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Цель исследования. Обоснование применения перфторана для коррекции морфологических изменений эритроцитов
и биохимических показателей крови при острой кровопотере. Материалы и методы. Эксперименты проведены на
нелинейных крысах�самцах весом 250—300 г под нембуталовым наркозом. Кровопотерю осуществляли посредством
эксфузии артериальной крови до достижения АД=40 мм рт. ст., после чего данный уровень артериальной гипотензии
поддерживали в течение 60 минут. Затем проводили реинфузия забранного объема крови. Перфторан в дозе 3 мл/кг
вводили внутриартериально за 45 мин до начала кровопотери. На следующие сутки проводили забор проб артериаль�
ной и венозной крови. Исследовали показатели обмена веществ (КОС, Hb, Ht, биохимический анализ крови), мор�
фологические характеристики эритроцитов (размер дискоцитов, процентное содержание стоматоцитов и эхиноци�
тов) и содержание ретикулоцитов в периферической крови. Результаты. Перфторан оказывал нормализующее
действие на показатели КОС крови. Через сутки после кровопотери и реинфузии в группе 1 (без введения перфтора�
на, n=8) отмечали снижение показателей Hb, Ht и сывороточного железа в сравнении с группой 3 (интактные живот�
ные, n=12). В группе 2 (с введением перфторана, n=10) эти показатели снижались в меньшей степени. В эти же сро�
ки в группе 2 меньше была выражена гиперхолестеринемия по сравнению с группой 1. В группе 2 средний диаметр
дискоцита был больше, чем у животных двух других групп. Содержание эхиноцитов в группе 1 возрастало до 32% при
их практически полном отсутствии у интактных животных. У животных группы 2 содержание эхиноцитов не отлича�
лось от интактных. По сравнению с группой 3 в группе 1 процентное содержание ретикулоцитов снизилось в 4,5 раза
(р��0,05), в то время как в группе 2 наблюдалось увеличение этого показателя в 2,2 раза (р��0,05). Заключение. Вве�
дение перфторана в дозе 3 мл/кг массы тела за 45 мин до кровопотери способствует повышению показателей гемогло�
бина, гематокрита, сывороточного железа и снижению общего холестерина. Введение перфторана увеличивает так�
же средний диаметр эритроцитов; предупреждает развитие их эхиноцитарной трансформации и улучшает
регенераторные способности костного мозга через сутки после кровопотери и реинфузии. Ключевые слова: биохими�
ческие показатели, эритроцит, ретикулоцит, кровопотеря, реинфузия, перфторан.

Objective: to provide a rationale for the use of perfluorane to correct erythrocyte morphological changes and blood bio�
chemical indicators in acute blood loss. Material and methods. Experiments were carried out in outbred male rats weighing
250—300 g under nembutal anesthesia. Blood loss was induced by arterial blood exfusion until blood pressure (BP) reached
40 mm Hg, following which this BP level was maintained for 60 minutes. Then the amount of blood withdrawn was rein�
fused. Perfluorane was injected intraarterially at a dose of 3 ml/kg 45 min before the start of blood loss. On the following
day arterial and venous blood samples were harvested. The values of metabolic parameters (acid�base balance (ABB),
hemoglobin (Hb), packed cell volume (PCV), and blood biochemistry), the morphological characteristics of erythrocytes
(the size of discocytes and the percentage of stomatocytes and echinocytes), and the levels of reticulocytes in peripheral
blood were studied. Results. Perfluorane exerted a normalizing effect on the values of blood ABB. Twenty�four hours after
blood loss and reinfusion, Group 1 (a non�perfluorane group; n=8) showed reductions in Hb, PCV, and serum iron as com�
pared to Group 3 (intact animals; n=12). In Group 2 (a perfluorane group; n=10), these indicators were decreased to a less�
er extent. In these time periods, hypercholesterolemia was less marked in Group 2 than in Group 1. In Group 2, the mean
diameter of a discocyte was larger than that in the animals of the two other groups. Group 1 displayed as high as 32%
increases in the count of echinocytes with their virtually complete absence in the intact animals. At the same time, the lev�
els of echinocytes in Group 2 animals were similar to those in the intact animals. As compared to Group 3, Group 1 exhib�
ited a 4.5�fold drop in the percentage of reticulocytes (р��0.05) while Group 2 showed a 2.2�fold rise in this indicator
(р��0.05). Conclusion. The injection of perfluorane at a dose of 3 ml/kg body weight 45 min prior to blood loss causes an
increase in the values of Hb, PCV, and serum iron and a reduction in total cholesterol. The administration of perfluorane
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Травма.  Кровопотеря

Введение

С конца XX века отмечается тенденция к ограни�
чению использования препаратов донорской крови для
коррекции анемии, в частности, постгеморрагической
[1]. Это во многом обусловлено лучшим пониманием
патофизиологии острой кровопотери, результатами
крупных клинических исследований [2, 3], а также все
большей настороженностью в отношении серьезных
осложнений гемотрансфузии. На этом фоне приобрета�
ют актуальность различные технологии кровосбереже�
ния, и в частности, аутогемотрансфузия и использова�
ние кровезаменителей комплексного действия.
Представителем последних является препарат перфто�
ран, который не только частично протезирует газотран�
спортную функцию крови, но и обладает рядом других
полезных фармакодинамических свойств (реологичес�
кие, гемодинамические, мембраностабилизирующие и
др.) [4, 5]. При этом важное значение имеет не только
газотранспортная способность самого кровезамените�
ля, но и его вклад в оптимизацию доставки кислорода к
клеткам в целом.

