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Резюме

Совершенствование методов защиты органов-мишеней при проведении операции аортокоронарного шунтиро-
вания определило разработку технологии доставки оксида азота (NO) в системный кровоток с использованием 
аппарата искусственного кровообращения (ИК), что делает NO доступным для всех органов и тканей. Цель 
настоящей работы – оценить влияние периоперационного кондиционирования NO на коэффициенты микро-
вязкости и полярности мембран эритроцитов баранов при экспериментальном хирургическом вмешательстве с 
применением ИК. Материал и методы. Исследование выполнено на 20 баранах массой 30–34 кг. Были сфор-
мированы две группы. В группе ИК 10 животным выполняли стандартный, принятый в клинике, протокол про-
ведения искусственной вентиляции легких (ИВЛ) и ИК. В группе ИК+NO 10 баранам сразу после интубации 
трахеи проводили подачу NO в дозе 80 ppm через контур аппарата ИВЛ. При старте ИК осуществляли доставку 
NO в контур экстракорпоральной циркуляции в дозе 80 ppm на протяжении 90 мин, после отлучения от ИК по-
дача NO продолжалась через контур аппарата ИВЛ в дозе 80 ppm в течение 60 мин. Определяли коэффициенты 
микровязкости и полярности мембран эритроцитов баранов спектрофлуориметрически с использованием зонда 
пирен. Результаты и их обсуждение. Выполнение ИК сопровождалось статистически значимым снижением 
коэффициента микровязкости в зоне белок-липидных контактов мембран эритроцитов баранов. В зоне общих 
липидов коэффициент микровязкости после проведения ИК не изменялся. Коэффициент полярности мембран 
на заключительном этапе операции значимо увеличивался в зоне аннулярных липидов и не изменялся в общих 
липидах. Подача NO в контур экстракорпоральной циркуляции нивелирует выявленное повышение микровязко-
сти и полярности аннулярных липидов. Заключение. Внесение NO в контур экстракорпоральной циркуляции в 
концентрации 80 ррm предупреждает снижение коэффициентов микровязкости и полярности аннулярных липи-
дов мембран эритроцитов, возникающее при проведении кардиохирургических операций. 
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Abstract

Enhancement of methods for protecting target organs during coronary artery bypass surgery determined the development 
of a technology for delivering nitric oxide (NO) to the systemic blood flow using a cardiopulmonary bypass (CB) 
apparatus, which makes NO available to all organs and tissues. The aim of the study was to access the effect of 
perioperative NO conditioning on the coefficients of microviscosity and polarity of sheep etythrocyte membranes during 
experimental surgical intervention using CB. Material and methods. Study was carried out on 20 sheep weighing 
30–34 kg. Two groups were formed. In the CB group, 10 sheep underwent the standard clinical protocol of artificial 
lung ventilation (ALV) and CB. In the CB + NO group, 10 sheep received NO at a dose of 80 ppm through the circuit 
of ALV apparatus immediately after tracheal intubation. At the start of CB, NO was delivered to the extracorporeal 
circulation circuit at a dose of 80 ppm for 90 min. After disconnection from CB, NO supply continued through the 
ALV apparatus at a dose of 80 ppm for 60 min. The coefficients of microviscosity and polarity of sheep erythrocyte 
membranes were determined by spectrofluorimetry using pyrene probe.  Results and discussion. The implementation 
of CB was accompanied by a statistically significant decrease in the microviscosity coefficient in the zones of protein-
lipid contact of sheep erythrocyte membranes. In the zone of total lipids, the microviscosity coefficient did not change 
after CB implementation. The membrane polarity coefficient at the final stage of the surgery increased significantly in 
the zone of annular lipids and did not change in the zone of total lipids. NO supply to the circuit of the extracorporeal 
circulation neutralizes the revealed increase in the microviscosity and polarity of the annular lipids. Conclusions. The 
introduction of NO into the extracorporeal circulation circuit at the concentration of 80 ppm prevents a decrease in the 
coefficients of microviscosity and polarity of annular lipids of erythrocyte membranes that occurs during cardiac surgery. 
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Введение
В подавляющем большинстве случаев для 

