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Аннотация
Актуальность. Оперативные вмешательства в усло-
виях искусственного кровообращения и циркулятор-
ного ареста осложняются нарушением микроцирку-
ляции в тканях, при этом ведущим патогенетическим 
фактором ишемически-реперфузионного поврежде-
ния является митохондриальная дисфункция при ги-
поксии. В этой связи поиск методов органопротек-
ции крайне актуален, а применение оксида азота 
ввиду его плюрипотентных свойств выглядит много
обещающим.

Цель. Изучить митохондриальное повреждение 
в биоптатах почек под воздействием искусственно-
го кровообращения и циркуляторного ареста при мо-
делировании кардиохирургической операции и оце-
нить органопротекцию оксидом азота в эксперименте.

Методы. Исследование выполнено на баранах ал-
тайской породы и включало моделирование искусст-
венного кровообращения и циркуляторного ареста. 
В первой группе (n = 6) проводили интраоперацион-
ную донацию оксида азота. Во второй группе (n = 6) не 
осуществляли донацию оксида азота. Оценивали ми-
тохондриальное повреждение в биоптатах почек по-
средством измерения трансмембранного потенциала 
и Са2+-связывающей способности митохондрий, а так-
же концентрации аденозинтрифосфата и лактата. 

Результаты. Терапия оксидом азота сопровождалась 
меньшей степенью митохондриальной дисфункции 
в биоптатах почек по сравнению с контрольной группой.

Заключение. Энергетическое обеспечение тканей 
в условиях искусственного кровообращения и цир-
куляторного ареста в эксперименте улучшается на 
фоне донации оксида азота в концентрации 80 ppm.
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Введение

Острое повреждение почек (ОПП) — распростра-
ненное, серьезное и зачастую несвоевременно диаг-
ностируемое осложнение при кардиохирургических 
операциях в условиях искусственного кровообра-
щения (ИК) и циркуляторного ареста (ЦА) [1]. Часто-
та ОПП даже после рутинных операций аортокоро-
нарного шунтирования составляет 30–52 % случаев, 
при этом 1–7 % пациентов из них нуждаются в заме-
стительной почечной терапии [2; 3]. При оператив-
ных вмешательствах на аорте частота ОПП достигает 
77,6 % с потребностью в заместительной почечной 
терапии в 16 % случаев [4–6]. Около 90 % случаев 
ОПП по степени тяжести относятся к I стадии. Однако 
даже субклиническое ОПП ассоциировано с ослож-
ненным течением послеоперационного периода, 
увеличением продолжительности лечения и финан-
совых затрат, а также является независимым предик-
тором 30-дневной послеоперационной смертности 
[7–11]. Эпизод ОПП в послеоперационном периоде 
приводит к удвоению общих затрат на госпитализа-
цию [12]. Пациенты с данной патологией требуют до-
полнительных финансовых затрат на постгоспиталь-
ном этапе, что безусловно подчеркивает значимость 
проблемы в кардиохирургии. 

Почки являются высокоэнергозатратным ор-
ганом. Клетки эпителия проксимальных извитых 
канальцев почек при реабсорбции потребляют 
большое количество энергии. Однако при ише-
мии и реперфузии, развивающейся по причине 
расстройства микроциркуляции при оперативных 
вмешательствах в условиях ИК и ЦА, происходят 
дисфункция электронной транспортной цепи ми-
тохондрий, снижение синтеза молекул аденозин-
трифосфата (АТФ) и повреждение эпителиальных 
клеток вплоть до их гибели. Этот процесс можно 
считать первым звеном органной дисфункции при 
кардиохирургических операциях в условиях ИК 
и циркуляторного ареста. 

Оптимальной стратегии органопротекции при 
операциях на дуге аорты с ЦА нет. Многообещаю-
щим считается определение фармакологических 
агентов, служащих медиаторами нефропротектор-
ных механизмов. В этой связи перспективным вы-

глядит применение оксида азота (NO), ввиду его 
плюрипотентных свойств, с целью снижения сте-
пени выраженности и частоты острого поврежде-
ния почек.

Механизмы ренопротективного действия газо-
образного NO изучены недостаточно. F. Hofmann 
предположил, что молекулярный механизм рено-
протекторного действия NO аналогичен механизму 
кардиопротекторного действия доноров NO и вклю-
чает активацию внутриклеточных сигнальных путей 
для реализации органопротективного фенотипа [13]. 
Конечный эффект этих событий — повышение то-
лерантности митохондрий к гипоксии / реоксиге-
нации [14]. Изучение роли митохондриальной дис-
функции в развитии ОПП может быть важно для 
клинической практики и планирования дальней-
ших исследований для определения потенциальных 
целевых групп пациентов, отвечающих на лечение.