Известно, что в патогенезе тяжелой кровопотери и
реперфузионных осложнений важную роль играют изме�
нения реологических свойств крови, которые в значи�
тельной степени зависят от морфофункционального со�
стояния эритроцитов [6, 7]. В ряде клинических
исследований [8, 9] уже показано, что перфторан в ком�
плексе инфузионно�трансфузионной терапии у пациен�
тов с тяжелой травмой и кровопотерей оказывает мемб�
раностабилизируещее действие, проявляющееся
уменьшением гемолиза, сохранением деформируемости
и агрегируемости эритроцитов, что, в свою очередь, пре�
дупреждает развитие тяжелых микроциркуляторных на�
рушений. В эксперименте также [10, 11] показано, что
кровопотеря с последующей реинфузией крови сопро�
вождается изменением морфологических характеристик
эритроцитов (изменение размера и формы клеток), что
указывает на нарушение их функциональности. Исполь�
зование различных режимов введения перфторана в этих
условиях уменьшало выраженность трансформации дис�
коцитов в другие формы красных кровяных клеток. 

Острая постгеморрагическая анемия является
нормоцитарной и нормо� или гиперрегенераторной.
При этом костно�мозговая фаза компенсаторных реак�
ций при кровопотере наступает на 4—5�е сутки, а кри�
терием регенераторных способностей костного мозга к
эритропоэзу является количество ретикулоцитов в пе�
риферической крови (норма для человека — 5—10 на
1000 эритроцитов) [12]. Однако, как в экспериментах с
животными [13, 14], так и в клинических исследовани�
ях [15] отмечается супрессия эритропоэза и снижение
общего содержания клеток в костном мозге в первые
сутки после острой кровопотери и реинфузии. 

Introduction 

Since the end of the XX century there has been a
tendency to restrict the use of blood products for the cor�
rection of anemia, in particular post�hemorrhagic [1]. This
trend is mainly due to improvements in understanding the
acute blood loss pathophysiology, re�thinking of the results
of large clinical trials [2, 3], as well as the increased alert�
ness on serious complications of blood transfusion. Against
this background, various bloodsaving measures are becom�
ing more popular, in particular, the autotransfusion and the
use of blood substitutes with complex action.
Representative of the latter group of substitutes is
Perftoran («Perftoran», Russia), which not only performs
the gas transport function of blood, but also has a number
of other useful pharmacodynamic properties (rheological,
hemodynamic, membrane stabilizing and others) [4, 5].
Wherein, the gas transport capacity of the blood substitute
is becoming not the only important feature of a substitut�
ing agent. General contribution to the optimization of oxy�
gen delivery to the cells, in addition, has become the most
desired feature of a novel blood substitute.

Alterations in blood rheology are known to play an
important role in the pathogenesis of severe blood loss and
reperfusion. Rheological properties of blood mainly
dependt on the morphofunctional state of erythrocytes [6,
7]. In numerous clinical studies [8, 9] it has been shown
that the use of Perftoran in patients with severe trauma
and blood loss possesses protection of the cell membrane
manifested in decreasing the hemolysis and preserving the
preservation of red blood cells deformability and aggrega�
tion. These features of the drug prevented the develop�
ment of severe microcirculatory disturbances.
Experimental studies [10, 11] have shown that a blood loss
followed by autotransfusion is accompanied by alterations
of morphological characteristics (size and shape) of ery�
throcytes  indicating a disturbances that may lead to cell
from disfunctions [10, 11]. The use of different modes of
Perftoran administration in these settings had reduced the
severity of discocytes transformation into other forms of
red blood cells.

Acute posthemorrhagic anemia is usually normocytic
and regenerative. However, «bone marrow phase» of com�
pensatory reactions in a blood loss occurs on 4—5th day
post�hemorrhage, when the number of reticulocytes in the
peripheral blood (normal range for a man is 5—10 per 1000
erythrocytes) is becoming the criterion of regenerative
(erythropoietic) ability of bone marrow [12]. However,
both in animal experiments and in clinical studies the sup�
pression of erythropoiesis and the reduction of total cells
quantity in the bone marrow were observed in the first days
after acute blood loss and autotransfusion [13—15].

Given the above, the aim of this experimental study
was to investigate the effect of preliminary administration
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also increases the mean diameter of erythrocytes, prevents their echinocytic transformation, and improves the regenera�
tive capacities of bone marrow following blood loss and reinfusion. Key words: biochemical indicators, erythrocyte, retic�
ulocyte, blood loss, reinfusion, perfluorane.
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Учитывая вышесказанное, целью данного экспе�
риментального исследования стало изучение влияния
предварительного введения перфторана на морфологи�
ческие особенности эритроцитов и биохимические по�
казатели крови через 24 ч после острой кровопотери и
реинфузии.

Материал и методы
Эксперименты провели на 30 нелинейных крысах�самцах

весом 250—300 г под нембуталовым наркозом (45 мг/кг, внут�
рибрюшинно) в условиях самостоятельного дыхания и темпе�
ратуры окружающей среды 22—24°С. Животные были разде�
лены на три группы. У животных первой группы
(контрольная, «кровопотеря без перфторана», n=8) после вве�
дения в анестезию катетеризировали хвостовую артерию, про�
водили предварительную гепаринизацию (50 ЕД/кг нефрак�
ционированного гепарина внутриартериально). Кровопотерю
осуществляли посредством эксфузии артериальной крови до
достижения АД = 40 мм рт. ст., после чего данный уровень ар�
териальной гипотензии поддерживали с помощью повторных
дозированных эксфузий/реинфузий крови в течение 60 минут
(модель кровопотери по Wiggers C. J., модифицированная в
НИИ общей реаниматологии им. В. А. Неговского) [16]. За�
тем проводили реинфузию забранного объема крови (аутоге�
мотрансфузия), удаление катетера из хвостовой артерии, ме�
стный гемостаз, после чего крыс перемещали в виварий для
восстановления. Животных второй группы (опытная, «крово�
потеря с перфтораном», n=10) подвергали тем же самым про�
цедурам, за исключением предварительного (за 45 минут до
начала кровопотери) внутриартериального введения перфто�
рана в дозе 3 мл/кг. Третью группу (интактные животные,
n=12) составили крысы, которые в первый день эксперимента
не подвергались никаким процедурам и были «нормой» для
данных условий эксперимента.

