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血管内皮生长因子治疗下肢缺血性疾病的

研究进展

方伟 综述　郭曙光 审校

（解放军昆明总医院 血管外科，云南 昆明 ６５００３２）

　　摘要：　单独使用血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）基因治疗下肢缺血性疾病的研究由来已久，目前尚
无满意疗效。目前已证实血管内皮前体细胞（ＥＰＣ）可定向分化血管内皮细胞并能形成新生血管，其

中 ＶＥＧＦ在 ＥＰＣ定向分化、体内动员、体外扩增及转染 ＥＰＣ后定向移植治疗周围缺血性疾病等过程中

发挥重要作用。笔者对 ＶＥＧＦ在基因治疗、细胞治疗和基因转染细胞治疗下肢缺血性疾病的研究进

展综述如下。
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　 　 慢 性 周 围 血 管 闭 塞 性 疾 病

（ＰＣＯＤ）如 下 肢 动 脉 硬 化 闭 塞 症
（ＡＳＯ）、血栓闭塞性脉管炎 （ＴＡＯ）、
糖尿病足等患者逐年增多。当 病 情

加重而无法进行血流重建（ｂｙｐａｓｓ）、
血管成形（ａｎｇｉｏｐｌａｓｔｙ）等方法治疗时，
患者往往面临截肢的危险。近 年 来

治疗性血管 新 生 （ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｎｅｏｖａｓｃｕ
ｌａｒｉｚａｔｉｏｎ）的兴起，提供了治疗此类疾
病 的 新 思 路。 血 管 内 皮 生 长 因 子

（ＶＥＧＦ）作为特异性血管生长因子，
在治疗性血管新生中起着重要作用。

１　ＶＥＧＦ与血管新生

血管新生（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）是指已经
存在的血管通过出芽延伸，或通过融

合等方式进一步增生、扩展，形成成

熟血管网的过程。一般包括 血 管 基

底膜、细胞外基质降解；血管内皮细

胞增殖、迁移；新生血管丛形成；血管
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外周壁细胞聚集；血管周围基质形成；

血管网的重塑与修剪。治疗性血管新

生（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）是指将外源

性血管新生诱导因子转入组织中增强

缺血区的侧支血管新生。ＶＥＧＦ作为

最有效的促血管生长因子之一，其作

用主要体现在：（１）ＶＥＧＦ作用于血管

新生的全过程，包括血管形成初始期

（ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ）、进展期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ）、及成