Цель — изучить митохондриальное повреждение 
в биоптатах почек из-за воздействия искусственно-
го кровообращения и циркуляторного ареста при 
моделировании кардиохирургической операции 
и оценить органопротекцию оксидом азота в экс-
перименте. 

Методы
Исследование проводили в соответствии с ме-

ждународными стандартами гуманного обращения 
с животными и директивой 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета Европейского союза от 
22 сентября 2010 г. по охране животных, а также со-
гласно приказу Минздрава № 199н «Об утвержде-
нии правил надлежащей лабораторной практики» 
от 1 апреля 2016 г., Принципам надлежащей лабо-
раторной практики ГОСТ 33044–2014 и руководст-
ву Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 
2011 г. Исследование одобрил комитет по биомеди-
цинской этике НИИ кардиологии (протокол № 230 от 
28 июня 2022 г.).

Провели проспективное рандомизированное 
контролируемое экспериментальное исследо-
вание на баранах алтайской породы. Для рандо-
мизации использовали метод запечатанных не-
прозрачных конвертов. Подготовку конвертов 
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осуществляли до набора животных в исследова-
ние. В каждом конверте находилось 1 кодовое 
слово: NO либо контроль. Непосредственно перед 
началом эксперимента открывали 1 конверт, со-
держимое не разглашали. Животных разделяли на 
2 равные группы: 6 баранам проводили донацию 
NO в концентрации 80 ppm (ИК + ЦА + NO); 6 бара-
нов — контрольная группа (ИК + ЦА).

Начинали эксперимент с премедикации и ввод-
ной анестезии, после чего выполняли прямую ла-
рингоскопию с последующей оротрахеальной ин-
тубацией. Использовали стандартный мониторинг 
при анестезии с помощью мониторинговой систе-
мы BSM-4104A (Nihon Kohden, Токио, Япония), вклю-
чавший электрокардиографию, инвазивный мони-
торинг артериального давления, пульсоксиметрию, 
термометрию, а также осуществляли учет диуреза. 
С целью инвазивного мониторинга артериально-
го давления и забора образцов для лабораторно-
го анализа газового состава крови катетеризирова-
ли общую сонную артерию, катетер 7F. Внутреннюю 
яремную вену катетеризировали для инфузионной 
терапии, катетер 7F.

Электролитный баланс и кислотно-основное со-
стояние артериальной крови определяли на прибо-
ре STAT PROFILE Critical Care Xpress (Nova Biomedical, 
Уолтем, США). 

Проводили ИК с использованием аппарата 
Maquet Jostra HL20 и неонатального оксигенато-
ра Kids D100 (Dideco, Милан, Италия). Площадь по-
верхности тела барана приняли за 1,1 м2. Осуществ-
ляли ИК в непульсирующем режиме. Подключали 
аппарат ИК по принятой методике по схеме аорта – 
полые вены. Перфузионный индекс — 2 л/мин/м2. 
В обеих группах не применяли вазоактивные пре-
параты. Продолжительность ИК была одинаковой 
у всех животных и составила 90 мин.

В первой группе (ИК + ЦА + NO) проводили ин-
траоперационную донацию NO в концентрации 
80 ppm. Непосредственно после интубации тра-
хеи и перевода животных на искусственную вен-
тиляцию легких инициировали донацию NO, для 
чего в дыхательный контур в асептических усло-
виях встраивали коннектор с переходником Люе-
ра, через который проводили донацию NO. Далее 
для очистки от диоксида азота (NO2) газовоздушная 
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смесь проходила через поглотитель, содержащий 
гидроксид кальция. Для мониторинга фракцион-
ной концентрации NO/NO2 во вдыхаемой смеси за-
бор осуществляли из линии вдоха газов (рисунок). 

В контур экстракорпоральной циркуляции осу-
ществляли донацию NO после начала ИК и дости-
жения расчетной объемной скорости перфузии. 
Для донации NO в магистраль подачи газовоздуш-
ной смеси в асептических условиях встраивали до-
полнительную линию. Коннектор линии доставки 
NO максимально приближали к оксигенатору аппа-
рата ИК (рисунок). 

Для доставки и мониторинга NO и NO2 использо-
вали аппарат для терапии оксидом азота «Тианокс» 
(ФГУП «РФЯЦ-ВНИИЭФ», Саров, Россия). Проводили 
ЦА после достижения умеренной гипотермии (30–
32 °C) путем пережатия нисходящей аорты в тече-
ние 15 мин с последующей реперфузией и согре-
ванием до 37 °C. Во время гипотермического ЦА не 
проводили донацию NO. Доставку NO продолжали 
после перевода на самостоятельное кровообраще-
ние через контур искусственной вентиляции легких 
до вывода животных из эксперимента (через 1 ч по-
сле окончания ИК).

