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Резюме
Актуальность. Гемолиз — это патологическое состояние, сопровождающееся высвобождением 

гемоглобина в сосудистое русло, что несет неблагоприятные последствия для организма. Внутрисо-
судистый гемолиз встречается при различных заболеваниях, а также осложняет течение оперативных 
вмешательств с использованием искусственного кровообращения. Цель исследования. В эксперимен-
те на животных изучить влияние ингаляции оксида азота (NO) на содержание свободного гемоглоби-
на (Hbf). Материалы и методы. В исследование включены 10 свиней, которые были разделены на две 
группы: контрольную (n = 5) и экспериментальную (n = 5). Всем животным после индукции анестезии 
и перевода на искусственную вентиляцию легких (ИВЛ) моделировали внутрисосудистый гемолиз пу-
тем внутривенного введения Hbf. После моделирования гемолиза животным экспериментальной группы 
осуществляли ингаляцию NO в дозировке 80 ppm. Животные из контрольной группы NO не получали. 
Оценивали динамику Hbf и метгемоглобина в течение 6 часов, после чего животных выводили из экс-
перимента. Результаты. Уровень Hbf в экспериментальной группе был статистически значимо ниже по 
сравнению с группой контроля через 30 минут (1,2 (1; 1,3) г/л против 1,7 (1,6; 1,9) г/л, p = 0,047), 60 минут 
(0,9 (0,9; 1) г/л против 1,24 (1,2; 1,5) г/л, p =  0,046) и 90 минут (0,7 (0,7; 0,8) г/л против 0,94 (0,9; 1,2) г/л, 
p = 0,035) после введения Hbf. Уровень метгемоглобина в экспериментальной группе был статистиче-
ски значимо выше по сравнению с группой контроля на всех этапах исследования, однако не достигал 
токсической концентрации 5 %. Заключение. Ингаляция NO в дозировке 80 ppm снижает уровень Hbf. 
Ингаляция NO в дозировке 80 ppm повышает уровень метгемоглобина в пределах безопасных значений.

Ключевые слова: гемолиз, метгемоглобинемия, оксид азота, свободный гемоглобин.
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Abstract
Background. Hemolysis is a pathological condition accompanied by the release of hemoglobin (Hbf) into the 

plasma, which has adverse effects. Intravascular hemolysis occurs in various diseases, and also complicates the 
postoperative period of surgical interventions using cardiopulmonary bypass. Objective. In an animal experiment, 
to study the effect of inhalation of nitric oxide (NO) on the cell-free hemoglobin (Hbf) concentration. Methods. 
The study included 10 pigs, which were randomized into two groups: control (n = 5) and experimental (n = 
5). After induction of anesthesia and tracheal intubation, intravascular hemolysis was simulated in all animals 
by intravenous administration of Hbf. After modeling hemolysis, the animals of the experimental group were 
inhaled with NO at a dosage of 80 ppm. Animals from the control group did not receive NO. The dynamics of 
Hbf and methemoglobin were evaluated for 6 hours. Then euthanasia was performed. Results. The Hbf level 
in the experimental group was statistically significantly lower compared to the control group after 30 minutes 
(1.2 (1; 1.3) g/l vs. 1.7 (1.6; 1.9) g/l, p = 0.047), 60 minutes (0.9 (0.9; 1) g/l vs. 1.24 (1.2; 1.5) g/l, p = 0.046) 
and 90 minutes (0.7 (0.7; 0.8) g/l vs. 0.94 (0.9; 1.2) g/l, p = 0.035) after administration of Hbf. The level 
of methemoglobin in the experimental group was statistically significantly higher than in the control group 
throughout the study, but did not reach a toxic concentration of 5 %. Conclusion. Inhalation of NO at a dosage 
of 80 ppm reduces the level of Hbf. Inhalation of NO at a dosage of 80 ppm increases the level of methemoglobin 
within safe values.
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Список сокращений: ИВЛ — искусственная 
вентиляция легких, AUC Hbf — площадь под кри-
вой динамики концентрации свободного гемогло-
бина, Hbf — свободный (внеклеточный) гемогло-
бин, NO — оксид азота (II), NO2 — диоксид азота.

