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Резюме. Гостра крововтрата належить до ключо-
вих причин смертності за умов вогнепальних уражень. 
Ефективним методом зупинки кровотечі на місці події 
є застосування кровоспинного джгута з максимальним 
терміном ішемії кінцівки 2 год. Встановлено, що у ре-
перфузійному періоді поглиблюються системні пору-
шення в організмі, викликані масивною крововтратою. 
Однак зміни в легенях вивчені недостатньо. 

Мета дослідження – з’ясувати вплив експеримен-
тальної гострої крововтрати, ускладненої ішемією-
реперфузією кінцівки, на генерацію активних форм 
оксигену лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву.

Матеріали і методи. Дослідження проведено на 
216 білих нелінійних щурах-самцях масою 200–220 г. 
Усі експерименти виконані під тіопентал-натрієвим 
наркозом. У тварин моделювали ішемію-реперфузію 
кінцівки, гостру крововтрату та поєднували ці ушко-
дження. В окремій групі проводили корекцію виявлених 
порушень карбацетамом. Через 1 і 2 год, а також че-
рез 1, 7 і 14 діб у дослідних тварин визначали рівень 
активних форм оксигену в популяції лейкоцитів брон-
хоальвеолярного змиву.

Результати. За умов ішемії-реперфузії кінцівки, го-
строї крововтрати та їх поєднання у бронхоальвео-
лярному змиві зростає кількість лейкоцитів, які гене-
рують активні форми оксигену. Моделювання лише 
ішемії-реперфузії кінцівки супроводжується мінімальни-
ми порушеннями з максимумом через 2 год експери-
менту, які до 14 доби нормалізуються. Після моделю-
вання гострої крововтрати та її поєднання з 
ішемією-реперфузією кінцівки показник зростає хвиле-
подібно з двома періодами підвищення – через 1 добу 
та 14 діб експерименту. Порушення істотно більші 
після одночасного моделювання гострої крововтрати 
та ішемії-реперфузії кінцівки. Застосування за цих 
умов карбацетаму нівелює виявлені порушення у всіх 
дослідних групах.
©О. В. Стахів та ін., 2020
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Summary. Acute blood loss is one of the key causes 

of death from gunshot wounds. An effective method of 
stopping bleeding at the scene is the use of a tourniquet 
with a maximum limb ischemia of 2 hours. It was 
established that in the reperfusion period the systemic 
disturbances in an organism caused by massive blood 
loss deepen. However, changes in the lungs were not 
studied enough.

The aim of the study – to determine the effect of 
experimental acute blood loss complicated by ischemia-
reperfusion of the limb on the generation of reactive oxygen 
species by leukocytes of the bronchoalveolar lavage.

Materials and Methods. The study was performed on 
216 white nonlinear male rats weighing 200–220 g. All 
experiments were performed under thiopental-sodium 
anesthesia. In animals, limb ischemia-reperfusion and 
acute blood loss were simulated and these lesions were 
combined. In a separate group, the detected disorders were 
corrected with carbacetam. After 1 and 2 hours, as well as 
after 1, 7 and 14 days in experimental animals, the level of 
reactive oxygen species in the population of leukocytes of 
bronchoalveolar lavage was determined.

Results. Under conditions of ischemia-reperfusion of 
the limb, acute blood loss and their combination in the 
bronchoalveolar lavage increases the number of leukocytes 
that generate reactive oxygen species. Simulation of limb 
ischemia-reperfusion only is accompanied by minimal 
disturbances with a maximum after 2 h of the experiment, 
which are normalized by 14 days. After modeling acute 
blood loss and its combination with ischemia-reperfusion of 
the limb, the rate increases in waves with two periods of 
increase – after 1 day and 14 days of the experiment. 
Violations are significantly greater after simultaneous 
simulation of acute blood loss and ischemia-reperfusion of 
the limb. The use of carbacetam under these conditions 
eliminates the identified violations in all experimental 
groups.
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Висновки. За умов ішемії-реперфузії кінцівки, го-
строї крововтрати та їх поєднання у бронхоальвео-
лярному змиві зростає кількість лейкоцитів, які гене-
рують АФО. Унаслідок одночасного моделювання 
гострої крововтрати та ішемії-реперфузії кінцівки по-
рушення є більшими. Застосування карбацетаму че-
рез 7–14 діб знижує інтенсивність утворення актив-
них форм оксигену лейкоцитами бронхоальвеолярного 
змиву в усіх дослідних групах, що вказує на перспектив-
ність засобу для корекції виявлених порушень.

Ключові слова: гостра крововтрата; ішемія-реперфузія 
кінцівки; активні форми оксигену; лейкоцити; бронхоаль-
веолярний змив; карбацетам. 