В группе контроля донацию NO не проводили. 
Эксперимент включал гипотермический ЦА (30–
32 °C) в течение 15 мин с последующей реперфузи-
ей и согреванием до 37 °C.

Всех животных отлучали от аппарата ИК и в тече-
ние 1 ч наблюдали обе группы на фоне самостоя-
тельного кровообращения, далее осуществляли за-
бор биоптатов почек и выполняли вывод животных 
из эксперимента. После извлечения сразу помеща-
ли фрагмент ткани почки в охлажденный до 2–4 °С 
буфер (70 ммоль/л сахарозы, 210 ммоль/л маннито-
ла, 6 ммоль/л этиленгликольтетрауксусной кислоты, 
10 ммоль/л хепеса и 5 мг/мл бычьего сывороточно-
го альбумина, рН 7,4) для выделения митохондрий, 
которое осуществляли по описанному в литерату-
ре методу [15].

Для оценки митохондриального повреждения 
в биоптатах почки определяли трансмембранный 
потенциал митохондрий, а также их кальций-связы-
вающую способность. Трансмембранный потенциал 
митохондрий измеряли с помощью спектрофлуори-
метра Shimadzu RF-5301-PC (Shimadzu Corporation, 
Киото, Япония) с использованием катионного флю-
оресцентного зонда этилового эфира тетраметил-
родамина (Molecular Probes, Юджин, США). Длина 
волны возбуждения — 550 нм, длина волны из-
лучения — 575 нм. О величине трансмембранно-
го потенциала судили по падению интенсивности 

флюоресценции после добавления 100 нмоль/л 
карбонилцианид-4-(трифторметокси)фенилгидра-
зона (FCCP, Sigma-Aldrich, Сент-Луис, США). Величина 
трансмембранного потенциала митохондрий пред-
ставлена как разница интенсивности флюоресцен-
ции до и после добавления FCCP в пересчете на еди-
ницу массы белка в суспензии митохондрий.

Кальций-связывающую способность (КСС) ми-
тохондрий оценивали с использованием Ca2+-
чувствительного флуоресцентного красителя 
CalciumGreen-5N (Molecular Probes) с помощью спек-
трофлуориметра Shimadzu RF-5301-PC (Shimadzu 
Corporation). Длина волны возбуждения — 555 нм; 
длина волны излучения — 577 нм. КСС митохон-
дрий вычислялась по максимальному количеству 
аккумулированного митохондриями Ca2+ в расче-
те на 1 мг белка.

Определение АТФ проводили с использованием 
биолюминесцентного набора ATP Bioluminescent 
Assay Kit (Sigma-Aldrich) на хемилюминометре Lucy-2 
(Anthos Labtec Instruments, Зальцбург, Австрия).

Определение лактата проводили иммуно-
ферментным методом с использованием набора 
L-Lactate Assay Kit (Sigma-Aldrich) на многофунк-
циональном микропланшетном ридере Infinite 
200 (Tecan, Меннедорф, Швейцария).

Статистический анализ

Статистический анализ выполняли в пакетах 
Statistica 10.0 (StatSoft, США). Нормальность рас-
пределения количественных показателей прове-
ряли по критерию Шапиро – Уилка и описывали 
средним значением и стандартным отклонением. 
Различия количественных показателей в группах 
анализировали с помощью критерия Стьюдента для 
независимых групп. В тех случаях, когда статисти-
ка частот (р-значение) не позволяла отвергнуть ну-
левую гипотезу о равенстве средних в сравнивае-
мых группах, применяли фактор Байеса. Пороговый 
уровень значимости при проверке гипотез состав-
лял р = 0,05.

Результаты

Показатели гемодинамики, кислотно-основной 
и газовый состав крови, а также ионограмма в те-
чение эксперимента у животных в обеих группах 
были стабильные и статистически значимо не раз-
личались. 

Показатели митохондриального повреждения 
в биоптатах почек представлены в таблице. 