выполнения операции аортокоронарного шунти-
рования требуется проведение искусственного 
кровообращения (ИК), что может способствовать 
ишемически-реперфузионному повреждению 
жизненно важных органов [1, 2]. В основе пато-
генеза функциональных нарушений миокарда и 
других органов, имеющих в своей структуре мы-
шечные клетки, лежит нарушение внутриклеточ-
ного гомеостаза ионов кальция [3], избыточная 
продукция активных форм кислорода с повреж-
дением мембранных структур клеток [4], а также 
дисфункция эндотелия сосудов и клеточных ком-
понентов крови [5]. Проблема предупреждения 
интраоперационного повреждения органов опре-
делила актуальность совершенствования мето-
дов защиты при кардиохирургических операци-
ях, выполняемых с использованием ИК. Одним 
из новых подходов к органопротекции является 
применение оксида азота (NO). Использование 
NO осуществляется путем введения доноров NO, 
индукторов NO-cинтазы или внесения в инга-
ляционный контур газообразного NO. В зависи-
мости от используемой концентрации NO может 
оказывать повреждающий или протекторный 
эффект. Экспериментально показано повреждаю-
щее действие высоких концентраций NO, опос-

редованное активацией перекисного окисления 
липидов и образованием пероксинитрита [6]. В 
физиологических дозах NO выступает в качестве 
антиоксиданта [6] и способствует вазодилатации 
[7]. Экспериментальные и клинические исследо-
вания эффективности периоперационного конди-
ционирования NO показали его органопротектор-
ные свойства. 

В настоящее время продолжают изучаться 
фундаментальные патофизиологические меха-
низмы реализации органопротективных эффек-
тов экзогенного NO в условиях ИК. Хорошо 
известно, что целостность и функциональная ак-
тивность клеток во многом зависит от состояния 
цитоплазматической мембраны. Большинство 
рецепторов, ионных каналов и транспортеров 
образованo трансмембранными или связанными 
с мембранами белками, и их функциональная ак-
тивность напрямую зависит от липидного соста-
ва и структурированности мембранной матрицы. 

Цель исследования – оценить влияние пери-
операционного кондиционирования NO на коэф-
фициенты микровязкости и полярности мембран 
эритроцитов баранов при экспериментальном хи-
рургическом вмешательстве с применением ИК.

Материал и методы 
Исследования выполнены на 20 баранах Ал-

тайской породы массой 30–34 кг, которых содер-
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жали в условиях конвенционального вивария. Все 
животные были рандомизированы на две группы. 
В первую группу включены 10 баранов, которым 
выполняли стандартный, принятый в клинике 
протокол проведения искусственной вентиляции 
легких (ИВЛ) и ИК – группа ИК. Вторую группу 
составили 10 баранов, которым проводили пода-
чу NO сразу после интубации трахеи через контур 
аппарата ИВЛ в дозе 80 ppm – группа ИК+NO. 
При старте ИК осуществляли доставку NO в кон-
тур экстракорпоральной циркуляции в дозе 80 
ppm на протяжении всего периода ИК (90 мин), 
после отлучения от ИК подача NO продолжалась 
через контур аппарата ИВЛ в дозе 80 ppm в тече-
ние 60 мин.

Все процедуры проводились согласно тре-
бованиям приказа Минздрава №199н «Об ут-
верждении правил надлежащей лабораторной 
практики» от 01.04.2016, принципам надлежа-
щей лабораторной практики ГОСТ 33044–2014 
и руководству [8]. Болезненные процедуры и вы-
ведение из эксперимента осуществляли на нарко-
тизированных животных. Дизайн исследования 
одобрен локальным комитетом по биомедицин-
ской этике НИИ кардиологии (протокол № 230 от 
28.06.2022). Оперативное вмешательство выпол-
няли в экспериментальной лаборатории отделе-
ния сердечно-сосудистой хирургии.