Через 24 часа после реинфузии крови под нембуталовым
наркозом (45 мг/кг внутрибрюшинно) проводили повторную
катетеризацию хвостовой артерии (для интактных крыс —
первичную), гепаринизацию и забор проб артериальной крови
для лабораторного исследования (кислотно�основное состоя�
ние [КОС], электролиты, Hb, Ht, микроскопия мазков крови).
Пробы смешанной венозной крови для биохимического ана�
лиза (глюкоза, сывороточное железо, общий белок, липидный
профиль, мочевина и креатинин) получали посредством пунк�
ции правых камер сердца. После этого животных подвергали
немедленной эвтаназии с помощью внутриартериального вве�
дения летальной дозы нембутала.

Морфологический анализ эритроцитов проводили в су�
хих неокрашенных мазках крови, в монослое с помощью све�
тового микроскопа Olimpus BX�50. При увеличении �1000
(10�100), подсчитывали 1000 клеток на мазок. Использова�
ли классификацию Bessis M. [17], согласно которой выделя�
ют три основные формы эритроцитов, а именно: дискоциты,
эхиноциты и стоматоциты. Рассчитывали процентное содер�
жание выделенных форм эритроцитов. Цитометрию прово�
дили с помощью программы ImegeScopeM. Оценивали про�
центное содержание дискоцитов малого (менее 5,5 мкм) и
большого (более 6,7 мкм) размера, средний диаметр диско�
цита. Увеличение процентного содержания больших по раз�
меру дискоцитов и их среднего диаметра при постгеморраги�
ческой анемии рассматривали как признак повышенного
содержания в крови «молодых» форм эритроцитов [18]. Для
определения количества ретикулоцитов мазок подвергали
суправитальной окраске бриллинтовым (крезиловым) си�
ним в пробирке. Проводили расчет количества ретикулоци�
тов на 1000 эритроцитов. На портативном проточном анали�
заторе i�Stife�300 (Abbott, США), картридже серии CG+8
определяли показатели КОС, электролиты, Hbи Ht. Биохи�
мический анализ крови проводили на автоматическом ана�

of Perftoran on the morphological characteristics of red
blood cells and the biochemical parameters of blood 24
hours after acute blood loss and autotransfusion.

Materials and Methods
Studies in animals were performed in accordance to provi�

sions recommended by the Committee on the science of laborato�
ry animals (WHO), requirements of the European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental
and Other Scientific Purposes (Strasbourg, 1986) and require�
ments of the Committee on Animal Research and Ethycs of the V.
A. Negovsky Research Institute of General Reanimatology.
Experiments were carried out in 30 male outbred rats 250 g to
300g body mass at the conditions of spontaneous breathing and
room temperature of 22—24°C. The animals were anesthetized by
intraperitoneal injection of pentobarbital (45 mg/kg). Animals
were divided into three groups. In the animals of the first group
(control, n=8) a polyethylene catheter was advanced through the
tail artery for blood shedding and reinfusion and a preliminary
heparinization with 50 U/kg of unfractionated heparin intraarte�
rially was conducted. Blood loss modeling was carried out by the
exfusion of arterial blood until the blood pressure of 40 mm Hg,
then this level of hypotension was maintained by repeated exfu�
sion/reinfusion of blood for 60 minutes (Wiggers model of hemor�
rhagic shock, modified in V. A. Negovsky Research Institute of
General Reanimatology [16]). Then, withdrawn blood volume
was reinfused (autotransfusion), the catheter was removed from
the tail artery, local hemostasis was applied and the rat was trans�
ported to animal facility for recovery. The animals of the second
group (test group, n=10) were subjected to the same protocol,
except preliminary (45 minutes before blood withdraw) intraar�
terial administration of Perftoran at a dose of 3 ml/kg. Intact ani�
mals (n=12) which were not under any manipulations during the
experiments were included in the study as group 3.

In 24 hours the repeated tail artery catheterization,
heparinization and arterial blood sampling for laboratory testing
(acid�base status [ABS], electrolytes, Hb, Ht, blood smear
microscopy) were carried out under pentobarbital anesthesia (45
mg/kg, ip) in rats from groups 1 and 2. Samples of the mixed
venous blood for biochemical analysis (glucose, serum iron, total
protein, lipid profile, urea and creatinine) were obtained by the
puncture of the right heart. Then, animals were euthanized with
pentobarbital at a lethal dose (150 mg/kg).