Conclusions. Under conditions of ischemia-reperfusion 
of the limb, acute blood loss and their combination in the 
bronchoalveolar lavage increases the number of leukocytes 
that generate AFO. Due to the simultaneous simulation of 
acute blood loss and ischemia-reperfusion, limb disorders 
are greater. The use of carbacetam after 7–14 days reduces 
the intensity of the formation of reactive oxygen species by 
leukocytes of the bronchoalveolar lavage in all experimental 
groups, which indicates the prospects of the tool for the 
correction of detected disorders.

Key words: acute blood loss; ischemia-reperfusion of the 
limb; reactive oxygen species; leukocytes; bronchoalveolar 
lavage; carbonate.

ВСТУП
Гостра крововтрата належить до основних 

причин загибелі організму за умов застосування 
вогнепальної зброї та вибухових пристроїв. Збіль-
шення частоти терористичних атак і локальних 
збройних конфліктів, а відтак зростання числа по-
ранених з ушкодженням магістральних судин кін-
цівок спонукали до пошуку ефективних засобів 
боротьби з масивною кровотечею [1]. Загально-
визнано, що своєчасне накладання джгута, який 
повністю припиняє артеріальний кровотік, нале-
жить до ефективних засобів зупинки масивної зо-
внішньої кровотечі з кінцівок. Максимально до-
пустимий час ішемії кінцівки до відновлення 
кровотоку становить 2 год [2]. 

Останнім часом зʼявилося ряд експеримен-
тальних робіт, в яких показано, що двогодинне по-
вне знекровлення кінцівки зумовлює системні по-
рушення в організмі, викликані надходженням у 
кровотік токсичних метаболітів з ішемізованої кін-
цівки після її реперфузії [3]. Однак ці процеси зна-
чно поглиблюються після одночасного моделюван-
ня ішемії-реперфузії кінцівки та гострої 
крововтрати. За цих умов окремі автори відміча-
ють порушення функціонального стану внутрішніх 
органів [4], зокрема нирок [5] та печінки [6].

Не менш чутливими до гострої крововтрати та 
ендотоксикозу різної етіології є легені. За цих умов 
може виникати ушкoдження альвеoлoкапiлярнoї 
мембрани з пiдвищенням прoникності легеневих 
капілярів та розвитком набряку легень [7]. Пуско-
вим моментом цих порушень лежить виділення 
прозапальних медіаторів, які активізують нейтро-
філи, що накопичуються в паренхімі легень, з ви-
вільненням цитоплазматичних гранул (протеаз та 
метаболітів кисню). 

Метою дослідження було з’ясувати вплив 
експериментальної гострої крововтрати, ускладне-
ної ішемією-реперфузією кінцівки, на генерацію 
активних форм оксигену лейкоцитами бронхоаль-
веолярного змиву.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Дослідження проведено на 216 білих неліній-

них щурах-самцях віком 6–8 місяців масою 200–
220 г, яких утримували в одному приміщенні при 
постійній температурі 18–22 оС на стандартному 
режимі віварію. Усі експерименти виконано з до-
триманням норм Конвенції Ради Європи про за-
хист хребетних тварин, що використовуються для 
досліджень та інших наукових цілей (Страсбург, 
1986), ухвали Першого національного конгресу з 
біоетики (Київ, 2001) і Наказу МОЗ України № 690 
від 23.09.2009 р. Комісія з питань біоетики Терно-
пільського національного медичного університету 
імені І. Я. Горбачевського МОЗ України порушень 
морально-етичних норм при проведенні науково-
дослідної роботи не виявила.

Усі експерименти виконані під тіопентал-натріє-
вим наркозом (40 мг/кг). Усіх тварин поділили на 
пʼять груп: контрольну (6 щурів) та чотири дослідних. 
У першій дослідній групі (50 щурів) тваринам моде-
лювали ішемію-реперфузію кінцівки шляхом накла-
дання проксимально на ліву лапку смужку еластич-
ного джгута «SWAT-T» (США) шириною 10 мм на 120 
хв [5]. У другій дослідній групі (50 щурів) моделювали 
гостру крововтрату (20 % від обʼєму циркулюючої 
крові) шляхом пересікання стегнової вени. У третій 
дослідній групі ці ушкодження поєднували (50 щу-
рів). У четвертій дослідній групі тваринам з ішемією-
реперфузією кінцівки (20 щурів), з гострою крово-
втратою (20 щурів) та їх поєднанням (20 щурів) 
внутрішньочеревно вводили карбацетам (Інститут 
фізико-органічної хімії та вуглехімії НАН України, До-
нецьк) в дозі 5 мг на кілограм маси тварини [3]. В 
контрольній групі тварин тільки вводили в наркоз і в 
подальшому брали для досліджень через 3 год.

