
О Б Щ А Я Р Е А Н И М А Т О Л О Г И Я ,  2 0 1 3 ,  I X ;  418

www.niiorramn.ru

Интенсивная терапия любого критического со�
стояния направлена на адекватное обеспечение тканей
кислородом и предотвращение тканевой ишемии. В

экстренной медицине большое значение придается
маркерам тканевой ишемии — лактату, пирувату, уров�
ню оксигенации смешанной венозной крови и глике�
мии [1, 2]. Недостаточный транспорт кислорода, осо�
бенно на фоне высоких метаболических потребностей,
быстро истощает энергетические системы клетки и за�
пускает механизмы ее гибели [3—5]. Традиционно вы�
деляют две формы клеточной гибели: некроз и апоптоз
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Objective: to estimate the level of peripheral venous blood lymphocyte apoptosis and intraoperative hypoxia in victims with
acute massive blood loss. Subjects and methods. Twenty�two patients with open and close chest and abdominal traumas
complicated by acute massive blood loss were examined. All the patients were emergently operated on to stop bleeding.
Tissue metabolism was evaluated from gases, acid�base parameters, and plasma lactate, glucose, potassium, and sodium
levels. Apoptosis of mononuclear cells was studied and dead leukocytes were counted using flow cytometry. Results.
Preoperatively, the victims were found to have venous hypoxemia, hyperlactatemia, hyperglycemia, moderate leukocyto�
sis, and higher dead leukocyte counts. There were also raised counts of lymphocytes coming into the process of apoptosis.
A significant relationship was found between monocyte counts and hypoxia values. At the end of surgery, oxygen balance
values became stable and exerted an effect on the count of leukocytes, the relative level of granulocytes, the relative and
absolute counts of dead and damaged leukocytes, and the concentration of lymphocytes in the victims' venous blood dur�
ing the early stages of apoptosis, as evidenced by nonlinear regression models. Conclusion. The indicators of immunocom�
petent cell apoptosis and the count of venous blood dead leukocytes along with lactate levels and venous hypoxemia para�
meters reflect the degree of tissue hypoxia and may be used as specific markers. Key words: acute massive blood loss;
hypoxemia, lymphocyte apoptosis, dead leukocytes.
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Показатель, ед. измерения Значения показателей на этапах исследования
норма поступление конец значение

в операционную операции вероятности p

рН смешанной венозной крови 7,37±0,025 7,243±0,022 7,346±0,028 0,005
рvO2, мм рт. ст. 39±1,5 38,6±4,2 44,8±4,3 0,423
SvO2, % 72±2,5 60,1±7,9 78,2±4,6 0,091
ВЕ смешанной венозной крови, ммоль/л 0±1,3 �7,23±1,53 �1,07±1,36 0,008
Лактат, ммоль/л 1,1±0,25 4,22±0,86 5,36±0,93 0,124
Гликемия, ммоль/л 5,0±0,6 11,5±1,43 11,5±1,58 0,814
Гемоглобин, г/л 137,3±3,4 83±5,7 88±4,9 0,601
Гематокрит, % 40,7±0,9 25,5±1,6 25,1±1,5 0,243
Лейкоциты, 109/л 6,4±0,3 10,851±1,128 13,765±1,530 0,098
Гранулоциты, % 59,1±1,7 72±3,7 83±3,0 0,066
Лимфоциты, % 27,1±2,4 19,7±2,59 11,4±1,97 0,03
Моноциты, % 6,0±0,4 5,1±0,75 4,5±0,79 0,515
Погибшие клетки, абсолютное значение (109/л) 0,041±0,006 0,963±0,452 0,246±0,056 0,140
Погибшие клетки, % 0,71±0,06 8,88±4,15 2,61±0,88 0,078
Ранний апоптоз лимфоцитов, % 2,02±0,15 6,75±0,95 8,1±1,88 0,638
Поздний апоптоз лимфоцитов, % 0,08±0,02 0,40±0,08 0,43±0,09 0,533
CD95+ лимфоциты, % 41,7±1,8 60,8±4,47 56,4±5,04 0,583
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[6]. Гипоксия является пусковым фактором развития
как апоптоза, так и некроза клеток [6—10]. В этой свя�
зи обоснованным является исследование в динамике
клеточной гибели у больных на фоне массивной ост�
рой кровопотери. 

