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Резюме
Цель. Оценить эффективность и безопас-

ность доставки оксида азота для защиты почек 
при моделировании искусственного кровообра-
щения и циркуляторного ареста в эксперименте. 

Материалы и методы. Выполнено экспери-
ментальное моделирование искусственного кро-
вообращения с циркуляторным арестом на экс-
периментальных животных – 20 баранах Алтай-
ской породы массой 30–32 кг. Циркуляторный 
арест выполнялся в условиях умеренной гипо-
термии (30–32°С) в течение 15 мин с последу-
ющей реперфузией и согреванием до 37°С. Жи-
вотные были разделены на 2 равные группы: 10 
баранов получали терапию оксидом азота (NO) в 
виде ингаляционной подачи и доставки в оксиге-
натор аппарата искусственного кровообращения 
в дозе 80 ppm (основная группа); 10 баранов со-
ставили контрольную группу (без NO-терапии). 
Проводился забор биологических жидкостей и 
биопсийного материала для последующей оцен-
ки безопасности применения NO и его нефропро-
тективных свойств. 

Результаты. Предлагаемая методика терапии 
оксидом азота при моделировании искусственного 
кровообращения с циркуляторным арестом в экс-
перименте является безопасной и не приводит к 
увеличению потенциально опасных метаболитов 
выше допустимых значений. В основной группе 
средняя концентрация NO2 на протяжении всего 

периода эксперимента составляла 1,2 ± 0,19 ppm 
при максимально допустимом уровне 3 ppm., кон-
центрация метгемоглобина (MetHb) в крови – 2,3 
± 0,34% при максимально разрешенном уровне 
5%. Выявлено статистически значимое снижение 
липокалина, ассоциированного с нейтрофильной 
желатиназой (uNGAL): в основной группе 0,67 
± 0,255 нг/мл против 2,23 ± 0,881 в контрольной 
группе, p = 0,0001. По морфологическим данным, 
признаки острого повреждения почек в основной 
группе выражены в меньшей степени.   

Заключение. Предлагаемая методика тера-
пии NO в дозе 80 ppm при моделировании ис-
кусственного кровообращения и циркуляторно-
го ареста в эксперименте является безопасной и 
ассоциирована со снижением маркеров повреж-
дения и выраженности морфологических при-
знаков острого почечного повреждения. 

Ключевые слова: оксид азота, острое по-
чечное повреждение,  нефропротекция. 
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Abstract
Aim. To evaluate the efficiency and safety 

of nitric oxide delivery for kidney protection in 
the simulation of cardiopulmonary bypass and 
circulatory arrest in the experiment.

Materials and Methods. We performed an 
experimental modeling of cardiopulmonary by-
pass with circulatory arrest in 20 sheep of the 
Altai breed weighing 30–32 kg. Circulatory ar-
rest was performed at moderate hypothermia 
(30–32°C) for 15 minutes and was followed by 
reperfusion and warming up to 37°C. Animals 
were divided into 2 equal groups: 10 sheep 
which received nitric oxide (NO) through the 
inhalations supply and cardiopulmonary by-
pass machine at a dose of 80 ppm, and 10 con-
trol sheep. We further collected biological flu-
ids and tissue specimens for subsequent assess-
ment of the safety of NO use and its nephropro-
tective properties.

Results. The proposed method of NO thera-
py during the cardiopulmonary bypass with cir-
culatory arrest was safe and did not lead to an 
increase in toxic metabolites. In sheep which 
received NO therapy, the average concentra-
tion of NO2 throughout the entire period of the 

experiment was 1.2 ± 0.19 ppm (with a maxi-
mum allowable concentration of 3.0 ppm), and 
the concentration of methemoglobin (MetHb) 
was 2.3 ± 0.34% (with a maximum allowable 
level of 5.0%). Neutrophilic gelatinase-associ-
ated lipocalin (NGAL) was significantly low-
er in sheep which received NO therapy (0.67 ± 
0.255 ng/mL versus 2.23 ± 0.881 ng/mL in the 
control group, p = 0.0001). Acute kidney inju-
ry was mitigated in sheep which received NO 
therapy.

