in intact animals in 
21 days and 1.8 times less in 28 days after simulated critical ischemia. In the first experimental group, the regional blood flow rate 
increased by 1.6 times in 21 days and 28 days after udenafil administration; in the second experimental group, the regional blood 
flow rate increased by 1.6 times and 1.7 times, respectively, after the mononuclear fraction of bone marrow was administered to 
animals; and in the third experimental group, the regional blood flow rate increased 1.8 times, compared with the animals of the 
control group after the combined use of bone marrow cells and udenafil. In 28 days after the start of the experiment, histological 
tests detected foci of necrosis with perifocal inflammation in the ischemic muscles of the lower leg in animals of the control group. 
In the first and second experimental groups, a decreased size and number of necrosis sites was registered due to formation of young 
connective tissue and new capillaries. None of newly formed microcirculatory bed was detected. In the third experimental group, the 
severity of necrotic changes was minimal, a large number of newly formed blood vessels (arterioles) were visualized in wide layers 
of the connective tissue (capillaries, venules); this was a new microcirculatory bed.
Conclusion. Application of udenafil combined with the mononuclear fraction of the bone marrow results in an increased perfusion 
of ischemic tissues and development of a new microcirculatory bed.
Keywords: experiment; rats; critical ischemia of the lower extremities; correction of ischemia; udenafil; mononuclear fraction of 
autologous bone marrow
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Оригинальный способ создания язвенно-некро-
тической стадии ишемии конечностей в контрольной 
группе подробно описан нами ранее и заключался в 
иссечении  бедренной, подколенной и берцовых арте-
рий и вен, пересечении периферического нерва [9].

В первой опытной группе, после моделирования 
критической ишемии, перорально вводили уденафил 
8,6 мг/кг в течение 28 дней. Во второй опытной группе, 
на фоне моделирования критической ишемии, произ-
водили ее коррекцию мононуклеарной фракцией ау-
тологичного костного мозга. На 7 сутки эксперимента 
после развития клинической картины язвенно-некро-
тической стадии критической ишемии производили 
пункцию большеберцовой кости и аспирировали 1-2 
мл клеток костного мозга. Мононуклеарную фракцию 
выделяли по методу Boyum [10]. Однократно  вводи-
ли  по 50 мкл мононуклеарной фракции аутологич-
ного костного мозга  в 2 точки: паравазально над  и 
под паховой связкой в места функционирующих вет-
вей подвздошной артерии, которые кровоснабжают 
мышцы верхней и средней трети бедра, и в 2 точки  
в ишемизированные мышцы нижней трети внутрен-
ней поверхности бедра и задней поверхности голени. 
Введение аутоклеток костного мозга осуществляли по 
ходу функционирующих сосудов и в ишемизирован-
ные мышцы для создания новых путей притока арте-
риальной крови.

В третьей опытной группе коррекция критиче-
ской ишемии производилась комбинацией уденафила 
перорально в дозе 0,86 мг/кг 1 раз в сутки ежедневно 
в течение 28 дней и однократным  введением монону-

клеарной фракции аутологичного костного мозга, ана-
логично второй опытной группе животных.

Уровень микроциркуляции крови в мышцах го-
лени определяли на 21 и 28-е сутки при помощи лазер-
ной допплеровской флоуметрии, значения микроцир-
куляции выражали в перфузионных единицах (ПЕ). 
Предварительно, перед началом эксперимента нами 
был определен у интактных животных нормальный 
уровень микроциркуляции в мышцах голени, который 
оказался равным 531,86±12.08 ПЕ.

Животных выводили из эксперимента на 21 и 28-е 
сутки (по 10 крыс в каждый срок) путем передозиров-
ки наркоза. В каждом случае производили аутопсию 
с дальнейшей подготовкой препарата мышцы голени. 
Гистологический материал фиксировали в 10% форма-
лине в течение 7 сут. Парафиновые блоки и микропре-
параты изготавливали по стандартной методике. 

Статистический анализ полученных данных осу-
ществляли в программе Microsoft Excel 10.0. Рассчи-
тывали средние значения (M) показателей и ошибки 
среднего (m). Использовали двухвыборочный t-тест с 
различными дисперсиями для сравнения показателей 
в различных группах животных и определения досто-
верности различий между ними. Статистически зна-
чимыми считали различия при p <0,05. 

Результаты 

Оценка уровня микроциркуляции в группах экс-
периментальных животных представлена в таблице 1.