熟 －终 末 期 （ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ）；

（２）多种促血管生长因子如血小板源

性生长因子（ＰＤＧＦ）、间质细胞源性因

子（ＳＣＤＦ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）等通

过增强 ＶＥＧＦ的表达起作用［１－３］。

２　ＶＥＧＦ蛋白治疗

由于 ＶＥＧＦ在体内的半衰期短（＜

３ｍｉｎ），利用 ＶＥＧＦ蛋白制剂治疗需反

复多次给药，不仅价格昂贵且不方便。

随着载体控释技术研究的日趋成熟和

工艺技术的进步，研究者更青睐于使

用载体缓释 ＶＥＧＦ的方法促进血管新

生。目前常用的控释载体主要有水凝

胶、支链淀粉凝胶、胶原基质、肝素、藻

酸盐等。Ｇｕ等［４］将 ＶＥＧＦ包入藻酸钙

微球内，发现以６ｎｇ·ｍＬ／（Ｌ·ｄ）速度

ＶＥＧＦ可持续释放 ２周，分别通过在磷

酸盐缓冲液和血清中释放比较，发现

在血清中释放速度快于磷酸盐缓冲

液，可能是因为血清减少了藻酸盐与

ＶＥＧＦ之 间 的 静 电 作 用 的 原 因。Ｓｕｎ

等［５］采用气体发泡技术和微粒滤过的

方法将 ＶＥＧＦ１６５加入聚丙交酯和聚乙

交酯（比例 ８５∶１５）制成的可降解复

合材料中，置入后下肢缺血小鼠体内

持续 缓 慢 释 放，结 果 治 疗 组 缓 释 的

ＶＥＧＦ显示了较为明显的血管生成作

用。

３　ＶＥＧＦ基因治疗

１９９６ 年，Ｔｓｕｒｕｍｉ等［６］ 将 编 码

ＶＥＧＦ基因的裸露质粒 ＤＮＡ直接注入

缺血兔模型后肢肌肉内，３０ｄ后造影

显示缺血肢体侧支循环明显增多，内

收肌和腓肠肌内毛细血管密度提高，

并通过组织学检验出标记 ＶＥＧＦ表达

的蛋白。同年 Ｔａｋｅｓｈｉｔａ等［７］报道了经

气囊导管将含 ＶＥＧＦ１６５质粒输送到兔

缺血后下肢髂动脉内，取得了相似的

效果。

Ｉｓｎｅｒ［８］率先将 ＶＥＧＦ基因治疗肢

体缺血用于临床试验。１９９６年该试验

小组用 ｈＶＥＧＦ１６５质粒 ＤＮＡ涂于球囊

导管表面，经股动脉将输送到一位慢

性下肢动脉缺血患者动脉远端，扩

张球囊转染病变区血管壁细胞，１２周

后患肢血流灌注增加，患者缺血症状

改善。Ｂａｕｍｇａｒｔｎｅｒ等［９］用 ｐｈＶＥＧＦ质粒
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ＤＮＡ局部肌注治疗因肢体缺血引起顽