Conclusion. Experimental delivery of NO at a 
dose of 80 ppm during the cardiopulmonary by-
pass and circulatory arrest is safe and is associated 
with reduced acute kidney injury.

Keywords: nitric oxide, cardiopulmonary by-
pass, acute kidney injury, nephroprotection.
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Введение
За последние годы отмечается неуклонно 

возрастающая потребность в хирургическом 
лечении заболеваний дуги аорты. По данным 
литературы, распространенность аневризмати-
ческого поражения грудной аорты составляет 
9–16 случаев на 100 000 человек в год [1, 2] и 
около 60% из них локализовано в восходящем 
отделе [3]. Хирургическое вмешательство на 
дуге аорты является сложной процедурой с вы-
соким уровнем риска послеоперационных ос-
ложнений и смертности.

Ассоциированное с кардиохирургическим 
вмешательством острое почечное повреждение 
(ОПП) является распространенным осложне-
нием, оказывающим существенное негативное 
влияние на кратко- и долгосрочный прогноз [4] 
и увеличивает экономические затраты на лече-
ние пациентов. Затраты здравоохранения, свя-
занные с ОПП, в промышленно развитых стра-
нах оцениваются в 1 млрд долларов США. Так-
же данные пациенты требуют дополнительных 
финансовых затрат уже после выписки из ста-
ционара, что, несомненно, подчеркивает значи-
мость этой проблемы в кардиохирургии. В этой 
связи разработка нефропротекторных страте-
гий является актуальной задачей исследований 
многих групп учёных. Перспективным направ-
лением считается идентификация фармаколо-
гических агентов, являющихся медиаторами 
реализации нефропротекторных механизмов 
при операциях на дуге аорты с циркуляторным 
арестом. Учитывая плюрипотентные свойства  
оксида азота (NO), использование его с целью 
снижения частоты и выраженности ОПП, ассо-
циированного с кардиохирургическим вмеша-
тельством, выглядит многообещающей мето-
дикой.

Цель исследования
Оценить эффективность и безопасность до-

ставки оксида азота для защиты почек при мо-
делировании операций на дуге аорты с цирку-
ляторным арестом в эксперименте.  

Материалы и методы
Исследование проводилось в соответствии с 

международными стандартами гуманного об-
ращения с животными и директивой 2010/63/
EU Европейского Парламента и Совета Ев-
ропейского союза от 22 сентября 2010 года 
по охране животных, а также согласно прика-
зу Минздрава №199н «Об утверждении пра-

вил надлежащей лабораторной практики» от 1 
апреля 2016 г., Принципам надлежащей лабора-
торной практики ГОСТ 33044–2014 и руковод-
ству Janet C. Garber, «Guide for the Care and Use 
of Laboratory Animals: Eighth Edition National 
Research Council», 2011.

Проспективное экспериментальное исследо-
вание проводили на 20 баранах Алтайской по-
роды массой 30–32 кг. Животные были разде-
лены на 2 равные группы: 10 баранам проводи-
лась донация NO в дозе 80 ppm; 10 баранов со-
ставили контрольную группу. 

Эксперимент начинали с пункции и катете-
ризации периферической вены в асептических 
условиях. После премедикации и вводной ане-
стезии 200 mg пропофола выполняли прямую 
ларингоскопию с последующей оротрахеаль-
ной интубацией. Искусственную вентиляцию 
лёгких проводили с помощью аппарата искус-
ственной вентиляции лёгких Puritan Bennett 
760 (США) с дыхательным объемом 8 мл/кг и 
частотой дыхательных движений 15–20 в ми-
нуту в режиме Controlled Mandatory Ventilation 
(CMV) с управлением по объему, фракционной 
концентраций кислорода во вдыхаемой сме-
си (FiO2) 50% и положительным конечно-экс-
пираторном давлением 5 см H2О. Поддержание 
анестезии обеспечивали инфузией 10% раство-
ра пропофола 4 мг/кг/ч. Нервно-мышечная бло-
када достигалась применением пипекурония 
бромида 0,1 мг/кг. При анестезии использова-
ли стандартный мониторинг, включавший ЭКГ, 
инвазивный мониторинг артериального давле-
ния, пульсоксиметрию, термометрию с помо-
щью мониторинговой системы Nihon Kohden 
BSM-4104A (Япония), учет диуреза. Темпера-
турный датчик устанавливали в пищевод.  Для 
инвазивного измерения артериального давле-
ния и забора образцов для лабораторного ана-
лиза газового состава крови катетеризировали 
общую сонную артерию катетером 7F. Для ин-
фузионной терапии катетеризировали внутрен-
нюю яремную вену катетером 7F.