В контрольной группе уровень регионарного 
кровотока в ишемизированной мышце голени крыс 
стал меньше, чем в группе интактных животных на 

Таблица 1. Результаты оценки уровня микроциркуляции в мышцах голени у экспериментальных животных, 
(M±m) в перфузионных единицах
Table 1. Results of the assessment of the level of microcirculation in the muscles of the lower leg in experimental 
animals, (M±m) in perfusion unitsм

Группа животных/ Group of animals 21 сутки/21 days (n=10) 28 сутки/28 days(n=10)
Контрольная (моделирование критической ишемии)/ 
Control (modeling of critical ischemia) 249,1±7,31* 302,9±6,46*

1 опытная (моделирование критической ишемии и ее 
коррекция уденафилом)/ 1 experimental (modeling of 
critical ischemia and its correction with udenafil)

394,6±5,99*   ** 486,7±7,59*   **

2 опытная  (моделирование критической ишемии и ее 
коррекция мононуклеарной фракцией костного мозга)/ 
2 experimental (modeling of critical ischemia and its 
correction of the bone marrow mononuclear fraction)

401,3±10,87*   ** 504,8±8,52*   **

3 опытная  (моделирование критической ишемии и ее 
коррекция уденафилом и мононуклеарной фракцией 
костного мозга)/ 3 experimental (modeling of critical 
ischemia and its correction with udenafil and bone marrow 
mononuclear fraction) 3 experimental (modeling of critical 
ischemia and its correction with udenafil and bone marrow 
mononuclear fraction)

451,9±19,8*  **  *** 543,4±11,25**   ***

Примечание: * - p<0,05 в сравнении с интактными животными; ** - p <0,05 в сравнении с контрольной группой; *** - 
p<0,05 в сравнении с первой  и второй опытными группами.

Note: * - p<0.05 in comparison with intact animals; * * - p <0.05 in comparison with the control group; *** - p<0.05 in 
comparison with the first and second experimental groups.
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21-е сутки в 2,1 раза и на 28-е сутки - в 1,8 раза. В пер-
вой опытной группе, после введения животным уде-
нафила, регионарный кровоток увеличивался на 21-е 
и на 28-е сутки в 1,6 раза, по сравнению с контроль-
ной  группой животных. Во второй опытной группе, 
при введении животным мононуклеарной фракции 
костного мозга, кровоток увеличился, соответственно, 
в 1,6 и 1,7 раза. В 3 опытной группе, после комбиниро-
ванного применения клеток костного мозга и уденафи-
ла регионарный кровоток возрастал на 21-е и на 28-е 
сутки в 1,8 раза

На 28-е сутки в контрольной группе животных с 
критической ишемией в пораженных мышцах наблю-
далась картина тяжелого воспалительного процесса. 
Визуализировались общирные участки некротизиро-
ванных тканей, которые были инфильтрированы ней-
трофилами и лимфоцитами. В прилегающей к участкам 
некроза мышечной ткани определялись  атрофирован-
ные  волокна. В  соединительнотканных прослойках 
гистологические признаки воспалительного процесса 
были менее выраженными.  Визуализировались как 
клетки воспалительного ряда (лимфоциты, моноциты, 
тучные, нейтрофилы и эозинофилы), так и клетки ре-
паративного - единичные фибробласты и фиброциты. 
В окружности мышцы был выраженный интерстици-
альный отек, появлялись  новые единичные капилля-
ры  (рис. 1А).

При гистологическом исследовании мышечной 
ткани в первой опытной группе обнаружена положи-
тельная динамика. Во-первых, участки некроза на-
чали ограничиваться и замещаться грануляционной 
тканью. Изменилось соотношение клеточного компо-
нента в сторону преобладания клеток репаративно-
го над клетками воспалительного ряда. Во-вторых, 
вблизи участков некроза появились многочисленные 
вновь образованные капилляры Однако в прослойках 
соединительной ткани между скелетными мышцами 
сохранялась клеточная инфильтрация, что свидетель-
ствовало о незавершенности воспалительного процес-
са. (рис. 1Б).