Для получения и обеспечения доставки NO 
был использован аппарат «ТИАНОКС» (РФЯЦ-
ВНИИЭФ, Саров, Россия), осуществляющий 
синтез NO, его подачу в ингаляционный контур и 
мониторинг содержания NO/NO2 в линии подачи 
газовоздушной смеси непосредственно во время 
проведения терапии NO. В группе ИК+NO ко-
нечная инспираторная концентрация NO состав-
ляла 80 ppm. Животные, попавшие в группу ИК, 
получали стандартную кислородно-воздушную 
смесь, не содержащую NO. Исследование полно-
стью имитировало операцию в условиях ИК. Для 
оценки безопасности предлагаемой технологии 
осуществляли непрерывный мониторинг концен-
трации NO2 в доставляемой газовоздушной смеси 
контура аппарата ИВЛ и оксигенатора аппарата 
ИК. Критическим считали значение NO2 = 2 ppm, 
при превышении которого доставка NO должна 
была быть прекращена.

Получение образцов крови для биохимичес-
ких исследований, характеризующих адекват-
ность механической перфузии, осуществляли на 
следующих этапах оперативного вмешательства: 
сразу после интубации животного, до начала ИК, 
на момент начала ИК, через 60 мин после отклю-
чения животного от ИК. Дискретно регистриро-
вали содержание гемоглобина, гематокрит, сату-
рацию центральной венозной крови кислородом 

(SvO2), веноартериальный градиент CO2 (ΔCO2), 
уровень лактата и метгемоглобина (MetHb), кис-
лотно-щелочное состояние крови, содержание 
нитритов, нитратов на газоанализаторе Stat Profile 
CCX (Nova Biomedical, США). 

Для выделения мембран эритроцитов и даль-
нейшего определения коэффициентов их микро-
вязкости осуществляли забор венозной крови в 
вакутейнеры с гепарином лития (17 МЕ/мл) в на-
чале ИК и через 60 мин после отключения живот-
ного от ИК. Образцы крови центрифугировали 
при 1500 об/мин в течение 10 мин. После удале-
ния плазмы эритроцитарный осадок 3 раза отмы-
вали охлажденным физиологическим раствором. 
Каждый раз эритроциты осаждали при 1500 об/
мин в течение 10 мин. Мембраны эритроцитов 
получали путем гипоосмотического гемолиза, 
как описано ранее [9]. Количество общего белка в 
суспензии теней эритроцитов измеряли методом 
микро-Лоури в модификации S.T. Оhnishi [10] с 
использованием реактивов фирмы Sigma-Aldrich 
(США). Для определения спектральных характе-
ристик образцы мембран эритроцитов разводили 
в 10мМ трис-HCl буфере (рН 7,4) до конечной 
концентрации белка 0,3 мг/мл. Характеристику 
структурных свойств липидной фазы мембран 
эритроцитов проводили с использованием опре-
деления интенсивности спектральных пиков при 
ее взаимодействии с флуоресцентным зондом пи-
рен (Sigma-Aldrich) на спектрофлуориметре Cary 
Eclipse (Varian, США). К 2 мл суспензии мембран 
эритроцитов добавляли 20 мкл 10 мкМ спиртово-
го раствора пирена. Микровязкостные свойства 
мембран в области аннулярных и общих липидов 
оценивали по степени эксимеризации пирена, вы-
числяя отношение интенсивности флуоресцен-
ции эксимеров и мономеров (J470/J370) при длине 
волны возбуждающего света (λв) 285 нм и 340 нм 
соответственно [11, 12]. Полярность аннулярных 
и общих липидов анализировали по отношению 
амплитуд вибронных пиков мономеров (J390/J370) 
при λв = 285 и λв = 340 нм [11, 12].

Применение критерия Шапиро – Уилка пока-
зало нормальность распределения количествен-
ных показателей, результаты представлены в 
виде среднего значения и стандартного отклоне-
ния (М ± SD). Различия между показателями ана-
лизировали с помощью критерия Стьюдента для 
независимых или зависимых групп.