Введение
Гемолиз — преждевременная деструкция эри-

троцитов, является полиэтиологичным процессом 
с широким спектром неблагоприятных послед-
ствий [1]. Это патологическое состояние может 
быть результатом врожденных дефектов эритро-
цитов или внешнего разрушающего воздействия 
иммунологического, механического, инфекцион-
ного, токсического, а также гипоосмотического 
характера [1, 2]. Неблагоприятные последствия 
гемолиза связаны с высвобождением гемоглобина 
и цитотоксическими воздействиями последнего, 
развитием анемии, ростом содержания билируби-
на, нарушением транспортировки кислорода [1, 2].

При разрушении мембраны эритроцитов из 
них в плазму выходят биологически активные ве-
щества, наиболее значимым из которых является 
свободный гемоглобин (Hbf) [3]. Внутрисосуди-
стый гемолиз сопровождается определенными па-
тофизиологическими реакциями. При разрушении 
эритроцита гемоглобин попадает в плазму крови, 
где связывается с гаптоглобином и гемопексином 
с дальнейшей элиминацией из организма [4]. Од-
нако выраженный гемолиз сопровождается исто-
щением запасов этих белков, вследствие чего Hbf 
взаимодействует с оксидом азота (NO) с образова-
нием метгемоглобина, что, в свою очередь, приво-
дит к дефициту NO. Дополнительным механизмом, 
способствующим истощению запасов NO, являет-
ся снижение уровня основного предшественника 
оксида азота L-аргинина под действием фермента 
аргиназы-1 [5]. Аргиназа-1 — это фермент цикла 
мочевины, который катализирует превращение 
L-аргинина в орнитин, что снижает уровень суб-
страта эндотелиальной NO-синтазы [6]. Наконец, 
разрушение эритроцитов сопровождается высво-
бождением асимметричного диметиларгинина, 
который является прямым ингибитором NO-син-
тазы [7]. Снижение синтеза и биодоступности 
оксида азота сопровождается негативными по-
следствиями, обусловленными потенцированием 
оксидативного стресса, развитием эндотелиаль-
ной дисфункции, а также активацией тромбоцитов 
и нейтрофилов. Описанные патофизиологические 
изменения ведут к нарушению перфузии тканей 
с последующими органными нарушениями [8–12].

Сегодня нет единого мнения о нормальных зна-
чениях содержания Hbf в плазме крови человека. 

Для биохимических анализаторов, используемых 
в клинике, обычно принимается референсный ин-
тервал 0,0–0,3 г/л. В литературе указывается, что 
у здоровых лиц уровень Hbf был в пределах 0,0767 
± 0,0043 г/л [13]. В другом исследовании у прак-
тически здоровых людей — 0,0306 ± 0,009 г/л [14].

Достаточно актуальной проблема гемоли-
за остается для кардиохирургии. Большинство 
операций на сердце выполняются в условиях ис-
кусственного кровообращения, сохраняющего 
высокий риск механического повреждения эри-
троцитов и развития гемолиза [15, 16]. Наша ис-
следовательская группа недавно показала, что 
в послеоперационном периоде кардиохирургиче-
ских вмешательств только у 10 % пациентов не на-
блюдается увеличение концентрации Hbf. У 82 % 
больных рост содержания этого соединения носит 
выраженный характер [17].

Сегодня наиболее изученным осложнением 
при кардиохирургических вмешательствах, ас-
социированным с негативным воздействием Hbf, 
является острое почечное повреждение. По дан-
ным разных исследований, частота повреждения 
почек после операций, выполненных в условиях 
искусственного кровообращения, может дости-
гать 30–50 % [18, 19]. Кроме острого повреждения 
почек гемолиз при кардиохирургических вмеша-
тельствах может вызывать и другие патологиче-
ские состояния, осложняющие течение периопе-
рационного периода, в частности артериальную 
и легочную гипертензию [14, 20].