Цель работы — оценить реакцию лейкоцитов пе�
риферической венозной крови на интраоперацион�
ную гипоксию у пострадавших с острой массивной
кровопотерей. 

Материал и методы
Обследовано 22 больных (17 мужчин, 5 женщин) с откры�

той и закрытой травмой груди и живота, осложнившейся ост�
рой массивной кровопотерей на догоспитальном этапе (сред�
ний возраст 36±3,8 лет, суммарная кровопотеря 2797±238 мл
на больного, тяжесть травмы 34±0,7 баллов по шкале ISS). 

Все пациенты оперированы в экстренном порядке для ос�
тановки кровотечения. Анестезия была стандартной (кетамин,
фентанил, нимбекс в рекомендованных дозировках), всем
больным проводили ИВЛ с высокими фракциями кислорода
(0,8—1,0). Интраоперационная инфузионно�трансфузионная
терапия включала коллоидные и кристаллоидные среды, све�
жезамороженную плазму, донорские эритроциты и клеточный
компонент аутокрови, получаемый с помощью интраопераци�
онной аппаратной реинфузии на непрерывной аутотрансфузи�
онной системе CATS (Fresenius). 

Тканевой метаболизм во время операции в динамике оце�
нивали по газам и по показателям кислотно�основного состоя�
ния артериальной и смешанной венозной крови, уровню лакта�
та, гликемии, содержанию калия и натрия в плазме крови. 

Исследование апоптоза лимфоцитов и подсчет погибших
лейкоцитов крови проводили с помощью проточной цитомет�
рии [11—13]. Количество лимфоцитов, готовых к апоптозу,
оценивали по экспрессии Fas�рецептора с помощью монокло�
нальных антител CD95 и выражали в процентах по отношению
к общей популяции лимфоцитов. Относительное количество
лимфоцитов венозной крови, вступивших в апоптоз, определя�
ли с помощью Annexin V. Одновременное окрашивание клеток
витальным ДНК�специфичным красителем 7 амино�актино�
мицина D (7AAD) позволяло дифференцировать клетки на
ранних стадиях апоптоза (Annexin V+/ 7AAD�, ранний апоп�
тоз) от уже погибших клеток (Annexin V+/ 7AAD+, поздний

апоптоз). Определение числа погибших лейкоцитов перифе�
рической крови осуществляли с помощью витального красите�
ля 7AAD и моноклональных антител CD45 и выражали в ко�
личестве клеток в литре. Обследование проводили при
поступлении в операционную, непосредственно после хирур�
гической остановки кровотечения и в конце операции. 

Для определения значений физиологической нормы обсле�
довано 40 первичных доноров крови в возрасте от 20 до 45 лет. 

Статистическую обработку материала проводили с помо�
щью статистического пакета IBM SPSS Statistics 19 (IBM Inc.,
USA). Определяли средние величины (М), медиану (Ме),
среднее квадратичное отклонение (δ), стандартную ошибку
средней величины (m) анализируемых параметров. Данные
представлены в виде M±m. Связь между переменными опреде�
ляли с помощью коэффициента корреляции Спирмена (ρ).
Чтобы выявить виды связей между переменными и описать их,
мы дополнительно построили модели регрессии. С целью воз�
можной оценки зависимостей между переменными применили
процедуру «Подгонка кривых», отобрали статистически зна�
чимые уравнения регрессии и оценили адекватность модели по
коэффициенту детерминации (R2), отражающему долю изме�
нений зависимой переменной от предикторов. Данные считали
статистически значимыми при уровне вероятности p<0,05. 