Morphological and morphometric analyses of monolayers of
dried unstained blood smear slides were performed with the aid of
Olympus BX50 (Japan) light microscope at a magnification of
1000 (10x100); 1000 cells per smear were counted. We employed
the classification of Bessis M., according to which there are three
main forms of red blood cells, namely discocytes, echinocytes and
stomatocytes [17]. Numbers of small (less than 5.5 micrometers)
and large (more than 6.7 micrometers) discocytes were determined
in each sample, and average diameter of discocytes was computed.
Increased proportion of larger discocytes and their average diame�
ter in post�hemorrhagic anemia is considered as a sign of elevated
blood level of «young» forms of erythrocytes [18]. To determine
the number of reticulocytes, a smear was subjected to supravital
staining with Brilliant Cresyl Blue stain. Reticulocyte proportion
was calculated as a number per 1000 erythrocytes. With the aid of
a portable clinical analyzer i�STAT�300 (Abbott, USA) and car�
tridges CG+8, the parameters of ABS, electrolytes, Hb and Ht
were determined. Routine biochemical analysis of blood was per�
formed using an automated analyzer Miura ONE (Italy).

Statistical processing of the data were performed using
Statistica 6.0. The significance of differences between the
groups was assessed by ANOVA test and Mann�Whitney U�test.
Data were presented as medians (Me), 25% and 75% per�
centiles. Differences between groups were considered signifi�
cant at P�0.05. 
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Parameters Values of parameters in the groups
1 2 3

рН 7.41 (7.37; 7.44)* 7.40 (7.38; 7.40)# 7.37 (7.37; 7.38)
рСО2, mm Hg 46.2 (43.1; 49.0)* 43.3 (40.5; 45.0)*# 50.2 (48.2; 53.3)
рО2, mm Hg 81.5 (76.0; 88.5) 93.0 (81.0; 96.0)* 81.5 (80.0; 86.5)
BE, mmol/l 5.5 (4.0; 6.7) 1.0 (0.0; 1.0)*# 4.0 (4.0; 5.5)
НСО3

�, mmol/l 30.0 (28.4; 30.9) 26.3 (25.9; 28.2)*# 29.1 (28.4; 31.6)
SaO2, % 96.0 (94.0; 97.0) 97.0 (96.0; 97.0) 96.0 (94.5; 96.5)
Na+, mmol/l 143.0 (141.0; 144.0) 142.0 (141.0; 143.0) 144.0 (142.0; 144.0)
K+, mmol/l 3.9 (3.8; 4.1) 3.7 (3.6; 3.7) 4.2 (4.0; 4.2)
Ca2+, mmol/l 1.32 (1.26; 1.39) 1.35 (1.34; 1.39) 1.34 (1.32; 1.38)
Ht, % 26.0 (24.5; 27.5)* 29.0 (27.0; 31.0)*# 38.9 (34.9; 39.0)
Hb, g/dL 8.7 (8.2; 9.4)* 9.9 (9.2; 10.8)*# 12.5 (11.1; 12.6)
Glucose, mmol/l 9.1 (8.7; 10.0) 9.3 (7.8; 9.8) 8.7 (8.4; 9.9)
Serum iron, μmol/l 13.6 (8.4; 16.8)* 18.0 (17.9; 20.1)*# 27.9 (25.4; 30.5)
Total protein, g/L 57.2 (54.0; 60.2) 54.6 (54.0; 55.0) 56.5 (53.9; 60.0)
HDL, mmol/l 0.97 (0.9; 1.0) 0.83 (0.8; 0.9)# 0.9 (0.8; 0.9)
Triglycerides, mmol/l 0.58 (0.40; 0.74) 0.4 (0.36; 0.54) 0.18 (0.16; 0.54)
Total cholesterol, mmol/l 2.60 (2.36; 3.06)* 2.12 (2.08; 2.35)*# 1.74 (1.71; 1.84)
Creatinine, μmol/l 58.0 (44.0; 64.0) 57.0 (54.0; 60) 47.0 (46.0; 60.0)
Urea, mmol/l 4.5 (3.9; 5.7) 5.6 (5.5; 6.1) 5.0 (4.7; 5.6)
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лизаторе Miura ONE (Италия). Статистическая обработка
результатов исследования проводилась с использованием
пакета программ «Statistica 6». Достоверность различий ис�
следуемых показателей между группами оценивали по кри�
терию ANOVA, U критерию Вилкоксона�Манна�Уитни. Раз�
личия считались достоверными при p�0,05. Эксперименты
проведены с учетом положений, рекомендованных комите�
том по науке о лабораторных животных и поддержанных
ВОЗ, согласно требованиям Европейской конвенции (Стра�
сбург, 1986) по содержанию, кормлению и уходу за подопыт�
ными животными.

Результаты и обсуждение

При анализе параметров КОС артериальной кро�
ви (табл. 1) в контрольной и интактной группах отме�
чали тенденцию к компенсированному метаболическо�
му алкалозу (увеличение ВЕ при нормальном значении
рН) и умеренной гиперкапнии, в то время как в опыт�
ной группе рН, рСО2 и ВЕ были в пределах нормаль�
ных значений, а рО2 на 10% выше, чем в остальных
группах. Данные различия между группами согласуют�
ся с уже изученным благоприятным влиянием перфто�
рана на параметры КОС [4]. Не вполне ясен генез отме�
чавшейся тенденции к метаболическому алкалозу в
контрольной и интактной группах. Наиболее вероят�
ной причиной являлось использование для наркоза
барбитуратов (Нембутал), растворы которых обладают
выраженной щелочной реакцией. Данное влияние нар�

Results and Discussion

When analyzing the ABS of arterial blood (Table 1),
the control and intact groups showed a trend toward com�
pensated metabolic alkalosis (increased BE values at nor�
mal pH) and moderate hypercapnia, while in the test group
(group 2) the values of pH, pCO2 and BE were within the
normal range and pO2 values were 10% higher than in the
other groups. These differences between the groups are
consistent with studied positive effects of Perftoran on
ABS [4]. Reason for the trend toward metabolic alkalosis
in the control and intact groups is not clear. Most likely,
the cause is the use of barbiturate (pentobarbital) for anes�
thesia, since barbiturate solution has a pronounced alka�
line reaction. This influence of anesthesia apparently was
leveled out in the test group due to the complex action of
Perftoran.