Результаты 
В табл. 1 представлены коэффициенты микро-

вязкости (J470/J370) и полярности (J390/J370) в области 
белок-липидных (λв = 285 нм) и липид-липидных 
взаимодействий (λв = 340 нм), полученные для 
мембран эритроцитов баранов в группах ИК и 
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ИК+NO. Применение аппарата ИК способствова-
ло значимому (р < 0,001) снижению коэффициен-
та микровязкости в зоне белок-липидных контак-
тов эритроцитов баранов контрольной группы, 
коэффициент микровязкости в зоне общих липи-
дов не изменялся. Со стороны коэффициента по-
лярности мембран на заключительном этапе опе-
рации зафиксированы аналогичные изменения. 
Как видно из табл. 1, подача NO в дозе 80 ppm 

через контур аппарата ИВЛ сразу после интуба-
ции трахеи животного предупреждала уменьше-
ние коэффициентов микровязкости и полярности 
в области белок-липидных взаимодействий.

В табл. 2 представлены значения основных 
показателей метаболизма, адекватности ме-
ханической перфузии, безопасности NO-кон-
диционирования, общего гомеостаза и гомеоста-
за NO в организме животных. Анализ попарного 

Таблица 1. Коэффициенты микровязкости и полярности мембран эритроцитов баранов при введении 
NO в ингаляционный контур

Table 1. Coefficients of microviscosity and polarity of sheep erythrocyte membranes with the introduction of NO 
into the inhalation circuit

Группа 
животных

Этап 
оперативного 

вмешательства

Коэффициент микровязкости, 
отн. ед.

Коэффициент полярности, 
отн. ед.

Липид-липидные 
контакты 

Белок-липидные 
контакты

Липид-липидные 
контакты 

Белок-липидные 
контакты

ИК,
n = 10

До ИК 0,29±0,102 0,40±0,107 1,05±0,011 4,95±0,796
60 мин после ИК 0,28±0,087 0,19±0,058* 1,05±0,015 3,42±0,499*

ИК+NO, 
n = 10

До ИК 0,25±0,115 0,43±0,150 1,04±0,028 5,04±0,666
60 мин после ИК 0,25±0,022 0,40±0,147# 1,05±0,017 5,08±0,428#

Примечание. Обозначены статистически значимые отличия от величин соответствующих показателей: * – до ИК 
(р < 0,001), # – группы ИК (р < 0,01).

Таблица 2. Показатели красной крови, обмена кислорода и метаболизма NO на этапах операции в экс-
периментальных группах животных

Table 2. Parameters of red blood, oxygen exchange, and NO metabolism at the stages of surgery in experimental 
groups of animals