Результаты и обсуждение

При поступлении у всех пациентов регистрирова�
ли убедительные гемодинамические признаки гипово�
лемии — синусовую тахикардию (ЧСС 110±3,9 ударов в
мин.), артериальную гипотензию (среднее АД 60±4,8
мм рт. ст.), низкое центральное венозное давление
(ЦВД 0,4±0,2 мм рт. ст.). При поступлении гемоглобин
был снижен до 83,0±5,7 г/л, гематокрит до 25,5±1,6%
(таблица). У половины пострадавших в этот период
транспорт кислорода не соответствовал тканевому по�
треблению, что проявлялось венозной гипоксемией
(таблица). Вследствие дисбаланса кислородного обме�
на накапливались кислые продукты метаболизма, что
приводило к метаболическому ацидозу и гиперлактате�
мии (таблица). У 20 (90,9%) больных уровень лактата
превышал значения физиологической нормы и состав�
лял 5,68±0,95 ммоль/л. 

Динамика лабораторных показателей на этапах наблюдения (M±s, n=22)



Кислородный долг и недостаток энергопродукции
при стрессе всегда активируют глюконеогенез, что про�
является гипергликемией. У обследованных больных
при поступлении уровень гликемии колебался от 5,5 до
21,5 ммоль/л, составляя 11,5±1,43 ммоль/л (таблица). 

Таким образом, у большинства обследованных па�
циентов еще до начала операции имелась так называе�
мая «триада гипоксии тканей», включающая венозную
гипоксемию, гиперлактатемию и гипергликемию. 

Уже при поступлении в операционную у постра�
давших регистрировали умеренный лейкоцитоз
10,8±1,1�109/л и изменение формулы крови (моноциты
5,1±0,8%, гранулоциты 72±3,7%, лимфоциты 20±2,6%).
В периферической крови определялось повышенное ко�
личество погибших лейкоцитов. Так, в венозной крови
пострадавших при поступлении абсолютное содержание
погибших клеток (DC) составило 0,963±0,452�109/л
при норме 0,041±0,006�109/л, относительное содержа�
ние мертвых клеток (DC%) 8,9±4,15% при норме
0,71±0,06%. При поступлении не выявлена статистичес�
ки значимая зависимость между количеством лейкоци�
тов в периферической крови и показателями pvO2, SvO2,
уровнем лактата, гликемией. Также мы не отметили зна�
чимых связей с такими показателями, как Hb, Ht. Таким
образом, повышенное содержание лейкоцитов при по�
ступлении в операционную обусловлено не столько ги�
поксией и/или анемией на момент поступления, а явля�
ется проявлением общей реакции организма на стресс. 

В то же время отмечена значимая зависимость со�
держания моноцитов от показателей гипоксии. Сниже�
ние показателей SvO2 и pvO2 сопровождалось повыше�
нием относительного количества моноцитов венозной
крови. Сила связи между относительным содержанием
моноцитов и уровнем SvO2 при поступлении была до�
статочно высокой, коэффициент корреляции Спирмена
ρ=�0,833 (р=0,01). Также достаточно отрицательные
связи существовали между относительным содержани�
ем моноцитов и уровнем pvO2 (ρ=�0,755; р=0,007). Бо�
лее точно отрицательная связь между уровнем моноци�
тов и SvO2 и pvO2 описывают статистически значимые
нелинейные регрессии:

Моноцитыпоступление, %=12,026��
exp{–0,026��pvO2поступление (мм рт. ст.)}

R2=0,507; р=0,011
и

Моноцитыпоступление, %=20,649+
–3,919��In SvO2поступление (%)}

R2=0,704; р=0,009
Также выявлена прямая взаимосвязь между отно�

сительным количеством моноцитов и уровнем лактата
при поступлении — ρ=0,606 (р=0,048). Отмечено влия�
ние уровня лактата (Lac) при поступлении на относи�
тельное содержание гранулоцитов в венозной крови,
что подтверждалось экспоненциальной регрессионной
моделью:

Гранулоцитыпоступление, %=91,246��
exp{–0,073��Lacпоступление (ммоль/л)}

R2=0,404; р=0,018

При поступлении относительное содержание лим�
фоцитов в венозной крови у 13 (59%) из 22 пострадав�
ших сохранялось в пределах физиологической нормы,
но у 9 пациентов уже в этот период отмечено развитие
лимфопении. Наряду с этим, повышалась концентрация
CD95+ лимфоцитов, экспрессирующих на поверхности
Fas�рецептор. Она составила 60,8±4,47% при норме
41,7±1,8%. Также было повышено содержание лимфоци�
тов, вступающих в процесс апоптотической гибели (ран�
ний апоптоз, РА), которое достигало 6,75±0,95% при
норме 2,02±0,15%. Среднее содержание уже погибших в
результате позднего апоптоза лимфоцитов (поздний
апоптоз, ПА) превышало допустимые значения и было
равно 0,40±0,08%. При низких концентрациях гемогло�
бина усиливается процесс апоптотической гибели лим�
фоцитов у пострадавших с массивной острой кровопоте�
рей, что подтверждается кубической регрессией: 

PAпоступление, %=–113,341+4,605��
Hbпоступление – 0,055��Hbпоступление +

2,05��10�4��Hbпоступление
3

R2=0,510; р=0,022
Своевременная хирургическая остановка крово�

течения и адекватное интраоперационное восполнение
гиповолемии способствовали стабилизации гемодина�
мики у большинства больных: ЧСС 82±4,7 ударов в
мин. (p<0,001, по сравнению с предыдущим этапом),
среднее АД 81±2,9 мм рт. ст. (р=0,001, по сравнению с
предыдущим этапом), ЦВД 4,6±0,46 мм рт. ст. (р=0,005,
по сравнению с предыдущим этапом). 

После гемотрансфузии показатели красной крови
изменились незначимо — Hb был равен 88,0±4,9 г/л
(р=0,601, по сравнению с исходными данными), Ht
25,1±1,5% (р=0,243). Значения pvO2 и SvO2 соответст�
вовали норме (таблица). В целом, проведенное лечение
позволило стабилизировать показатели кислородного
баланса (pvO2, SvO2). В конце операции у пострадав�
ших сохранялась гипергликемия 11,5±1,6 ммоль/л. Так�
же после завершения хирургического вмешательства
регистрировали гиперлактатемию 5,36±0,93 ммоль/л. 

После операции в венозной крови сохранялся лей�
коцитоз 13,8±1,5�109/л с изменением формулы (моно�
циты 4,5±0,8%, гранулоциты 83±3,0%, лимфоциты
11±1,9%). Отмечалась тенденция к снижению абсолют�
ного и относительного содержания поврежденных кле�
ток (различия с исходными данными статистически не�
значимы). При статистическом анализе выявлено, что
снижение SvO2 в конце операции стимулировало выброс
гранулоцитов, и повышало относительное и абсолютное
количество погибших и поврежденных лейкоцитов в ве�
нозной крови пострадавших, что подтверждалось нели�
нейными регрессионными моделями:

Гранулоцитыконец операции, %=–947,401+24,871��
SvO2конец операции –0,149��SvO2конец операции

R2=0,976; р=0,0024
и

DCконец операции=24633,345–633,43��
SvO2конец операции +4,051��SvO2конец операции

R2=0,830; р=0,0012

О Б Щ А Я Р Е А Н И М А Т О Л О Г И Я ,  2 0 1 3 ,  I X ;  420

www. niiorramn. ru



О Б Щ А Я Р Е А Н И М А Т О Л О Г И Я ,  2 0 1 3 ,  I X ;  4 21

К р о в о п о т е р я .  Г е м о с т а з

Абсолютное содержание погибших клеток у пост�
радавших зависело также от показателей красной кро�
ви, определенных после завершения гемотрансфузии в
конце операции:

DCконец операции=–2022,974+359,693��
Htконец операции –17,6��Htконец операции +

0,269��Htконец операции

R2=0,794; р=0,001
Относительное содержание погибших клеток

(DC%) в конце операции также нелинейно зависело от
финального уровня Ht (R�квадрат 0,674, р=0,003). 