Despite the autotransfusion, Hb and Ht values in the
control and test groups on the second day of the experi�
ment were lower in comparison with intact animals,
although the severity of anemia in the test group was lower
(Table 1). The development of anemia might be resulted
from the blood loss at stages of the experiment (artery
catheterization, blood sampling, bleeding in the postopera�
tive period) and/or suppression of erythropoiesis and
increased hemolysis. However, hemolysis is characterized
by elevated serum iron concentration. In our experiments,
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Таблица 1. Кислотно�основное состояние и биохимические показатели крови у крыс через 24 ч после кровопо�
тери и реинфузии крови [Ме (25%; 75%)].
Table 1. Acid�base status and blood biochemistry in rats 24 hours after the blood loss and autotransfusion Me (25%; 75%).

Note (примечание): # — Р�0,05 между группами 1 и 2; * — Р�0,05 по сравнению с группой 3; parameters — параметры; values
of parameters in the groups — значения показателей в группах; 1 — control — контрольная; 2 — test — опытная; 3 — intact —
интактные; рСО2 — partial pressure of carbon dioxide (парциальное давление двуокиси углерода); рО2 — partial pressure of oxy�
gen (парциальное давление кислорода); BE — base excess/deficit (избыток/недостаток оснований); НСО3

� — bicarbonate con�
tent (содержание бикарбоната); SaO2 — oxygen saturation of arterial blood (кислородное насыщение артериальной крови);
HDL — high�density lipoprotein (липопротеины высокой плотности); glucose — глюкоза; serum iron — сывороточное железо;
total protein — общий белок; high deusity lipoproteins — липопротеиды высокой плотности; triglycerides — триглицериды; total
cholesterol — общий холестерин; creatinine — креатинин; urea — мочевина; mm Hg — мм рт. ст.; mmol/l — ммоль/л; μmol/l —
мкмоль/л; g/dL — г/дл; g/L — г/л.
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коза в опытной группе, по�видимому, нивелировалось
комплексным действием перфторана.

Несмотря на реинфузию крови, через сутки на�
блюдали более низкие величины Hb и Ht в контроль�
ной и опытной группах в сравнении с интактными жи�
вотными, но при этом выраженность анемии в опытной
группе была меньше (табл. 1). Развитие анемии можно
объяснить потерей крови на этапах эксперимента (при
катетеризации артерии, заборе проб крови, кровоточи�
вость в послеоперационном периоде), а также угнетени�
ем эритропоэза и повышенным гемолизом. Однако для
гемолиза характерно повышение сывороточной концен�
трации железа, а в данной серии экспериментов, напро�
тив, происходило существенное снижение сывороточ�
ной концентрации железа в контрольной и, хотя и в
меньшей степени, в опытной группах (табл. 1). Вместе с
тем снижение концентрации ионизированного железа в
сыворотке крови не отражает его перераспределение
между специфическими транспортными и депонирую�
щими белками (ферритин, трансферрин и др.) [12]. Так,
в экспериментальной работе [19] показано, что при
травме с кровопотерей происходило снижение концент�
рации сывороточного железа с одновременным повы�
шением концентрации трансферрина и ферритина, при
этом общее содержание железа в циркулирующей кро�
ви увеличивалось. Сходные нарушения обмена железа
отмечались у больных хирургического профиля в по�
слеоперационном периоде, которые сохранялись на
протяжении 4�х недель после операции [20].

Через сутки после кровопотери и реинфузии со�
держание общего холестерина в крови лабораторных
животных возрастало как в контрольной, так и в опыт�
ной группе. В группе с введением перфторана увеличе�
ние данного показателя происходило в меньшей степе�
ни (табл. 1), что согласуется с сорбционными и
липофильными свойствами препарата и его влиянием
на обмен веществ [21]. Интересно сопоставить полу�
ченные данные с результатами клинического исследо�
вания [22], в котором изучался обмен холестерина у
больных с тяжелой механической травмой и кровопо�
терей. На фоне развития дислипидемии (повышение
концентрации атерогенных фракций холестерина) от�
мечалась двухфазная динамика общего холестерина
(снижение на 1—2�е сутки и повышение на 5—8�е сут�
ки). Применение перфторана в комплексе интенсивной
терапии тяжелой травмы оказывало нормализующее
действие на липидный профиль в крови пациентов.

При рассмотрении приведенных результатов в
комплексе, можно заключить, что в группе животных,
которым предварительно вводили перфторан, показате�
ли Hb, Ht и концентрации сывороточного железа снизи�
лись в меньшей степени, чем в контрольной группе, хотя
и не достигли значений, характерных для интактных жи�
вотных. Обращает на себя внимание однонаправленное
изменение концентрации сывороточного железа с вели�
чинами Hb и Ht, что позволяет высказать предположе�
ние о сопряжении уровня сывороточного железа со сте�
пенью снижения данных показателей красной крови.

by contrast, there was a significant reduction in serum iron
concentration in the control and test groups, though to a
lesser extent in the latter (Table 1). At the same time,
decrease in concentration of ionized iron in serum does not
reflect its redistribution between the specific transport and
depot of proteins (ferritin, transferrin and others) [12]. For
example, experimental study has demonstrated that the
injury with blood loss was accompanied by a decrease of
serum iron concentration with simultaneous increase in
the concentration of transferrin and ferritin, and the total
content of iron in the circulating blood was increased [19].
Similar disturbances of iron metabolism were observed in
surgical patients in the postoperative period and persisted
for 4 weeks after surgery [20]. 