А.М. Бойко, Н.О. Каменщиков, А.Г. Мирошниченко, Ю.К. Подоксенов, Ю.С. Свирко, В.А. Луговский, М.Л. Дьякова, И.В. Кравченко,  
А.В. Мухомедзянов, Л.Н. Маслов, Б.А. Базарбекова, К.А. Петлин, Д.С. Панфилов, Б.Н. Козлов 

Оксид азота и митохондриальное повреждение в ткани почек при моделировании искусственного кровообращения и циркуляторного ареста: 
экспериментальное исследование

Патология кровообращения и кардиохирургия. 2024;28(1):41-49. DOI: 10.21688/1681-3472-2024-1-41-49

https://doi.org/10.21688/1681-3472-2024-1-41-49


45

Митохондриальный трансмембранный потенци-
ал в биоптатах почек через 1 ч после отлучения от 
ИК составил 123,33 ± 18,61 и 108,33 ± 23,16 ед./мг 
белка в первой и второй группах соответственно. 
Митохондриальный трансмембранный потенциал 
в среднем был несколько выше в первой группе, чем 
во второй, p = 0,245. Однако более чувствительный 
фактор Байеса log10K = 0,628 > 0,5 и p = 0,245, соот-
ветствующие 2 битам информации против нулевой 
гипотезы, подтверждают существование небольших 
различий между средними значениями митохонд-
риального трансмембранного потенциала в иссле-
дуемых группах.

КСС в биоптатах почек через 1 ч после отлу-
чения от ИК составил 516,66 ± 147,19 и 366,66 ± 
163,29 нмоль CaCl2/мг белка в первой и второй груп-
пах соответственно. В первой группе КСС в среднем 
была больше, чем во второй, причем различия не 
были статистически значимыми, p = 0,205. При этом 
коэффициент Байеса log10K = 0,833 > 0,5 и p = 0,205, 
соответствующие 2 битам информации против ну-
левой гипотезы, подтверждают существование не-
больших различий между средними значениями 
КСС в исследуемых группах. 

Концентрация АТФ в биоптатах почек через 
1 ч после отлучения от ИК составила 3,63 ± 0,72 
и 3,95 ± 0,64 нмоль/г в первой и второй группах соот-
ветственно. Статистически значимых различий в кон-
центрации АТФ между исследуемыми группами нет, 
р = 0,394. Это значение p дает мало информации как 
для принятия, так и отклонения нулевой гипотезы.

Концентрация лактата в биоптатах почек через 
1 ч после отлучения от ИК составила 12,18 ± 4,02 
и 15,36 ± 2,60 нмоль/г в первой и второй группах со-
ответственно. В первой группе концентрация лакта-
та была ниже, чем во второй, но статистически зна-
чимых различий не было, p = 0,135. При этом фактор 

Байеса log10K = 0,893 > 0,5 и p = 0,135, соответству-
ющие 3 битам информации против нулевой гипоте-
зы, подтверждают существование небольшого сни-
жения между средними концентрациями лактата 
в первой группе по сравнению со второй.

Обсуждение 
В данном экспериментальном исследовании из-

учили потенциальный нефропротективный эффект 
доставки NO посредством оценки выраженности 
митохондриального повреждения при моделиро-
вании кардиохирургической операции в условиях 
ИК и циркуляторного ареста. 

Плюрипотентные свойства NO могут быть реали-
зованы за счет эффектов фармакологического пре-
кондиционирования [16], прямого антиоксидант-
ного и противовоспалительного действий, а также 
опосредованного снижения оксидативного повре-
ждения почечных канальцев при конверсии сво-
бодного оксигемоглобина в метгемоглобине [17; 
18]. За счет связывания с активными центрами ци-
тохром с-оксидазы аэробной дыхательной цепи пе-
реноса электронов на внутренней мембране мито-
хондрий и модуляции потребления O2 в базальных и 
стимулированных условиях NO способен оказывать 
воздействие на энергетический баланс митохон-
дрий [19]. Обратимое конкурентное ингибирование 
клеточного дыхания в этом случае носит адапта-
ционный характер, что позволяет снизить кисло-
родный запрос митохондрий за счет постепенного 
восстановления электронного транспорта и протон-
ного градиента при ишемии и реперфузии, а также 
оптимизировать биоэнергетику и ограничить мито-
хондриальную дисфункцию, опосредованную актив-
ными формами кислорода [20–22]. A. Kumar и соавт. 
обнаружили, что митохондрии при ишемии и ре-
перфузии в присутствии донаторов NO значительно 

Показатель, M ± SD Первая группа (ИК + ЦА + NO) Вторая группа (ИК + ЦА) p

Митохондриальный трансмембранный потен-
циал, ед./мг 123,33 ± 18,61 108,33 ± 23,16 0,245

Кальций-связывающая способность, нмоль 
CaCl2/мг белка 516,66 ± 147,19 366,66 ± 163,29 0,205