Учитывая вероятность отсроченных реакций, про�
веден анализ зависимостей и регрессий между характе�
ристиками лейкоцитарной системы в конце операции и
исходными показателями кислородного баланса. Выяв�
лены прямые корреляционные связи между абсолют�
ным количеством погибших лейкоцитов в конце опера�
ции и исходными показателями pvO2 (ρ=0,671,
р=0,017), между относительным содержанием погиб�
ших клеток в конце операции и исходным SvO2

(ρ=0,862, р=0,003). Эта реакция клеток белой крови в
том числе, может быть обусловлена нарастанием арте�
риовенозного шунтирования у ряда пострадавших и
прогрессированием тканевой ишемии. Значимость
SvO2 в начале операции как предиктора гибели клеток в
конце операции описывает регрессионная модель:

DC%конец операции=5,693–0,005��
SvO2

2
конец операции +

5,91��10�5��SvO2
3
конец операции

R2=0,817; р=0,006
На фоне относительной лимфопении, развившей�

ся у всех пациентов к моменту окончания хирургичес�
кого лечения, содержание CD95+ лимфоцитов сохраня�
лось умеренно повышенным — 56,4±5,0 % (р=0,583, по
сравнению с исходным уровнем). Также сохранялось
увеличенным содержание лимфоцитов, вступающих в
процесс апоптотической гибели и уже погибших
8,1±1,8% (РА) и 0,43±0,09% (ПА), соответственно. За�
висимость реакции клеток иммунной системы от пока�
зателей кислородного баланса на этом этапе исследова�
ния подтверждали значимая корреляция между РА и
уровнем pvO2 в конце операции (ρ=0,936, р<0,0001) и
регрессионные зависимости:

PAконец операции=
149,632–4,293��SvO2конец операции +

0,031��SvO2
2
конец операции

R2=0,784; р=0,022

и
PAконец операции=

–9,461+15,791��Lacпоступление –
4,388��Lac2

поступление + 0,321��Lac3
поступление

R2=0,633; р=0,037
Таким образом, тканевая гипоксия, сформировав�

шаяся к моменту поступления пострадавших в опера�
ционную, оказывала действие на костный мозг, что при�
водило к активизации гранулоцитарного и
моноцитарного ростков с образованием нейтрофилов и
моноцитов. Известно, что моноциты в течение часа реа�
гируют на стрессовое воздействия и быстро поступают
в кровеносное русло [6]. Поэтому уже к началу хирур�
гического лечения у обследованных пострадавших от�
мечали сильную корреляционную связь между марке�
рами тканевой ишемии и содержанием моноцитов
венозной крови. Динамика уровня поврежденных и по�
гибших лейкоцитов была связана с показателями кис�
лородного баланса и не позволяла исключить влияние
нарастающей тканевой гипоксии и увеличивающегося
артериовенозного шунта у ряда пострадавших. Показа�
тели артериовенозного шунтирования непосредственно
не исследовались, так как наличие такой зависимости
не предполагалось. Лимфоциты реализуют свои функ�
ции с большими временными затратами. Гипоксия яв�
ляется одним из пусковых факторов апоптотической
гибели лимфоцитов [4, 6], этот факт подтвердился ста�
тистически значимым влиянием уровня SvO2 и лактата
при поступлении на концентрацию в периферической
крови лимфоцитов, в том числе, вступающих в процесс
апоптотической гибели, у пострадавших после оконча�
ния операции. При этом линейных зависимостей вы�
явить не удалось, что мы связываем с наличием физио�
логической реакции лимфоцитов на стресс и гипоксию. 

Заключение

Увеличение концентрации лимфоцитов венозной
крови на ранних стадиях апоптоза у пострадавших во
время хирургического гемостаза является физиологи�
ческой реакцией на травматический шок, кровопотерю
и гипоксию. Показатели апоптоза иммунокомпетент�
ных клеток и содержание погибших лейкоцитов веноз�
ной крови наравне с уровнем лактата и параметрами ве�
нозной гипоксемии отражают степень гипоксии тканей
и могут быть использованы в качестве специфических
маркеров. 
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