Забор крови проводили в начале экспери-
мента (после катетеризации общей сонной ар-
терии и внутренней яремной вены), в начале 
искусственного кровообращения (ИК) и в кон-
це эксперимента (непосредственно перед вы-
водом животных из эксперимента).  Кислот-
но-основное состояние артериальной крови и 
её электролитный баланс определяли на прибо-
ре STAT PROFILE Critical Care XPRESS (Nova 
Biomedical, США). Также с помощью данного 
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газоанализатора методом отражающей фото-
метрии контролировали уровень MetHb. Забор 
мочи проводили после катетеризации мочевого 
пузыря и перед выводом животных из экспери-
мента для определения уровня uNGAL. Мочу 
замораживали сразу после центрифугирования 
при 1500±3 g в течение 10 мин. Уровень uNGAL 
определяли методом иммуноферментного ана-
лиза (Hycult Biotech, Uden, Нидерланды) с ис-
пользованием анализатора иммуноферментно-
го анализа Sunrise (Tecan, M€annedorf, Швей-
цария). 

Для проведения ИК использовали аппарат 
искусственного кровообращения Maquet Jostra 
HL20, неонатальный оксигенатор Kids D100 
(Dideco, Италия). Площадь поверхности те-
ла барана считали равной 1,1 м2. ИК осущест-
вляли в непульсирующем режиме. Подключе-
ние аппарата искусственного кровообращения 
осуществляли по принятой методике по схеме 

«аорта – полые вены». Перфузионный индекс 
составлял 2 л/мин/м2. Для обеспечения гипо-
коагуляции во время ИК применялся гепарин в 
дозе 3 мг/кг с поддержанием уровня активиро-
ванного времени свертывания > 450 сек.  Вазо-
активные препараты в обеих группах не приме-
няли.  

В основной группе проводили периопера-
ционную донацию NO в дозе 80 ppm. Непо-
средственно после интубации трахеи и перево-
да животных на ИВЛ происходила инициация 
доставки NO, для чего в дыхательный контур в 
асептических условиях встраивали коннектор с 
люер-переходником, через который производи-
лась донация NO. Далее газовоздушная смесь 
проходила через поглотитель, содержащий ги-
дроксид кальция, очищаясь от NO2. Из линии 
вдоха осуществляли забор газов для монито-
ринга фракционной концентрации NO/NO2 во 
вдыхаемой смеси (рисунок 1).

Рисунок 1.  
Доставка оксида 
азота.

Figure 1.
Delivery of nitric 
oxide.

После начала ИК и достижения расчётной 
объёмной скорости перфузии осуществляли до-
ставку NO в контур экстракорпоральной цирку-
ляции. В магистраль подачи газово-воздушной 
смеси в асептических условиях встраивали до-
полнительную линию для доставки NO. Кон-
нектор линии доставки NO был максимально 
приближен к оксигенатору аппарата ИК и имел 
бактериальный фильтр (рисунок 2). 

Доставку и мониторинг NO и NO2 осущест-
вляли с помощью аппарата для терапии оксидом 
азота «ТИАНОКС» (РФЯЦ-ВНИИЭФ, Саров, 
РФ). После достижения умеренной гипотермии 
(30–32°С) проводился циркуляторный арест пу-
тём пережатия нисходящей аорты в течение  
15 мин с последующей реперфузией и согрева-
нием до 37°С. Во время проведения гипотерми-

ческого циркуляторного ареста доставка NO не 
проводилась. После перевода на самостоятель-
ное кровообращение доставка NO продолжа-
лась до вывода животных из эксперимента.  