Высокая клиническая значимость проблемы 
гемолиза и токсического воздействия Hbf диктует 
необходимость поиска путей снижения концен-
трации этого соединения в плазме крови. Теоре-
тически обоснованным направлением считается 
повышение внутрисосудистого содержания NO 
с целью восполнения дефицита NO, а также окис-
ления свободного оксигемоглобина до более бы-
стро элиминируемого метгемоглобина [20–23].

Цель исследования: в эксперименте с привле-
чением животных изучить влияние ингаляции ок-
сида азота (II) на содержание Hbf.

Гипотеза исследования: ингаляция оксида 
азота (II) в дозе 80 ppm снижает содержание Hbf 
при гемолизе у свиней.

Материалы и методы исследования
Протокол исследования был рассмотрен 

и утвержден на заседании Биоэтической комиссии 
ФГБУ «НМИЦ им. В. А. Алмазова» Минздрава 
России (протокол № 23-4/1 от 12.04.2023). В про-
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спективное рандомизированное контролируемое 
исследование включили 10 домашних свиней 
(Ландрас) женского пола в возрасте 3,9 (3,5; 4,3) 
месяца, медиана массы тела была равна 38,5 (38,1; 
42,2) кг.

Животные случайным образом с применением 
метода конвертов были разделены на две груп-
пы — контрольную (n = 5) и экспериментальную 
(n = 5). После индукции анестезии и выполнения 
оротрахеальной интубации животных переводи-
ли на искусственную вентиляцию легких (ИВЛ) 
через эндотрахеальную трубку. Животным ос-
новной и экспериментальной групп проводили 
моделирование гемолиза по методике, описанной 
Мухамадияровым Р. А. и соавторами [24]: путем 
внутривенного введения 3,7–3,9 г заранее приго-
товленного из крови каждого животного Hbf. Да-
лее животным экспериментальной группы назна-
чали ингаляцию NO в дозе 80 ppm, у животных 
контрольной группы продолжалась анестезия, 
мониторинг и ИВЛ, ингаляцию NO не использо-
вали. Через 6 часов после введения Hbf животных 
выводили из эксперимента.

Анестезиологическое обеспечение. Премеди-
кация включала внутримышечное введение зо-
лазепама/тилетамина (Zoletil Virbac, Франция) 
в дозировке 5 мг/кг. В асептических условиях 
осуществляли пункцию и катетеризацию перифе-
рической вены (ушная вена) катетером 18–20 G. 
После индукции анестезии пропофолом (Пропо-
фол-липуро, «Б Браун», Германия) в дозе 2–3 мг/кг 
проводили прямую ларингоскопию и интубацию 
трахеи. После интубации трахеи вводили неде-
поляризующий миорелаксант рокурония бромид 
(Круарон, «Верофарм», Россия) в дозе 0,6–1,2 мг/
кг. Поддержание анестезии осуществляли путем 
инфузии пропофола в дозировке 10–20 мг/кг/час. 
С целью обеспечения мониторинга центрального 
венозного давления и проведения инфузии лекар-
ственных препаратов всем животным под ульт-
развуковым контролем выполняли катетеризацию 
наружной яремной вены. Инвазивный мониторинг 
артериального давления осуществляли путем ка-
тетеризации бедренной артерии катетером 20 G 
(«Б Браун», Германия) по методике Сельдингера. 
С целью контроля темпа и характера диуреза уста-
навливали мочевой катетер нелатон 10 Fr.

Мониторинг витальных функций осущест-
вляли с помощью мониторной системы Mindray 
BeneView T8 (Mindray, КНР). Мониторный кон-
троль во время проведения эксперимента включал 
в себя пульсоксиметрию, электрокардиографию, 
измерение центральной температуры, инвазивное 
артериальное давление и центральное венозное 

давление, газовый состав вдыхаемой и выдыхае-
мой смеси, частоту дыхания.