The day after the blood loss and autotransfusion,
total cholesterol level in the blood of laboratory animals
increased both in the control group and test one. Again, in
the group with Perftoran administration this parameter
was increased to a lesser degree (Table 1) that is consistent
with the sorption and lipophilic properties of the drug and
its effects on the metabolism [21]. It is interesting to com�
pare the data obtained with the results of a clinical study,
in which cholesterol metabolism has been studied in the
patients with severe mechanical trauma and blood loss
[22]. On the background of dyslipidemia (increased levels
of atherogenic fractions of cholesterol) the biphasic
dynamics of total cholesterol (a decrease on the 1—2th days
and an increase on the 5—8th days) was observed.
Perftoran administration in the complex intensive therapy
of severe trauma had a normalizing effect on the blood lipid
profile of the patients.

Results of performed experiments in this study sug�
gest that in the test group values of Hb, Ht and serum iron
concentration decreased to a lesser degree than in the con�
trol group, but not reached the values typical of intact ani�
mals. It is noteworthy an unidirectional change in serum
iron concentration and indices of Hb and Ht that suggests
an association of serum iron concentration and degree of
reduction of red blood cells indices. Hypothetically, these
results are related to the change in the qualitative compo�
sition of red blood cells after reperfusion. In this connec�
tion, it was appropriate to investigate the morphological
characteristics of red blood cells and functional activity of
bone marrow day after blood loss and autotransfusion.

When analyzing the morphological characteristics of
red blood cells we revealed significant differences between
the study groups of animals (Table 2). In the animals of a
test group the average size of discocytes and the percent�
age of these cells with a diameter greater than 6.7 microm�
eters were higher than in other two groups of animals. This
fact may indicate a predominance of relatively «young»
red blood cells, which are characterized by a larger cell
diameter, in circulating blood [18].

The analysis of altered erythrocyte forms showed a
sharp increase in the percentage of echinocytes (up to
32%) in the control group, while they are virtually absent
in the blood of intact rats (Table 2). At the same time in
the animals of test group the percentage of echinocytes
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Эти результаты, возможно, связаны с постреперфузион�
ным изменением качественного состава эритроцитов. В
связи с этим представлялось целесообразным исследо�
вать морфологические характеристики эритроцитов и
функциональную активность костного мозга через сут�
ки после кровопотери и реинфузии. 

При анализе морфологических характеристик
эритроцитов выявили существенные различия между
исследуемыми группами животных (табл. 2). У живот�
ных опытной группы средний размер дискоцита и про�
цент этих клеток с диаметром более 6,7 мкм были вы�
ше, чем у животных двух других групп. Данный факт
может указывать на преобладание в кровотоке относи�
тельно «молодых» эритроцитов, для которых характе�
рен больший диаметр клетки [18].

Анализ измененных форм эритроцитов показал
резкое возрастание процентного содержания эхино�
цитов (до 32%) у животных контрольной группы при
их практически полном отсутствии в крови интакт�
ных крыс (табл. 2). При этом у животных опытной
группы в те же сроки эксперимента процентное содер�
жание эхиноцитов не отличалось от их содержания у
крыс интактной группы. Содержание стоматоцитов в
контрольной и опытной группах снизилось по сравне�
нию с интактными животными, однако эти изменения
у большинства животных оставались в пределах нор�
мы (табл. 2). Наряду с этими изменениями в кон�
трольной группе наблюдали агрегаты эритроцитов,
состоящие из 4—5 клеток.

Физиологическое значение пойкилоцитоза во
многом еще не изучено, а причины его появления но�
сят неспецифический характер. В мазках крови, при
фиксации клеток спиртами или альдегидами, преобла�
дающей формой эритроцитов являются дискоциты
(80—95%) и эхиноциты (0—6%), а стоматоциты (0—2%)
и другие формы встречаются реже [23]. При этом эри�
трограмма свежих мазков крови может отличаться от
приведенной выше, например, повышенным содержа�
нием эхиноцитов и стоматоцитов. Прогрессирующие

did not differ from their content in the rats of intact
group. Stomatocytes content in the control and test
groups decreased compared to the intact animals, but
these changes remained within normal limits in most ani�
mals (Table 2). Along with described changes, erythro�
cyte aggregates composed of 4—5 cells were observed in
the control group.

The physiological significance of poikilocytosis have
not yet been clarified, and its causes seem nonspecific. In
smears of blood fixed with aldehydes or alcohols, the pre�
dominant erythrocytes forms are represented by disco�
cytes (80—95%) and echinocytes (0—6%), while stomato�
cytes (0—2%) and other forms are less common [23].
However, in fresh blood smears the erythrogram may differ
from the aforementioned one, for example, there may be a
higher content of echinocytes and stomatocytes.
Progressive changes of cell shape are accompanied by sig�
nificant alterations of erythrocytes ultrastructure
(cytoskeleton, plasma membrane), metabolism (decrease
in intracellular ATP concentration, the dysfunction of ion
pumps) [23, 24] and functional properties (oxygen trans�
port, deformability and aggregation) [6]. In particular,
echinocytosis is accompanied by the formation of high
density aggregates [25] caused by changes in the physico�
chemical properties of the erythrocyte membrane.
Echinocytes are the main form of red blood cells in a long�
time stored blood and considered as erythrocyte forms pre�
ceding to hemolysis. With the aid of atomic force
microscopy it was revealed that increasing blood storage
period was accompanied by the development of destruc�
tive changes in the membrane surface of echinocytes that
included multi�level protrusions and recesses (numerous
membrane defects including those on the spicules), reach�
ing a depth of 25—30 nm on day 10 of storage [26, 27].