В группе контроля донацию NO не прово-
дили. Эксперимент включал циркуляторный 
арест в условиях умеренной гипотермии (30–
32°С) в течение 15 мин с последующей репер-
фузией и согреванием до 37°С. После этого 
животных отлучали от аппарата ИК и наблю-
дали на фоне самостоятельного кровообраще-
ния в течение 1 часа, после чего проводили за-
бор биоптатов почек для последующего морфо-
логического исследования и выполняли вывод 
животных из эксперимента.

Статистический анализ выполняли в пакетах 
Статистика 10.0 и jamovi. Нормальность рас-
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Рисунок 2.  
Доставка NO в окси-
генатор АИК.

Figure 2.
NO delivery to a 
cardiopulmonary 
bypass oxygenator.

Рисунок 3.  
Корковое вещество 
почки барана кон-
трольной группы. 
Окраска гематокси-
лином и эозином.

Figure 3.
Renal cortex of sheep 
in control group. 
Hematoxylin and 
eosin staining.
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пределения количественных показателей про-
веряли по критерию Шапиро-Уилка и описы-
вали средним значением и стандартным откло-
нением, M ± SD. Различия общих и поисковых 
количественных показателей в группах анали-
зировали с помощью критерия Стьюдента для 
независимых групп. Пороговый уровень значи-
мости при проверке гипотез составлял р = 0,05.

Результаты
При моделировании операций на дуге аорты с 

циркуляторным арестом в эксперименте у живот-
ных в обеих группах в течение эксперимента были 
стабильные и статистически значимо не различа-
лись показатели гемодинамики, кислотно-основ-
ной и газовый состав крови, а также ионограмма.  

Средняя концентрация NO2 на вдохе в основ-
ной группе на протяжении всего периода экспе-
римента составила 1,2 ± 0,19 ppm.  

Концентрация метгемоглобина (MetHb) на эта-
пе начала эксперимента статистически значимо не 
различалась между группами (в основной группе 
0,5 ± 0,30, в контрольной группе 0,5 ± 0,16, p=0,82). 
На этапах начала ИК и конец эксперимента выяв-
лены статистически значимые межгрупповые раз-
личия: 0,5 ± 0,21 vs 1,2 ± 0,21 (p=0,00…) и 0,6 ± 
0,14 vs 2,3 ± 0,34 (p = 0,02) соответственно, однако 
превышения уровня MetHb, допустимого в клини-
ческой практике, не отмечено. 

Статистически значимых различий между 
группами также не было выявлено и по темпу 
мочеотделения, который составил 778±309,2 мл 
в основной и 783±251,9 мл в контрольной груп-
пах, p = 0,97. 

Уровень uNGAL был статистически значимо 
выше в контрольной группе 2,23±0,881 нг/мл про-
тив 0,67±0,255 нг/мл в основной группе, p=0,00…  

При изучении микропрепаратов контрольной 
группы в дистальных извитых канальцах наблю-
дали признаки зернистой, гиалиново-капельной, 
гидропической дистрофии и некроз эпителия; 
выраженную ишемию коркового вещества почки 
(рисунок 3). В основной группе в корковом веще-
стве обнаружено небольшое увеличение мочевых 
пространств почечных телец, в которых очень 
редко присутствуют базофильные и волокнистые 
массы. Эпителий наружного листка капсулы со-
хранён. Только немногочисленные петли сосуди-
стых клубочков запустевают, в основном они со-
держат эритроциты, часто в виде монетных стол-
биков (рисунок 4). Таким образом, признаки 
ОПП наблюдаются в обеих группах, однако в ос-
новной группе они менее выражены.