Показатель Группа
Этап оперативного вмешательства

Интубация 
трахеи Начало ИК 60 мин после 

отлучения от ИК p

Содержание гемоглобина, г/л ИК
ИК+NO

95,50 ± 5,61
97,00 ± 4,10

94,50 ± 3,99
98,00 ± 1,79

83,83 ± 4,31
82,83 ± 4,71

0,00001
0,000002

Гематокрит, % ИК
ИК+NO

29,00 ± 1,52
28,33 ± 2,42

27,67 ± 1,63
27,33 ± 1,75

24,83 ± 3,06
22,50 ± 2,95

0,0378
0,00016

Содержание MetHb, % ИК
ИК+NO

0,45 ± 0,16
0,45 ± 0,30

0,48 ± 0,21
1,22 ± 0,21*

0,58 ± 0,14
2,20 ± 0,34*

0,194
0,00013

ΔCO2, мм рт. ст. ИК
ИК+NO

2,83 ± 1,47
3,00 ± 1,55

2,66 ± 1,37
3,66 ± 2,16

3,50 ± 1,64
4,01 ± 1,78

0,526
0,455

SvO2, %
ИК

ИК+NO
70,0 ± 3,29
75,5 ± 3,33

71,60 ± 2,42
74,66 ± 2,65

71,01 ± 2,52
78,66 ± 6,43

0,583
0,156

Содержание лактата, ммоль/л ИК
ИК+NO

1,70 ± 0,76
1,43 ± 0,53

1,66 ± 0,64
1,40 ± 0,41

3,61 ± 0,71
3,51 ± 0,61

0,0024
0,0002

Содержание свободного 
гемоглобина, г/л

ИК
ИК+NO

6,50 ± 2,07
6,17 ± 2,79

8,00 ± 3,69
7,67 ± 2,73

47,5 ± 6,44
49,5 ± 4,18

0,00002
0,00011

Содержание NO2⁻, мкмоль/л ИК
ИК+NO

5,97 ± 0,671
6,92 ± 1,686

6,07 ± 0,624
6,89 ± 0,736

6,78 ± 1,486
7,31 ± 1,138

0,616
0,688

Содержание NO3⁻, мкмоль/л ИК
ИК+NO

18,21 ± 1,591
37,02 ± 14,435*

22,21 ± 1,797
57,21 ± 14,885*

18,376 ± 2,098
45,85 ± 9,402*

0,286
0,013

Содержание NO2⁻ + NO3⁻, 
мкмоль/л

ИК
ИК+NO

24,21 ± 1,797
43,92 ± 15,281*

28,21 ± 1,491
64,10 ± 14,733*

25,09 ± 2,179
55,88 ± 9,177*

0,158
0,023

Примечание: * – обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия от величин соответствующих показателей 
группы ИК.
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сравнения динамики показателей между группа-
ми животных выявил внутригрупповые разли-
чия: в процессе проведения операции у живот-
ных групп ИК и ИК+NO отмечено статистически 
значимое снижение содержания гемоглобина (на 
12,7 и 14,6 % соответственно) и гематокрита (на 
14,4 и 20,6 % соответственно). При межгруппо-
вом сравнении показателей значимых различий 
не обнаружено. В обеих группах животных на 
60-й минуте отлучения от ИК отмечено достовер-
ное увеличение концентрации лактата относи-
тельно исходных показателей на 112,3 % в группе 
ИК и на 145,5 % в группе ИК+NO. Межгруппо-
вых различий по данному показателю не выяв-
лено. В этот же период в крови животных обеих 
групп наблюдался статистически значимый подъ-
ем концентрации свободного гемоглобина (см. 
табл. 2). 

Мониторирование концентрации в плазме 
крови метаболитов NO показало статистически 
значимое двукратное повышение содержания 
нитратов и суммарной концентрации нитратов 
и нитритов у животных группы ИК+NO на всех 
этапах оперативного вмешательства в сравнении 
с группой ИК (см. табл. 2). Наряду с этим от-
мечено достоверное увеличение уровня NO3⁻ и 
NO2⁻ + NO3⁻ на 60-й минуте после отлучения от 
ИК в сравнении с показателями при интубации 
трахеи.

Известно, что NO относится к метгемоглоби-
нобразователям. С целью контроля за концентра-
цией MetHb в плазме крови в процессе операции 
проводился мониторинг его уровня. В группе 
ИК не отмечалось значимых изменений уровня 
MetHb в плазме крови. В группе ИК+NO через 
60 мин после отлучения от ИК зафиксировано 
почти 5-кратное повышение содержание MetHb, 
которое значимо превышало исходное значение 
показателя в этой группе животных и величину 
в группе ИК на соответствующем этапе операции 
(см. табл. 2). При кондиционировании животных 
NO не отмечено случаев превышения концентра-
ции MetHb в крови верхней границы референс-
ных значений – 5 %.

Обсуждение
Важной задачей при проведении хирургичес-

ких вмешательств с применением ИК является 
сохранение жизнеспособности органов, в первую 
очередь сердца. На протяжении последних лет 
наблюдается активный интерес исследователей к 
изучению молекулярных механизмов органопро-
текции, опосредованной NO. 