The poikilocytosis commonly occurs in severe ane�
mia of any origin [12]. Both stomatocytes and
echinocytes appear in blood samples when the erythro�
cytes are exposed to various physical and chemical fac�
tors: change in ionic composition, osmolality and pH of
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Group Discocytes distribution The average size The percentage of reticulocytes 
according to their size, % of discocytes, μm and red blood cells modified forms, %

less than 5.5 μm more than 6.7 μm reticulocytes stomatocytes echinocytes

1 2.2 47.6 6.6 0.2 0.0 32.1
(1.4; 2.4) (44.1; 51.1) (6.5; 6.6)* (0.1; 0.35)* (0.0; 0.0)* (27.5; 37.8)*

2 1.65 60.6 6.8 2.0 2.1 0.0
(1.3; 1.8) (57.0; 66.0)*# (6.7; 6.8)*# (1.8; 2.1)*# (0.0; 3.1)*# (0.0; 1.2)#

3 1.4 50.6 6.7 0.9 3.0 0.0
(0.6; 2.7) (41.5; 58.6) (6.6; 6.7) (0.7; 0.9) (2.6; 3.1) (0.0; 0.0)

Таблица 2. Сравнительная характеристика эритроцитов у крыс через 24 ч после кровопотери и реинфузии кро�
ви [Me (25%; 75%)].
Table 2. Comparative characteristics of red blood cells in rats 24 h after blood loss and autotransfusion Me (25%;
75%).

Note (примечание): # Р�0,05 между группами 1 и 2; * Р�0,05 по сравнению с группой 3; group — группа; 1 — control —
контрольная; 2 — test — опытная; 3 — intact — интактные; discocytes distribution according to their size — распределение
дискоцитов по размеру; the average size of discocytes — средний диаметр дискоцитов; the percentage of reticulocytes and red blood
cells modified forms — процентное содержание ретикулоцитов и измененных эритроцитов; reticulocytes — ретикулоциты; stoma�
tocytes — стоматоциты; echinocytes — эхиноциты; less than — до; more than — более; μm — мкм.
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изменения формы клеток сопровождаются значитель�
ными нарушениями их ультраструктуры (цитоскелета,
плазматической мембраны), метаболизма (снижение
внутриклеточной концентрации АТФ, дисфункция
ионных насосов) [23, 24] и функциональных свойств
(кислородтранспортная способность, деформируе�
мость и агрегируемость) [6]. В частности, эхиноцитоз
сопровождается образованием агрегатов повышенной
плотности [25], что связано с изменением физико�хи�
мических свойств мембраны эритроцита. Эхиноциты
являются основной формой эритроцитов в консерви�
рованной крови длительных сроков хранения и счита�
ются предгемолизной формой. При этом с помощью
атомно�силовой микроскопии (АСМ) обнаружено, что
с увеличением срока хранения крови прогрессируют
деструктивные изменения поверхности мембран эхи�
ноцитов, в виде появления многоуровневых выростов
и углублений (дефектов мембраны, в т. ч. на спику�
лах), достигающих глубины 25—30 нм к 10�м суткам
хранения [26, 27].

Известно, что пойкилоцитоз наблюдается при тя�
желом течении анемии любого генеза [12]. Как стома�
тоциты, так и эхиноциты появляются в пробах крови
при воздействии на эритроциты различных физичес�
ких и химических факторов: изменения ионного соста�
ва, осмолярности и рН плазмы, действия токсичных ве�
ществ. Содержание этих форм клеток в крови у
человека увеличивается также при онкологических за�
болеваниях (эхиноциты), вибрационной болезни, па�
рентеральном питании [23, 24]. 

В целом, описанные в данной работе изменения
морфологии эритроцитов говорят о грубых нарушени�
ях их структуры через сутки после кровопотери и реин�
фузии («старение» крови) и о высокой эффективности
перфторана в предотвращении развития этих наруше�
ний. Наиболее вероятным механизмом подобного дей�
ствия перфторана является его мембраностабилизиру�
ющее и цитопротекторное действие на эритроцит, что
сопровождается улучшением его деформируемости, аг�
регационных свойств, устойчивости к гипоксии и гемо�
лизу [8, 9, 28] и, следовательно, приводит к улучшению
микроциркуляции крови.

Существенные отличия между контрольной и
опытной группами наблюдались и при оценке регенера�
торной способности костного мозга по содержанию ре�
тикулоцитов в периферической крови (табл. 2). Так, по
сравнению с интактными животными в контрольной
группе происходило снижение процентного содержа�
ния ретикулоцитов в 4,5 раза, в то время как на фоне
введения перфторана — эта величина увеличивалась в
2,2 раза. Механизмы развития супрессии эритропоэза в
первые сутки после кровопотери различны и включают
в себя: дестабилизацию генома гемопоэтических кле�
ток, схожую по своим проявлениям с действием на них
радиационного облучения [13]; усиление апоптоза кле�
ток�предшественниц эритропоэза под воздействием
провоспалительных цитокинов; замедление их проли�
ферации и дифференцировки в зрелые формы эритро�

plasma, toxins actions. Content of these cells in human
blood is increased in cancer (echinocytes), vibration dis�
ease, parenteral nutrition [23, 24].

In general, the changes of erythrocyte morphology
described in this paper disclose serious structural alter�
ations («aging» of blood) a day after the blood loss and
autotransfusion and the high efficiency of Perftoran in
preventing these disorders. The most probable mechanism
of this action of Perftoran is its membrane� and cytopro�
tective effect on erythrocytes, which is accompanied by
improvement of their deformability, aggregation proper�
ties, resistance to hypoxia and hemolysis [8, 9, 28] that
result in improved microcirculation.