Обсуждение 
В настоящем экспериментальном исследова-

нии проведена оценка эффективности и безопас-

Рисунок 4.  
Корковое вещество 
почки барана основ-
ной группы. Окраска 
гематоксилином и 
эозином

Figure 4.
Renal cortex of sheep 
which received NO 
therapy. Hematoxylin 
and eosin staining.
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ности доставки NO для защиты почек при опе-
рациях на дуге аорты с циркуляторным арестом. 
Безопасность доставки NO в дозе 40 ppm ранее 
была подтверждена как на экспериментальных 
моделях, так и на различных когортах пациентов. 
Однако было выявлено, что при доставке NO в 
дозе 40 ppm концентрация его метаболитов в по-
слеоперационном периоде ниже исходного зна-
чения. В дальнейшем Lei et al. была продемон-
стрирована эффективность и безопасность до-
ставки NO в дозе 80 ppm на протяжении периода 
ИК и в течение 24 ч после операции у пациен-
тов с протезированием клапанного аппарата серд-
ца [5]. Безопасность доставки NO в дозе 80 ppm 
подтверждена также и в данном исследовании, о 
чём свидетельствует отсутствие превышения до-
пустимых значений NO2 на вдохе и концентрации 
MetHb. Показатели гемодинамики, кислотно-ос-
новного состояния, газовый и электролитный со-
став крови оставались в пределах нормы. 

По данным ряда исследований, при ОПП по-
вреждаются как проксимальные, так и дисталь-
ные извитые канальцы [6]. Однако проксималь-
ные извитые канальцы особенно чувствительны 
к ишемически-реперфузионному повреждению, 
так как зависят от окислительного фосфорили-
рования и не способны к переходу на анаэроб-
ный гликолиз [7]. Снижение доступности кисло-
рода вызывает повреждение эпителиальных кле-
ток канальцев с последующим слущиванием их 
в просвет канальцев. Слущенные эпителиальные 
клетки, взаимодействуя с тубулярными белками 
(белком Тамма-Хорсфалла и фибронектином), 
образуют цилиндры, обтурирующие просвет и 
повышающие таким образом внутриканальцевое 
давление, что в конечном итоге приводит к сни-
жению СКФ [8]. По морфологическим данным, 
при моделировании искусственного кровообра-
щения и циркуляторного ареста у баранов обе-
их групп выявлены признаки ОПП, что, вероят-
но, связано со сложной взаимосвязью ишемиче-
ски-реперфузионного повреждения, гипоперфу-
зии почек, воспаления, окислительного стресса, 
нефротоксического воздействия, нейрогормо-
нальной активации, повышенного внутрибрюш-

ного давления [9–11]. Однако cохранение высо-
ты эпителия и структурности апикального аппа-
рата эпителиоцитов, а также отсутствие расшире-
ния просвета проксимальных извитых канальцев 
свидетельствуют о меньшем повреждении почек 
в основной группе, что подтверждает нефропро-
тективный эффект доставки оксида азота в дозе 
80 ppm.    

Для прогнозирования ассоциированного с кар-
диохирургическим вмешательством ОПП одним 
из наиболее чувствительных и специфических 
биомаркёров является NGAL [12–14]. Обнару-
жено, что повышение концентрации NGAL как в 
сыворотке крови, так и в моче происходит до по-
вышения SCr, которое может возникнуть через 
несколько дней [12, 15]. Zhou F et al. по результа-
там метаанализа также продемонстрировали, что 
NGAL является полезным ранним предиктором 
ОПП [12], подтвердив результаты раннее прове-
денного Haase M et al. метаанализа [16]. Концен-
трация NGAL обладает корреляционной связью с 
тяжестью ОПП [14]. Также концентрация NGAL в 
моче позиционируется как лучший биомаркёр ас-
социированного с кардиохирургическим вмеша-
тельством ОПП у детей [14]. В этой связи сниже-
ние концентрации uNGAL в основной группе мо-
жет быть расценено как подтверждение нефропро-
тективного эффекта доставки оксида азота в дозе 
80 ppm, что согласуется с данными исследования, 
проведённого группой Kamenshchikov et al. [17].

Однако не было выявлено статистически 
значимых различий по темпу мочеотделения, 
что не согласуется с данными других исследо-
ваний [17, 18], это, вероятнее всего, можно свя-
зать с тяжестью повреждения в результате цир-
куляторного ареста. 

Заключение 
Предлагаемая методика терапии NO в до-

зе 80 ppm при моделировании искусственно-
го кровообращения и циркуляторного ареста в 
эксперименте является безопасной и ассоции-
рована со снижением маркёров повреждения 
и выраженности морфологических признаков 
острого почечного повреждения.
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