ИВЛ проводили в режиме нормовентиляции 
и нормокапнии. Для ИВЛ использовали наркоз-
но-дыхательный аппарат Mindray Wato Ex-35 
(Mindray, КНР). Параметры интраоперационной 
ИВЛ: режим вентиляции с контролем по объему, 
минутный объем дыхания 20–30 мл/кг/мин, ча-
стота дыхания 8–14 в минуту, фракция кислорода 
во вдыхаемой смеси (FiO2) — 65 %. Коррекция па-
раметров ИВЛ проводилась по результатам окси-
метрии, капнометрии и анализа газового состава 
артериальной крови.

Ингаляционная терапия оксидом азота. У жи-
вотных экспериментальной группы осуществля-
лась подача NO в дыхательный контур аппара-
та ИВЛ с целевой концентрацией во вдыхаемой 
смеси 80 ppm. Источником NO служил аппарат 
«Тианокс», синтезирующий NO из атмосферного 
воздуха с использованием метода импульсно-пе-
риодического диффузного электродного разряда 
[25, 26]. Линия подачи смеси, содержащей NO, 
подключалась к магистрали вдоха на расстоянии 
30 см от эндотрахеальной трубки. Линия отбора 
проб газовой смеси для анализа содержания NO 
и NO2 отходила от магистрали вдоха непосред-
ственно перед Y-образным коннектором. Для ана-
лиза содержания NO и NO2 использовали газовый 
монитор аппарата «Тианокс». Ингаляция NO про-
должалась на протяжении 6 часов после индукции 
гемолиза до вывода животного из эксперимента.

Определение содержания Hbf и площади под 
кривой динамики концентрации Hbf. Содержание 
Hbf в плазме определяли на основе модифициро-
ванного гемоглобинцианидного метода и после-
дующего фотометрирования с использованием 
анализатора HemoCue Plasma/Low Hb (HemoCue 
AB, Швеция). Забор проб крови выполняли непо-
средственно перед введением Hbf, через 15 минут, 
далее — на каждой 30 минуте после введения Hbf, 
вплоть до 300 минуты. Расчет площади под кри-
вой динамики концентрации Hbf (AUC Hbf) про-
изводили методом трапеций.

Содержание метгемоглобина в плазме крови 
осуществляли с помощью аппарата ПолиГЕМ 
Экспресс Про (ЗАО «Техномедика», Россия). Уро-
вень метгемоглобина определяли исходно, через 
15 минут, 2, 4 и 6 часов после внутривенного вве-
дения Hbf.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз выполнен с помощью пакета MedCalc Statistical 
Software 20.218 (MedCalc Software Ltd, Бельгия). 
Учитывая малый объем выборки, использовали 
непараметрические методы. Для сравнения коли-
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чественных показателей применяли U-критерий 
Манна-Уитни. Учитывая малый объем выборки 
и распределение, отличное от нормального, дан-
ные представлены в виде медианы (Q1; Q3). Кри-
тическим уровнем значимости считали р = 0,05.

Результаты
В таблице 1 представлены данные об исход-

ном состоянии животных исследуемых групп. 
Ни по одному из приведенных параметров не было 
обнаружено статистически значимых различий, 

Таблица 1. Исходные показатели животных контрольной и экспериментальной групп,  
медиана (Q1; Q3), n = 10

Table 1. Baseline values of the control and experimental groups, median (Q1; Q3), n = 10

Показатель Контрольная группа, n = 5 Экспериментальная
группа, n = 5

Вес, кг 38,3 (37,2; 38,5) 40,7 (38,3; 43,4)

Возраст, мес. 3,7 (3,5; 4,1) 3,9 (3,6; 4,4)

Содержание гемоглобина, г/л 96 (82; 97) 91 (89; 97)

Исходное содержание Hbf, г/л 0,2 (0,2; 0,2) 0,4 (0,12; 0,4)

Содержание метгемоглобина, % 1,6 (1,6; 1,8) 2,2 (2; 2,4)

Доза Hbf, введенного для индукции гемолиза, г 3,8 (3,8; 3,9) 3,8 (3,7; 3,8)

Примечание: Hbf — свободный гемоглобин; между группами не обнаружено значимых различий ни по одно-
му из представленных параметров.