Концентрация аденозинтрифосфата, нмоль/г 3,63 ± 0,72 3,95 ± 0,64 0,394

Концентрация лактата, нмоль/г 12,18 ± 4,02 15,36 ± 2,60 0,135

Митохондриальное повреждение в биоптатах почек через 1 ч после отлучения от искусственного кровообращения

Примечание. ИК — искусственное кровообращение, ЦА — циркуляторный арест, NO — оксид азота.
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в меньшей степени подвержены окислительному 
повреждению за счет модуляции активности ком-
плекса I дыхательной цепи [23]. NO-опосредован-
ная гибернация митохондрий в условиях высокого 
уровня окислительного стресса, обусловленного 
ИК, может предотвращать взрывную генерацию 
активных форм кислорода и свободнорадикаль-
ное повреждение мембранных структур, что под-
тверждает высокий протонный градиент мембран 
митохондрий и снижение интрамитохондриально-
го кальциевого инфлюкса [24]. 

Адекватное энергетическое обеспечение тка-
ней осуществляется при нормальном функциони-
ровании митохондрий. По тканевой концентра-
ции АТФ и лактата в биоптатах почек можно судить 
о функциональном состоянии митохондрий после 
воздействия ишемии, а также эффективности лю-
бых нефропротекторных стратегий [25]. Величина 
трансмембранного потенциала митохондрий опре-
деляет эффективность синтеза АТФ. Са2+-связыва-
ющая способность митохондрий определяет вы-
живаемость клеток после воздействия стрессовых 
факторов.

В исследовании мы не получили статистиче-
ски значимых различий в концентрации АТФ в би-
оптатах почек между группами, что можно объяс-
нить адекватным уровнем перфузии во время ИК 
и непродолжительным ЦА при гипотермии, в связи 
с чем не происходило перехода метаболизма почеч-
ной паренхимы на анаэробный гликолиз. Наши ре-
зультаты не согласуются с данными S. Shiva и соавт., 
согласно которым митохондрии после воздействия 
ишемии и реперфузии в группе, получавшей дона-
торы NO, восстановили синтез АТФ на 78 ± 2 %, в то 
время как в контрольной группе этот показатель со-
ставил 52 ± 4 % [20]. Мы отметили устойчивое улуч-
шение энергетического обеспечения тканей, о чем 
свидетельствуют повышение трансмембранного по-
тенциала митохондрий и Са2+-связывающей способ-
ности митохондрий и снижение концентрации лак-
тата через 60 мин после отлучения от ИК в биоптатах 
почек в группе терапии оксидом азота. 

Заключение 
В условиях искусственного кровообращения 

и циркуляторного ареста в эксперименте на фоне 
доставки NO в концентрации 80 ppm оптимизация 
энергетического обеспечения тканей подтверждает 
снижение митохондриального повреждения и воз-
можности органопротекции NO. Необходим даль-
нейший поиск стратегии применения ингаляцион-
ного оксида азота.
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Abstract

Introduction: Surgical interventions under cardiopulmonary bypass and circulatory arrest are complicated by impaired 
microcirculation in tissues; during hypoxic period the mitochondria dysfunction becomes the leading pathogenetic factor of 
ischemia-reperfusion injuries. In this regard, the search for methods of organ protection seems to be an extremely urgent task. 
The using of nitric oxide can be a promising technique given its pluripotent properties.

Objective: The study was aimed to examining of mitochondria injuries in kidney biopsies stipulated by cardiopulmonary 
bypass and circulatory arrest when simulating cardiac surgery, as well as to assessing the potentials of organ protection with 
nitric oxide in the experiment.

Methods: The study was carried out on Altai breed sheep and included simulating of cardiopulmonary bypass and circulatory 
arrest. The first group (n = 6) was provided with intraoperative nitric oxide donation. The second group (n = 6) served as 
a control (without nitric oxide donation). Mitochondria injuries were assessed in kidney biopsies by measuring transmembrane 
potential and Ca2+-binding capacity of organelles, as well as by determining ATP and lactate concentrations.

Results: Nitric oxide therapy was associated with less mitochondria dysfunction in kidney biopsies compared with the control 
group. There was a steady trend to the amelioration of the energy maintenance in the renal parenchyma in the nitric oxide 
donation group.

Conclusion: A steady trend towards optimizing the energy supply of tissues under cardiopulmonary bypass and circulatory 
arrest was revealed in an experiment against the background of NO donation at a concentration of 80 ppm.

Keywords: Adenosine Triphosphate; Animals; Cardiopulmonary Bypass; Kidney; Mitochondrial Diseases; Nitric Oxide; 
Reperfusion Injury
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