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[摘　 要] 　 目的　 探讨血管内皮生长因子￣葡聚糖￣聚乳酸￣羟基乙酸缓释微球在促进大鼠缺血下肢血管生成的作

用ꎮ 方法　 制备血管内皮生长因子￣葡聚糖￣聚乳酸￣羟基乙酸微球ꎬ扫描电镜观察其形态ꎬ采用酶联免疫吸附测定

法检测其体外释药性能ꎮ 将负载血管内皮生长因子￣葡聚糖￣聚乳酸￣羟基乙酸微球纤维蛋白凝胶注射到大鼠缺血

下肢肌肉内ꎬ１ 个月后进行组织学和免疫组织化学检测ꎬ评价血管再生情况ꎮ 结果　 血管内皮生长因子￣葡聚糖￣聚
乳酸￣羟基乙酸微球体外释放血管内皮生成因子持续时间超过 ４ 周ꎬ可显著提高注射部位毛细血管和 α￣平滑肌肌

动蛋白阳性血管的密度ꎬ并促进 ＣＤ３４、Ｃ￣ｋｉｔ 和血管内皮生长因子受体 ２ 阳性细胞的动员ꎮ 结论　 肌肉注射负载血

管内皮生长因子￣葡聚糖￣聚乳酸￣羟基乙酸微球的纤维蛋白凝胶是一种较为理想的治疗性血管再生方法ꎮ
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　 　 肢体缺血是外周缺血性血管疾病晚期并发症ꎬ
主要表现为静息痛、难以愈合的溃疡和肢体坏疽ꎬ
严重影响患者的生活质量ꎬ并增高截肢率或死亡的

风险ꎮ 除了外科手术和血管腔内介入治疗外ꎬ治疗

性血管再生是一种有前景的治疗方法ꎮ 它是指应

用具有血管再生作用的细胞、生长因子或其基因来

促进生理性的血管再生[１￣３]ꎮ
血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ) 在血管内皮细胞 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＥＣ)的迁移、增殖和存活中起至关重要的作用ꎬ它可
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以诱导血管生成ꎬ促进毛细血管网的增长和扩张ꎬ
从而维持或恢复局部组织的氧和营养供给ꎬ减少局

部缺血ꎮ 目前ꎬ应用具有较好的组织相容性和生物

降解性的高分子材料制备携载 ＶＥＧＦ 的药物缓释系

统ꎬ已经广泛地应用于缺血性血管疾病的治疗研究

中ꎬ例如ꎬ水凝胶、聚乙二醇 ( ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎬ
ＰＥＧ)、聚乳酸￣乙醇酸[ｐｏｌｙ( ｌａｃｔｉｃ￣ｃｏ￣ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ)ꎬ
ＰＬＧＡ]和葡聚糖(ｄｅｘｔｒａｎ)等[４￣６]ꎮ

与小分子或肽类药物不同ꎬ蛋白质具有三级结

构ꎬ在制备缓释系统过程中接触水￣油或水￣空气界

面张力时容易聚集或变性[７]ꎮ 聚集或变性的蛋白

不仅会丧失活性ꎬ还会引起免疫原性或毒性[８]ꎮ 研

究发现蛋白质￣葡聚糖￣ＰＬＧＡ 微球在制备过程中可

以减少蛋白质的聚集或变性[９]ꎮ 因此本研究采用

该法制备血管内皮生长因子￣葡聚糖￣聚乳酸￣羟基

乙酸(ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ)微球ꎬ将其注射于大鼠

缺血的下肢肌肉内ꎬ评价其促血管再生的效果ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球的制备

按 １ ∶ ５ ∶ ５０ 的质量比将重组大鼠 ＶＥＧＦ １６５
(ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ)加入葡聚糖( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)和聚乙二

醇 (Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)溶液中ꎬ于 ０ ℃、１ ５００ ｒ / ｍｉｎ 搅

拌 ６０ ｓꎬ－８０ ℃过夜ꎬ冻干 ２４ ｈꎮ 用二氯甲烷洗涤冻

干粉末除去 ＰＥＧꎬ然后蒸发干燥 ２４ ｈꎬ去除残留的

二氯甲烷ꎬ得到 ＶＥＧＦ￣葡聚糖备用ꎮ
将 ＶＥＧＦ￣葡聚糖颗粒加入含有 ＰＬＧＡ (１５％ꎬ

ｗ / ｖ) (Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)的二氯甲烷溶液中ꎬ混匀后迅

速加入 ５ 倍体积含有聚乙烯醇(１％ꎬｗ / ｖ) (Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ)和 ＮａＣｌ (５％ꎬｗ / ｖ) (Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)的混合