Рис. 1. Динамика содержания Hbf в исследуемых группах

Figure 1. Dynamics of Hbf in the study groups
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что позволило продолжить анализ результатов 
эксперимента.

При межгрупповом сравнении концентрации Hbf 
в плазме крови были получены следующие данные: 
уровень Hbf в основной группе был статистически 
значимо ниже в точках 30, 60 и 90 минут после вве-
дения Hbf. Данные представлены в таблице 2.

AUC Hbf в изучаемых группах продемонстри-
ровала статистически значимую разницу: AUC 
Hbf была значимо меньше в группе животных, ко-
торым выполняли ингаляцию NO. Динамика Hbf 
в исследуемых группах отражена на рисунке 1.

Данные о концентрации метгемоглобина у живот-
ных исследуемых групп представлены в таблице 3. 

Таблица 2. Содержание Hbf (г/л) у животных экспериментальной и контрольной групп,  
медиана (Q1; Q3), n = 10

Table 2. The Hbf value (g/l) of the experimental and control groups, median (Q1; Q3), n = 10

Время после
введения Hbf Контрольная группа, n = 5 Экспериментальная

группа, n = 5
Манна-Уитни 
U-тест

Исходно 0,2 (0,2; 0,2) 0,4 (0,12; 0,4) p = 0,33

15 минут 1,9 (1,78; 1,9) 1,9 (1,7; 1,9) p = 0,874

30 минут 1,7 (1,6; 1,9) 1,2 (1; 1,3) p = 0,047

60 минут 1,24 (1,2; 1,5) 0,9 (0,9; 1) p = 0,046

90 минут 0,94 (0,9; 1,2) 0,7 (0,7; 0.8) p = 0,035

120 минут 0,79 (0,71; 0,8) 0,6 (0,4; 0,7) p = 0,14

150 минут 0,7 (0,69; 0,7) 0,5 (0,3; 0,7) p = 0,287

180 минут 0,56 (0,5; 0,6) 0,5 (0,3; 0,5) p = 0,13

210 минут 0,5 (0,5; 0,57) 0,4 (0,3; 0,5) p = 0,067

240 минут 0,5 (0,5; 0,53) 0,4 (0,4; 0,5) p = 0,16

270 минут 0,5 (0,41; 0,6) 0,5 (0,2; 0,5) p = 0,164

300 минут 0,3 (0,3; 0,4) 0,5 (0,2; 0,5) p = 0,75

AUC Hbf, г/л/300 мин 272,8 (230; 272,5) 197 (183,3; 214,8) p = 0,009

Примечание: AUC Hbf — площадь под кривой динамики концентрации Hbf; Hbf — свободный гемоглобин.

Таблица 3. Содержание метгемоглобина (%) у животных экспериментальной и контрольной 
групп, медиана (Q1; Q3), n = 10

Table 3. Concentration of methemoglobin (%) of the experimental and control groups,  
median (Q1; Q3), n = 10

Время после
введения Hbf

Контрольная группа, n = 5 Экспериментальная
группа, n = 5

Манна-Уитни 
U-тест

Исходно 1,6 (1,6; 1,8) 2,2 (2; 2,4) p = 0,07

15 минут 1,7 (1,7; 2,2) 4,15 (3,2; 5,15) p = 0,009

120 минут 1,7 (1,3; 1,7) 4,9 (4,8; 5,25) p = 0,016

240 минут 1,8 (1,4; 2) 4,9 (4,25; 5,5) p = 0,008

360 минут 1,6 (1,2; 1,9) 4,15 (3,8; 4,9) p = 0,008
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Ингаляция NO сопровождалась значимым повыше-
нием уровня метгемоглобина по сравнению с группой 
контроля, что получило статистически значимое под-
тверждение на всех этапах исследования. Динамика 
концентрации метгемоглобина в изучаемых группах 
отражена на рисунке 2.