固性溃疡或静息痛患者 ９例共 １０条

肢体，踝肱指数（ＡＢＩ）由治疗前平均

０．３３增加至治疗后平均 ０．４８，７条肢

体经造影显示有明显侧支血管形成，８

条肢体远端输出道血流增强。７处溃

疡面有 ４处愈合或明显缩小，包括 ３

例准备截肢的患者。Ｋｕｓｕｍａｎｔｏ等［１０］。

用同样的办法将 ＶＥＧＦ基因注入糖尿

病足患者小腿肌肉内，缺血区域侧支

血管增生明显。

ＶＥＧＦ基因治疗目前有 ３种载体：

裸露质粒 ＤＮＡ，脂质体 ＤＮＡ和病毒载

体 ＤＮＡ。前两种转染简便易行，但转

染效率低，表达持续时间短。病毒载

体主要是逆转录病毒和腺病毒。逆转

录病毒转染效率较腺病毒低，且只能

转染分裂细胞；腺病毒转染后 ＶＥＧＦ基

因不整合入宿主的基因组 ＤＮＡ，可持

续表达几周至数月。但可能引起的免

疫反应及毒副作用是其切点。基因输

送方式主要为肌肉注射及经导管腔内

输送。近年来有研究者［１１－１３］利用物

理技术如超声波、离子照射、磁场作用

等增强 ＶＥＧＦ基因促血管新生的试验

研究，均取得了较理想的效果。（１）超

声波辅助治疗：Ｂａｒｚｅｌａｉ等［１１］用低强度

超声波（０．０５Ｗ／ｃｍ２）照射的缺血小鼠

后下肢，３周后中等缺血组小鼠缺血组

织血流灌注明显提高，组织切片 ＶＥＧ

ＦｍＲＮＡ表 达 明 显 增 强。（２）离 子 照

射：Ｈｅｉｓｓｉｇ等［１２］通过低剂量（６．５Ｇｙ）

离子照射缺血小鼠，刺激肥大细胞向

缺血区定向移动，并通过肥大细胞分

泌 ＶＥＧＦ，促进缺血区域的血管再生。

（３）磁 场 作 用：Ｊｉａｎｇ等［１３］用 包 裹 含

ＶＥＧＦＤＮＡ裸质粒的磁性纳米微粒子

经动脉注入后下肢缺血小鼠体内，通

过外在磁场使微粒子在肢体缺血区富

集，促进血管再生，改善肢体缺血。

４　ＶＥＧＦ与细胞治疗

目前 已 证 实 血 管 内 皮 前 体 细 胞

（ＥＰＣ）可定向分化血管内皮细胞并能

形成新生血管，其中 ＶＥＧＦ在 ＥＰＣ定向

分化、体内动员、体外扩增及转染 ＥＰＣ

后定向移植治疗周围缺血性疾病等过

程中发挥重要作用。

１９９８年 Ｓｈｉ等［１４］用免疫磁珠的方

法从骨髓中分离出人 ＣＤ３４＋细胞，置

于涂有纤连蛋白／明胶的塑料平板上

培养 １ｄ后，弃去贴壁细胞，收集悬浮

细胞，以去除可能含有的成熟内皮细

胞。将悬浮细胞用含有 ＶＥＧＦ的培养

基培养 １５～２０ｄ后，形成快速增殖的

贴壁细胞集落。这些细胞具有内皮细

胞的特征，包括能摄取 ＡｃＬＤＬ，ｖＷｆ因

子组化染色阳性、表达 ｆｌｋ１等。Ｇｅｈ

ｌｉｎｇ等［１５］ 将 外 周 血 分 离 得 到 的

ＣＤ１３３＋细胞，在 ＶＥＧＦ等生长因子诱

导下分化为内皮细胞。

使骨髓中 ＥＰＣ尽可能多出现于外

周血中，这个过程就是 ＥＰＣ的动员。

ＶＥＧＦ是 ＥＰＣ高效的外源性 动 员 剂。

Ｉｓｎｅｒ试验小组［１６］将小鼠腹腔内注射

可溶性 ＶＥＧＦ，每天 １次，连续 １周。

ＶＥＧＦ处理的第 １天，外周血 ＥＰＣ细胞

数是未处理的 ２５４％，第 ４天达到最高

值，是未处理的 ３７５％。接着，研究者

损伤了小鼠的角膜，发现 ＥＰＣ参与了

受损角膜新血管的形成。与未动员的

对照相比，ＶＥＧＦ动员后有更多的 ＥＰＣ

参与了血管形成。

慢性肢体缺血患者中，高龄、合并

糖尿病、高脂血症者偏多。由于 ＥＰＣ

数量的减少和内皮细胞功能紊乱，治

疗前常需对 ＥＰＣ进行体外培养扩增。

Ｋａｌｋａ等［１７］将分离出的人外周血 ＥＰＣ

在含 ＶＥＧＦ等多种生长因子的培养剂

中培养 ７～１０ｄ，ＥＰＣ数量可增加 ８０～

９０倍。将扩增后的 ＥＰＣ移植于无胸腺

小鼠缺血后肢，明显增加后肢缺血量

和微血管密度。

由于 ＥＰＣ自体移植具有容易获取、

操作简单、无免疫排斥性、定向移植于

血管生成部位等特点，因此 ＥＰＣ是基

因 治 疗 理 想 的 导 向 载 体。 Ｉｗａｇｕｒｏ

等［１８］在体外将 ＶＥＧＦ基因转染 ＥＰＣ，

自体移植急性后腿缺血的小鼠模型，

这些表型改变后的 ＥＰＣ在增殖、黏附、

聚集及激活缺血组织内皮细胞等功能

上大大增强。并可通过自分泌效应，

即 ＥＰＣ分化的内皮细胞分泌的 ＶＥＧＦ

与内皮细胞膜上的受体 ｆｌｋ１／ＫＤＲ、ｆｌｔ

１结合，促进内皮细胞增殖、迁移、重

塑，形成新生血管。研究表明，与对照

组相比，转基因缺血小鼠截肢率下降

了 ６３．７％，而同单独 ＥＰＣ移植取得同

样改善供血效果，所需 ＥＰＣ数量下降

了 ３０倍。

５　存在问题与展望

ＶＥＧＦ促血管新生希望 与 风 险 并

存。ＶＥＧＦ的一些常见的副作用，如诱

导 ＮＯ释放，引起短暂性低血压；增加

血管通透性，导致组织水肿；ＶＥＧＦ的

应用还可能对病理性血管生成起作

用，引发或加重肿瘤、增殖性视网膜等

疾病病变发展。最近越来越多的证据

表明，ＶＥＧＦ与动脉粥样硬化的进展和

斑块不稳定性有密切关系。主要因粥

样硬化的动脉管壁中缺氧区的存在，

刺激 ＶＥＧＦ表达增强，引起粥样斑块内

血管增生活跃。这些新生血管管壁脆

弱，易渗漏。破裂出血形成小血栓，血

栓形成过程中产生的凝血酶，可刺激

血管平滑肌迁移、增殖。另外新生血

管渗漏的白蛋白、纤维蛋白原可促进

斑块的生长，引起炎性细胞的浸润和

炎 症 反 应 的 发 生，增 加 其 不 稳 定

性［１９］。

国外学者［２０－２２］研 究 证实慢性肢

体缺血患者的缺血组织内 ＶＥＧＦ的表

达并无代偿增强甚至减弱，而 ＶＥＧＦ基

因注射缺血肌肉后可增强肌红蛋白表

达，提高肌肉氧合能力。这些直接的

证据为 ＶＥＧＦ治疗慢性肢体缺血提供

了很好的前景，但远不能达到临床安

全而有效的治愈标准。恶性实体肿瘤

的生长同肢体缺血一样同样存在一个

缺血缺氧的环境，肿瘤细胞能通过表

达 ＶＥＧＦ等促血管新生因子形成大量

新生血管，造成肿瘤快速增长甚至转

移［２３－２４］。能否将 ＶＥＧＦ转染至肌肉内

经证实存在的多能性成人祖细胞（ｍｕｌ

ｔｉｐｏｔｅｎｔｉａｌａｄｕｌｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，ＭＡＰＣ），通

过 ＶＥＧＦ表达既促进缺血肢体内血管

新生，又促进肌肉组织修复而治疗此

类疾病呢
［２５］
另外骨髓中还存在另外

一种能分化成内皮细胞的多能性前体

细胞，即骨髓间充质干细胞（ＭＳＣ），能

否作为 ＶＥＧＦ基因转染的细胞载体，进

行治疗性血管新生，也是值得关注的

问题。
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