液中ꎮ 搅拌 ６０ ｓ 形成初始 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微

球乳液ꎬ将其倒入 ２００ 倍体积的 ＮａＣｌ (１０％ꎬｗ / ｗ)
溶液中ꎬ于 ４ ℃搅拌 ４ ｈ 固化微球ꎮ 然后用去离子

水洗涤微球ꎬ最后冻干 ２４ ｈꎬ制成 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣
ＰＬＧＡ 微球备用ꎮ
１.２　 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球的体外特性

取适量微球ꎬ涂布于导电胶上ꎬ喷金后用扫描

电镜观察其外形和大小ꎮ 将 １０ ｍｇ ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣
ＰＬＧＡ 微球溶于 １０ ｍＬ 二氯甲烷ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ除去上清ꎬ重复 ３ 次ꎬ得沉淀物即 ＶＥＧＦ￣葡聚

糖颗粒ꎬ溶于 ＰＢＳꎬ用 ＶＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 (Ｒ＆Ｄ
Ｓｙｓｔｅｍｓ)测定 ＶＥＧＦ 浓度ꎮ 微球包封率(％) ＝ (微
球中 ＶＥＧＦ 的含量 / 微球中投入 ＶＥＧＦ 的总量) ×
１００％ꎮ 将 ２０ ｍｇ ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球溶于 １

ｍＬ 缓释溶液[２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ７.４ ＰＢＳꎬ０.０２％ (ｗ / ｖ)
叠氮化钠]中ꎬ置于 ３７ ℃摇床ꎬ每 ２ 天取样 １ 次ꎬ然
后补充新鲜缓释液ꎮ 用 ＶＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定

ＶＥＧＦ 的浓度ꎬ绘制累积释放曲线ꎮ
１.３　 下肢缺血动物模型制备及分组

雄性 ＳＤ 大鼠(６ 周龄ꎬ２００ ~ ２５０ ｇ)ꎬ腹腔注射

氯胺酮(６０ ｍｇ / ｋｇ)进行麻醉ꎮ 在腹股沟韧带上髂

外动脉和股动脉延伸为腘动脉处用 ６￣０ 丝线结扎ꎬ
然后切除整段股动脉ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ随机分为三组(每
组 １２ 只)ꎮ ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组:大鼠缺血下肢肌注携

载 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球的纤维蛋白胶(注入体

积 ２００ μＬꎬＶＥＧＦ ７０ μｇ)ꎻＶＥＧＦ 组:肌注含 ＶＥＧＦ 的

纤维蛋白胶(注入体积 ２００ μＬꎬＶＥＧＦ ７０ μｇ)ꎻＰＬＧＡ
组:肌注葡聚糖￣ＰＬＧＡ 微球纤维蛋白胶ꎮ
１.４　 组织学和免疫组织化学检测

在治疗后的第 ５ 天和第 ２８ 天处死动物ꎬ取大腿

内侧肌组织ꎬ多聚甲醛固定ꎬＯＣＴ 包埋ꎬ行 ６ μｍ 冰

冻切片ꎮ 切片行苏木精￣伊红 ( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ
ＨＥ)染色ꎬ观察肌组织结构ꎻ用内源性碱性磷酸酶染

色试剂盒检测毛细血管内皮细胞ꎮ 用 α￣平滑肌肌

动蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ ＳＭＡ)兔多克隆抗

体(Ａｂｃａｍ)行免疫组织化学染色检测 α￣ＳＭＡ 阳性

血管ꎮ 另外再行以下抗体的免疫组织化学染色:
ＣＤ４５、ＣＤ３４、Ｃ￣ｋｉｔ 和血管内皮生长因子受体 ２(ｖａｓ￣
ｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＶＥＧＦＲ￣２)
的兔源性一抗ꎬ增殖细胞核抗原( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)的鼠源性一抗(Ａｂｃａｍ)ꎮ 应

用 Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件对组织切片中染色的毛细血

管密度(毛细血管数 / 肌纤维数)和 α￣ＳＭＡ 阳性血

管密度(α￣ＳＭＡ 阳性血管数 / 肌纤维数)进行定量

分析ꎮ
１.５　 统计学方法

所有实验数据采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ超过两组的比较

采用单因素方差分析ꎬ组间及两组的比较采用 ｔ 检
验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球体外特性

ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球表面光滑ꎬ直径约 ４０
~１００ μｍ(图 １)ꎬ包封率为(８５.０±４.１)％ꎮ 微球体

外持续释放 ＶＥＧＦ 超过 ４ 周ꎬ累积释放量为 ８９.７％
(图 ２)ꎮ
２.２　 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 的血管再生作用

治疗后第 ５ 天ꎬ肌组织碱性磷酸酶染色结果示
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毛细血管被染成紫色(图 ３)ꎮ ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组的毛