Обсуждение
В нашем исследовании продемонстрирована 

возможность снижения уровня Hbf путем ин-
галяционного введения оксида азота (II). Так, 
подача 80 ppm NO сопровождалась значимым 
снижением концентрации Hbf по сравнению 
с контрольной группой уже через 30 минут после 
внутривенного введения Hbf. Взаимодействие эк-
зогенного NO с Hbf подтверждалось повышени-
ем уровня метгемоглобина, содержание которого 
у животных опытной группы было значимо выше 
по сравнению с группой контроля на всех этапах 
эксперимента. В клинических исследованиях 
токсичным считается уровень метгемоглобина 
5 % [27]. В выполненном эксперименте метге-
моглобинемия не достигла критического уровня 

5 %, что позволяет говорить о безопасности вы-
бранной дозировки NO.

Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами работы, выполненной под руковод-
ством P. Minneci. Авторы использовали две моде-
ли острого внутрисосудистого гемолиза у собак. 
Первая модель предполагала внутривенную инфу-
зию воды для инъекций в дозе 16 мл/кг/час на про-
тяжении 6 часов с достижением содержания Hbf 
в плазме на уровне 200–300 мкмоль/л (3,2–4,8 г/л), 
вторая — внутривенное болюсное введение Hbf, 
полученного путем предварительного трехкратно-
го цикла замораживания/размораживания цельной 
крови животного с последующим центрифугиро-
ванием и фильтрацией. Авторы доказали гипотезу 
о том, что Hbf в плазме крови значительно сни-
жает биодоступность эндогенного NO, а также 
вызывает вазоконстрикцию и, как следствие, дис-
функцию эндотелия. Исследование результатов 
ингаляции оксида азота в дозировке 80 ppm проде-
монстрировало статистически значимое снижение 
уровня среднего артериального давления, индекса 
общего сосудистого сопротивления и сосудистого 

Рис. 2. Динамика содержания метгемоглобина в исследуемых группах

Figure 2. Dynamics of methemoglobin in the studied groups
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сопротивления малого круга, а также повышение 
сердечного индекса в сравнении с животными 
контрольной группы. Было показано, что ингаля-
ция NO вызывала окисление 85–90 % свободного 
оксигемоглобина с образованием метгемоглобина. 
Однако в этой работе не удалось подтвердить факт 
снижения содержания Hbf в ответ на ингаляцию 
NO [20].

В исследовании 1997 года внутрисосудистый 
гемолиз у свиней моделировали путем внутривен-
ного введения кровезаменителя гемоглобина, вну-
тримолекулярно сшитого диаспирином. Введение 
данного препарата сопровождалось ростом дав-
ления в легочной артерии, легочного сосудистого 
сопротивления. Было показано, что ингаляция NO 
в дозировке 5 и 10 ppm сопровождалась снижени-
ем давления в легочной артерии и легочного сосу-
дистого сопротивления [28]. На тот момент авторы 
не смогли объяснить механизм наблюдаемых из-
менений, однако сейчас, с большой долей вероят-
ности, мы можем предполагать, что NO окислял 
кровезаменитель с образованием менее токсич-
ного метаболита, а также восполнял дефицит эн-
дотелиального релаксирующего фактора, что со-
провождалось снижением тонуса сосудов малого 
круга кровообращения.

Мы обнаружили, что ингаляция NO ассоции-
рована со снижением уровня Hbf. Это потенциаль-
но может предотвратить негативные последствия 
внутрисосудистого гемолиза. Таким образом, вы-
полненное исследование позволяет рассматривать 
ингаляцию NO в постперфузионном периоде кар-
диохирургических вмешательств в качестве мето-
да профилактики и лечения последствий внутри-
сосудистого гемолиза, однако полученные данные 
требуют подтверждения в рандомизированных 
контролируемых клинических исследованиях 
с большим объемом выборки.

Заключение
Ингаляция NO в дозировке 80 ppm при гемоли-

зе позволяет снижать уровень Hbf. Ингаляция NO 
в дозировке 80 ppm при гемолизе повышает уро-
вень метгемоглобина в пределах безопасных зна-
чений. Требуется выполнение рандомизирован-
ных контролируемых клинических исследований 
с большим объемом выборки с целью подтвержде-
ния эффективности и безопасности предложенной 
методики.
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