При микроскопии у животных во второй опыт-
ной группе после введения мононуклеарных клеток 
костного мозга, также, как и в первой опытной груп-
пе, выявлено снижение степени воспалительного про-
цесса, что проявлялось уменьшением количества и 
размеров некротических участков, замещением их 
молодой соединительной тканью. Продолжала сохра-
няться круглоклеточная инфильтрация, в прослойках 
соединительной ткани  регистрировались клеточные 
элементы воспалительного процесса. Артериолы и ве-
нулы, вокруг очагов некроза были расширены с при-
знаками тромбоза. Как и у животных первой группы 
определялись многочисленные новообразованные ка-
пилляры, однако, единого микроциркуляторного рус-
ла не образовалось (рис. 1В).

Степень выраженности некротических измене-
ний в группе, получавшей комбинированное лечение 
уденафилом и мононуклеарной фракцией костного 
мозга, была минимальной среди всех групп наблю-
дения. Симпласты мышечных волокон имели одно-
родную окраску саркоплазмы. При визуализации под 
большим увеличением, как на поперечных, так и на 
продольных срезах определялись мелкие, вытянутой 
формы, расположенные по периферии мышечных во-
локон ядра. В прослойках соединительной ткани плот-
ность клеток была низкая, в поле зрения преобладали 
клетки фибробластического дифферона. Определя-
лись единичные лимфоциты, мелкие тучные клетки, 
преимущественно в стадии накопления секрета. Ар-
териолы и венулы наполнены кровью, без признаков 
структурных нарушений. В широких прослойках со-
единительной ткани (в участках между мышц, где из-
начально локализовались крупные сосуды) визуали-
зировалось большое количество новообразованных 
кровеносных сосудов с признаками тромбоза. Опре-
делялись вновь сформированные артериолы и венулы, 
которые, вместе с капиллярами, создавали  единую 
сеть. В стенке сосудов определялись плоские эндоте-
лиоциты, ось клетки ориентирована вдоль базальной 
мембраны, мышечная оболочка образована гладкими 

Рис. 1 Микрофотография среза скелетной мышечной ткани в области средней трети голени у крыс на 28-е сутки экспери-
мента. Окрашено гематоксилином и эозином. Ув. х400. А – мышцы голени крыс контрольной группы; Б – ишемизированные 
мышцы голени крыс, получавших уденафил; В - ишемизированные мышцы голени крыс после введения мононуклеарной 
фракции костного мозга; Г - ишемизированные мышцы голени крыс, получавших уденафил в комбинации с мононуклеар-
ной фракцией аутологичного костного мозга.
Fig. 1 Micrograph of a section of skeletal muscle tissue in the middle third of the lower leg in rats on the 28th day of the experiment. 
Stained with hematoxylin and eosin. Uv. x400. A – lower leg muscles of rats of the control group; B – ischemic lower leg muscles of 
rats treated with udenafil; C - ischemic lower leg muscles of rats after administration of the mononuclear fraction of bone marrow; D 
- ischemic lower leg muscles of rats treated with udenafil in combination with the mononuclear fraction of autologous bone marrow.
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миоцитами, без признаков фиброза. Можно считать 
что у животных этой группы сформировалось новое 
микроциркуляторное русло (рис. 1Г).

Обсуждение

Проведенное исследование показало, что ингиби-
тор фосфодиэстеразы-5-уденофил - улучшает перфу-
зию ишемизированных тканей и, тем самым, предот-
вращает распространение некротического процесса. 
Уденафил так же способствует образованию новых ка-
пилляров, но эффективность его недостаточна, чтобы  
вызвать полноценный ангиогенез.

Изолированное введение аутологичных клеток 
костного мозга позволяет ограничить очаги некроза 
соединительной тканью и увеличить перфузию ише-
мизированных мышц. Однако, новое микроцирку-
ляторное русло к концу эксперимента оказалось не 
сформированным. Лишь при комбинированном при-
менении уденафила и мононуклеарной фракции кост-
ного мозга к концу эксперимента в ишемизированных 
тканях сформировалось новое микроциркуляторное 
русло. 

 Основной причиной неудач клеточной терапии 
в стадии критической ишемии нижних конечностей 
является недостаточная перфузия ишемизированных 

тканей. Поэтому применение ингибиторов фосфодиэ-
стеразы -5, обладающих вазодилятирующим действи-
ем, в лечении сердечно-сосудистых заболеваний  явля-
ется вполне оправданным [11].

Вывод

Комбинированное применение при экспери-
ментальной ишемии конечности уденафила и моно-
нуклеарной фракции аутологичного костного мозга 
позволяет в 1,8 раза увеличить перфузию ишемизиро-
ванных тканей и сформировать новое микроциркуля-
торное русло.
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