细血管密度[(２.２５±０.４０) / ｆｉｂｅｒ]显著高于 ＶＥＧＦ
组[(１.８５±０.３０) / ｆｉｂｅｒ]和 ＰＬＧＡ 组[(０.９２±０.３０) /
ｆｉｂｅｒ](Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ

术后第 ２８ 天ꎬ免疫组织化学检测 α￣ＳＭＡ 阳性血

管所示ꎬα￣ＳＭＡ 阳性的成熟血管被染成棕色(图 ４)ꎮ
ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组 α￣ＳＭＡ 阳性血管密度[(０.４８±０.１３) /
ｆｉｂｅｒ]明显高于 ＶＥＧＦ 组[(０. １２ ± ０. ０５) / ｆｉｂｅｒ] 和

ＰＬＧＡ 组[(０.０９±０.０４) / ｆｉｂｅｒ](Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ
２.３　 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ微球促进干 /祖细胞的动员

治疗后第 ５ 天ꎬ肌组织切片行 ＨＥ 染色ꎬＶＥＧＦ￣
ＰＬＧＡ 组肌组织比其它组显示更明显的大量细胞浸

润(图 ５)ꎮ 为了解这些浸润细胞的来源ꎬ用不同的

抗体进行免疫组织化学染色ꎬ发现 ＣＤ４５ 阳性细胞

较少ꎬ表明不是炎性反应导致的细胞浸润ꎮ 这些浸

润的细胞中有些细胞增殖相关的标记物 ＰＣＮＡ 阳

性ꎬ有些 α￣ＳＭＡ 标记呈阳性ꎬ有些 ＣＤ３４、Ｃ￣ｋｉｔ 或

ＶＥＧＦＲ￣２ 阳性(图 ６)ꎮ

表 １. 各实验组缺血肌组织血管密度(ｘ±ｓꎬ / ｆｉｂｅｒ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ / ｆｉｂｅｒ)

分　 组 毛细血管密度 α￣ＳＭＡ 阳性血管密度

ＰＬＧＡ 组 ０.９２±０.３０ ０.０９±０.０４

ＶＥＧＦ 组 １.８５±０.３０ａ ０.１２±０.０５

ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组 ２.２５±０.４０ａｂ ０.４８±０.１３ａｂ

Ｆ 值 ２９.１６５ ４３.２４４

Ｐ 值 ０.０００ ０.０００
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＬＧＡ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＶＥＧＦ 组比较ꎮ

图 １. 微球电镜扫描图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣
ＰＬＧＡ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

图 ２. 微球体外累积释放曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅｌｅａｓｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＶＥＧＦ ｆｒｏｍ ＶＥＧＦ￣ｄｅｘ￣
ｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

图 ３. 肌组织碱性磷酸酶染色(２００×)　 　 Ａ 为 ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组ꎬＢ 为 ＶＥＧＦ 组ꎬＣ 为 ＰＬＧＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ(２００×)
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图 ４. 肌组织 α￣ＳＭＡ 免疫组织化学染色(１００×)　 　 Ａ 为 ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组ꎬＢ 为 ＶＥＧＦ 组ꎬＣ 为 ＰＬＧＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｇａｉｎｓｔ α￣ＳＭＡ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ(１００×)

图 ５. 肌组织 ＨＥ 染色(１００×)　 　 Ａ 为 ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组ꎬＢ 为 ＶＥＧＦ 组ꎬＣ 为 ＰＬＧＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ(１００×)

３　 讨　 论

ＶＥＧＦ 是 ＥＣ 的有丝分裂原ꎬ通过促进 ＥＣ 的增

殖、分裂和迁移来促进血管生成ꎬ它常用于血管再

生治疗研究[１０￣１１]ꎮ 但 ＶＥＧＦ 在体内的半衰期较短ꎬ
单次大量注射的血管再生效果不明显ꎮ 水凝胶、聚
乙二醇、葡聚糖、ＰＬＧＡ、壳聚糖等高分子材料已被广

泛用于制备药物缓释系统ꎮ 这些材料具有保护蛋

白质类药物免受酶类降解的作用ꎬ并通过缓慢释放

药物使药物在体内的活性维持较长时间[４￣６]ꎮ
ＰＬＧＡ 载药系统已经获得了美国食品药品监督

管理局的批准ꎮ 因其优秀的生物降解性和生物相

容性ꎬ在载药系统中得到广泛的应用ꎮ 但是蛋白质

类药物具有三级结构ꎬ在缓释药物制备过程中接触

水￣油或水￣空气界面张力时容易聚集或变性[７]ꎮ 变

性或聚集的蛋白不仅丧失治疗活性ꎬ还会引起免疫

原性或毒性[８]ꎮ 研究表明ꎬ蛋白质￣葡聚糖￣ＰＬＧＡ 微

球载药系统可以降低蛋白质类药物的聚集或变

性[９]ꎮ 本研究应用该载药缓释系统ꎬ制备了 ＶＥＧＦ￣
ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球ꎮ 体外研究结果表明ꎬ微球具有