Микровязкость и полярность служат важ-
ными характеристиками структурно-функцио-
нального состояния биологических мембран. 

Регуляция состава фосфолипидов и степени на-
сыщенности жирнокислотных остатков в клеточ-
ных мембранах основана на связи между про-
цессами перекисного окисления липидов (ПОЛ), 
с одной стороны, и скоростью обновления липи-
дов – с другой [13]. Усиление активности процес-
сов ПОЛ сопровождается изменением липидного 
состава, что, в свою очередь, приводит к измене-
нию вязкости и заряда молекул фосфолипидов 
липидного бислоя. Состояние аннулярных ли-
пидов и мембранных белков находится в тесной 
взаимосвязи и взаимозависимости [14]. Белки так 
же, как и липиды, подвергаются модифицирую-
щему влиянию активных форм кислорода [15]. 
Окисление белков сопровождается образованием 
внутримолекулярных сшивок и изменением заря-
дов аминокислотных остатков. Результаты наших 
экспериментальных исследований свидетель-
ствуют об отсутствии изменений микровязкости 
и полярности в липидном бислое мембран эри-
троцитов баранов при проведении операционных 
манипуляций, имитирующих ИК с применением 
ИВЛ. В то же время выполнение операции с ИК 
сопровождается повышением микровязкости и 
полярности в области белок-липидных контактов 
мембран эритроцитов, о чем свидетельствует вы-
явленное нами уменьшение абсолютных значе-
ний соответствующих коэффициентов. Измене-
ние структурно-функциональных свойств в зоне 
аннулярных липидов эритроцитарных мембран 
на окончательном этапе проведения операции 
может быть обусловлено усилением активности 
процессов свободнорадикального окисления ли-
пидов и белков. Правомерность такого объясне-
ния доказана многочисленными исследованиями 
содержания продуктов ПОЛ и активности анти-
оксидантных ферментов при проведении кардио-
хирургических операций с использованием ИК у 
пациентов с ИБС [16, 17]. Молекула гемоглобина, 
а возможно, и продукты ее взаимодействия с ме-
таболитами NO могут тормозить развитие реак-
ций ПОЛ, т. е. выступать в роли антиокислителей 
[18, 19]. 

Настоящее экспериментальное исследование, 
выполненное на баранах, полностью имитирова-
ло операцию в условиях ИК. По нашим данным, 
применение NO в концентрации 80 ррm не отрази-
лось на показателях красной крови (содержание 
гемоглобина, гематокрит) и газового состава кро-
ви (ΔCO2, SvO2). Отмеченное увеличение кон-
центрации метаболитов NO, MetHb и лактата в 
процессе NO-кондиционирования не повлияло на 
метаболический профиль, отражающий адекват-
ность проведения экстракорпоральной перфузии. 
В пользу отсутствия повреждающего эффекта 
у NO, используемого в дозе 80 ррm, свидетель-
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ствует и тот факт, что мы не выявили изменений 
показателей микровязкости и полярности мем-
бран эритроцитов животных в группе ИК+NO. 
Это утверждение не противоречит данным о том, 
что эффекты, индуцированные введением в орга-
низм животных токсической дозы метгемоглоби-
нообразователя нитрата натрия, реализуются за 
счет возрастания микровязкости липидной фазы, 
снижения абсолютного числа общих липидов и 
фосфолипидов в мембранах эритроцитов, увели-
чения доли холестерина, лизофосфотидилхолина, 
сфингомиелина и фосфатидилсерина [20].

Заключение 
Внесение NO в контур экстракорпоральной 

циркуляции в концентрации 80 ррm способ-
ствует нивелированию изменений показателей 
структурно-функционального состояния мем-
бран эритроцитов, отмеченных при проведении 
кардиохирургических операций, что способству-
ет поддержанию нормальной функции клеток 
организма. Использование NO, полученного по 
технологии плазмохимического синтеза, с целью 
органопротекции является безопасным, легко 
воспроизводимым и хорошо контролируемым 
методом. 
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