Evaluation of bone marrow regenerative ability
revealed significant differences between the control and
test groups. Specifically, the content of reticulocytes in the
peripheral blood was 4,5 times decreased compared to the
intact animals from control group (Table 2). Perftoran
administration increased this values 2.2�fold. The mecha�
nisms of erythropoiesis suppression on the first days after
blood loss varied and include: tdestabilization of the
genome of hematopoietic cells similarly to manifestations
following radiation exposure [13]; increased apoptosis of
progenitor cells induced by proinflammatory cytokines;
slowing progenitors proliferation and differentiation into
mature erythrocytes; accelerated output of immature prog�
enitor cells into peripheral circulation; alterations of iron
metabolism in bone marrow [14, 29]. It should be noted
that these pathogenic factors act on the background of
increased serum erythropoietic activity (increased produc�
tion of erythropoietin and up�regulation of erythropoietin
receptors) [14, 30]. First days after trauma and blood loss
there is an increased DNA damage and apoptotic and
necrotic white blood cells death [31]. In addition, the
increased sympathetic nervous system activity and excess
of catecholamines significantly contribute to development
of bone marrow dysfunction after trauma and hemorrhage
[29]. Under these conditions, both prophylactic and ther�
apeutic use of nonselective beta�blockers prevented devel�
opment of erythropoiesis suppression and anemia. It can be
hypothesized that preliminary administration of Perftoran
not only stabilizes the erythrocyte membrane in the
peripheral blood, but also protects the bone marrow cells
from hypoxia and other adverse factors associated with
blood loss and autotransfusion (systemic inflammatory
response, metabolic disorders, catecholamines excess).
Thereby Perftoran might contribute to improving the
functional activity of bone marrow.

Conclusion 

1. The day after the blood loss and autotransfusion
there is a reduction in levels of hemoglobin, hematocrit
and serum iron concentration. Total cholesterol level is
increased. Administration of Perftoran at a dose of 3 ml/kg
prior to blood loss improves the values of hemoglobin,
hematocrit and serum iron, and reduces the severity of
hypercholesterolemia.
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цитов; ускоренный выход незрелых клеток�предшест�
венниц эритропоэза в периферическое русло; наруше�
ние обмена железа в костном мозге [14, 29]. Следует от�
метить, что перечисленные патогенетические факторы
действуют на фоне увеличенной эритропоэтической ак�
тивности сыворотки крови (возрастает продукция эри�
тропоэтина и экспрессия эритропоэтиновых рецепто�
ров) [14, 30]. В первые дни после травмы и кровопотери
отмечено увеличение ДНК�повреждений и усиление
процессов гибели белых клеток крови по некротическо�
му и апоптотическому механизму [31]. Также показана
важная роль повышения активности симпатической
нервной системы и гиперкатехоламинемии в развитии
дисфункции костного мозга после травмы и кровопоте�
ри [29]. При этом как профилактическое, так и терапев�
тическое применение неселективных бета�блокаторов в
значительной степени предупреждает развитие супрес�
сии эритропоэза и анемии в этих условиях. Исходя из
сказанного можно предположить, что предварительное
введение перфторана не только стабилизирует мембра�
ны эритроцитов в периферической крови, но и в некото�
рой степени защищает клетки костного мозга от гипо�
ксии и других неблагоприятных факторов, связанных с
кровопотерей и реинфузией крови (системная воспали�
тельная реакция, метаболические нарушения, гиперка�
техоламинемия). При этом улучшается функциональ�
ная активность костного мозга.

Выводы

1. Через сутки после кровопотери и аутогемот�
рансфузии происходит снижение уровня гемоглобина,
гематокрита и концентрации сывороточного железа. Со�
держание общего холестерина при этом увеличивается.
Введение перфторана в дозе 3 мл/кг массы тела до моде�
лирования кровопотери способствует повышению пока�
зателей гемоглобина, гематокрита и сывороточного же�
леза, и уменьшает выраженность гиперхолестеринемии. 

2. Preliminary administration of Perftoran increas�
es an average diameter of discocytes and prevents the
development of their transformation to echinocytes the
day after blood loss and autotransfusion, indicating a lower
severity of destructive changes in the cell membrane.

3. The day after the blood loss and autotransfusion
the suppression of erythropoiesis becomes evident in bone
marrow that is manifested by a significant reduction in the
content of reticulocytes in peripheral blood. Preliminary
administration of Perftoran improves the regenerative
capacity of bone marrow, which is manifested by increasing
reticulocytes content in the peripheral blood in compari�
son with intact animals.

Acknowledgements. The authors are sincerely
grateful to Svetlana Malakhova for assistance in the lab�
oratory tests during the experimental work.

w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m

DOI:10.15360/1813�9779�2015�3�6�15

2. Предварительное введение перфторана увели�
чивает средний диаметр дискоцитов и предупреждает
развитие их эхиноцитарной трансформации через сут�
ки после кровопотери и аутогемотрансфузии, что ука�
зывает на меньшую выраженность деструктивных из�
менений клеточной мембраны.

3. Через сутки после кровопотери и аутогемо�
трансфузии отмечается подавление эритропоэза в ко�
стном мозге, проявляющееся значительным сниже�
нием содержания ретикулоцитов в периферической
крови. Предварительное введение перфторана улуч�
шает регенераторные способности костного мозга,
что проявляется увеличением содержания ретикуло�
цитов в периферической крови по сравнению с ин�
тактными животными.
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