较高的包封率ꎬ持续释放 ＶＥＧＦ 超过 ４ 周ꎮ 在大鼠

下肢缺血动脉模型治疗研究中发现ꎬＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ组
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图 ６. 肌组织 ＣＤ４５(Ａꎬ２００×)、α￣ＳＭＡ(Ｂꎬ２００×)、ＰＣＮＡ(Ｃꎬ２００×)、ＣＤ３４(Ｄꎬ２００×)、Ｃ￣ｋｉｔ(Ｅꎬ４００×)和 ＶＥＧＦＲ￣２(Ｆꎬ２００×)免
疫组织化学染色结果　 　 从左到右依次为 ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组、ＶＥＧＦ 组和 ＰＬＧＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＣＤ４５(Ａꎬ２００×)ꎬ α￣ＳＭＡ(Ｂꎬ２００×)ꎬ ＰＣＮＡ(Ｃꎬ２００×)ꎬ ＣＤ３４
(Ｄꎬ２００×)ꎬ Ｃ￣ｋｉｔ(Ｅꎬ４００×) ａｎｄ ＶＥＧＦＲ￣２(Ｆꎬ２００×) ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ
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毛细血管密度是 ＰＬＧＡ 组的 ２ 倍ꎬ其 α￣ＳＭＡ 阳性血

管密度是 ＰＬＧＡ 组的 ５ 倍ꎮ 肌注 ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣
ＰＬＧＡ 微球可以明显促进血管再生ꎮ

ＶＥＧＦ 除了是 ＥＣ 的有丝分裂原外ꎬ还能直接作

用于平滑肌细胞来促进血管的成熟[１２￣１３]ꎮ Ｓｐｒｉｎｇｅｒ
等人[１４]研究发现ꎬ移植持续表达 ＶＥＧＦ 的成纤维细

胞可以促进大量具有平滑肌细胞层的小动脉生成ꎮ
持续过度表达 ＶＥＧＦ 的转基因小鼠模型研究也有类

似的发现[１２]ꎮ 过早停止 ＶＥＧＦ 作用可能导致新生

成的血管立即退化ꎮ Ｄｏｒ 等人[１２]发现 ＶＥＧＦ 作用时

间短于 ４ 周时ꎬ新生血管很不稳定ꎬ容易退化消失ꎮ
Ｏｚａｗａ 等人[１３]发现 ＶＥＧＦ 连续表达 ２８ 天而不是 １４
天才能使小鼠心脏内形成稳定的新生血管ꎮ 同理ꎬ
ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球可以持续释放 ＶＥＧＦ 超过

４ 周ꎬ因此它可以提高肌组织中 α￣ＳＭＡ 阳性血管的

密度ꎬ促进血管再生ꎬ并使其成熟稳定ꎮ
在 ＶＥＧＦ￣ＰＬＧＡ 组中ꎬ肌组织中见大量细胞浸

润ꎮ 这些细胞分别呈 ＰＣＮＡ、α￣ＳＭＡ、ＣＤ３４、Ｃ￣Ｋｉｔ、
ＶＥＧＦＲ￣２ 阳性ꎬ而 ＣＤ４５ 阴性ꎮ 这些表面标记物主

要在骨髓源性干细胞 /祖细胞表达ꎮ 这表明ꎬＶＥＧＦ
的长时间作用可以动员和募集骨髓干细胞 /祖细胞

至缺血肌组织内ꎮ 这些干 /祖细胞中有些可能是内

皮祖细胞或平滑肌祖细胞ꎬ它们可以分化为内皮细

胞和平滑肌细胞通过血管发生机制来促血管再

生[１５￣１６]ꎮ 这些细胞有些可能是单核细胞ꎬ它们可以

分泌细胞因子和生长因子包括纤维母细胞生长因

子、转化生长因子 β、血小板源生长因子ꎬ以及众多

的基质降解酶促进动脉生成[１７￣１９]ꎮ 因此ꎬＶＥＧＦ 的

持续作用可以促进干细胞 /祖细胞动员至缺血组

织ꎬ并通过血管发生和动脉生成机制促进血管再生ꎮ
综上所述ꎬＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球可以缓释

ＶＥＧＦ 超过 ４ 周ꎬ具有明显促血管再生作用ꎬ肌注

ＶＥＧＦ￣ｄｅｘｔｒａｎ￣ＰＬＧＡ 微球是一种较为理想的血管再

生治疗方法ꎮ
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