Через 1 і 2 год, а також через 1, 7 і 14 діб до-
слідних тварин першої, другої і третьої груп, а та-
кож через 7 і 14 діб дослідних тварин четвертої 
групи виводили з експерименту методом тоталь-
ного кровопускання з серця. Для досліджень бра-
ли бронхоальвеолярний змив, у якому визначали 
рівень активних форм оксигену (АФО) у популяції 
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лейкоцитів. Застосовували барвник із заблокова-
ною флюоресценцією – дигідродихлорфлюорес-
цеїну диацетату («Sigma Aldrich», USA) методом 
проточної лазерної цитофлуориметрії [8]. Аналіз 
зразків клітин проводили на проточному цитометрі 
Epics XL («Beckman Coulter», США) за допомогою 
гістограм та відповідних їм вікон статистики, що 
містили показники середньої геометричної інтен-
сивності світіння мічених клітин.

Значення досліджуваного параметра виража-
ли у відсотках (співвідношення числа лейкоцитів із 
підвищеним внутрішньоклітинним вмістом АФО до 
загальної кількості клітин).

Оцінку вірогідності відмінностей між експери-
ментальними групами проводили з використанням 
непараметричного критерію Манна–Уїтні.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ
Ми встановили, що в усіх дослідних групах у 

бронхоальвеолярному змиві, порівняно з конт
рольною групою, зростала генерація АФО. Так, у 
тварин, яким моделювали ішемію-реперфузію кін-
цівки вміст лейкоцитів-продуцентів АФО вірогідно 
зріс, порівняно з контрольною групою, через 1 год 
– у 2,0 рази, через 2 год – в 2,3 раза, через 1 добу 
– в 1,8 раза і через 7 діб – у 1,6 раза (р<0,05). Вар-
то відмітити, що через 14 діб реперфузійного пері-
оду показник практично не відрізнявся від даних 
контрольної групи (р>0,05). 

При порівнянні вмісту лейкоцитів-продуцентів 
АФО у різні терміни реперфузійного періоду в меж-
ах групи, в якій моделювали лише ішемію-репер-
фузію кінцівки, встановлено, що максимальний рі-
вень показника досягав через 2 год експерименту. 

В цей термін показник був на 14,9 % вищим сто-
совно даних 1 год експерименту, на 32,5 %, порів-
няно з 1 добою, на 42,3 %, порівняно з 7 добою, та 
на 136,9 % порівняно з 14 добою (р<0,05). 

У тварин, яким моделювали крововтрату, вміст 
клітин – продуцентів АФО лейкоцитарного змиву 
стосовно контролю збільшився через 1 год у 2,1 
раза, через 2 год – в 2,5 раза, через 1 добу – в 3,8 
раза, через 7 діб – в 3,4 раза і через 14 діб – в 3,7 
раза (р<0,05). Максимальну генерацію АФО відмі-
чали через 1 і 14 діб після експериментальної кро-
вовтрати. Варто відмітити, що рівень продукції 
АФО лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву че-
рез 7 діб експерименту був вірогідно нижчий по-
рівняно з 1 добою (на 12,6 %, р<0,05) і 14 добою 
(на 10,5 %, р<0,05).

У щурів після гострої крововтрати, ускладненої 
ішемією-реперфузією кінцівки, рівень продукції 
АФО вірогідно зріс через 1 год в 3,3 раза, через 2 
год – у 3,9 раза, через 1 добу – в 4,3 раза, через 7 
діб – у 3,7 раза і через 14 діб – в 4,7 раза стосовно 
контрольної групи (р<0,05). При зіставленні отри-
маних результатів рівня АФО в різні терміни репер-
фузійного періоду в межах однієї групи спостеріга-
ли максимальну генерацію АФО через 1 і 14 діб 
експерименту. Варто відмітити, що рівень продук-
ції АФО лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву 
через 7 діб експерименту був вірогідно нижчий від 
даних через 1 добу (на 18,0 %, р<0,05) і 14 діб (на 
27,4 %, р<0,05) (табл. 1, рис.). 

При зіставленні отриманих показників АФО у 
різних групах встановлено однонаправлені зміни 
досліджуваного показника в тварин другої і третьої 
дослідних груп. При цьому генерація АФО зроста-

Таблиця 1. Генерація активних форм оксигену лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву (%) у щурів після гострої 
крововтрати, ускладненої ішемією-реперфузією кінцівки (Ме (Q25; Q75))

Дослідна група
Термін реперфузійного періоду 

1 год 2 год 1 доба 7 доба 14 доба
Контроль = 18,2 (16,3; 19,5) (n=6) 

Перша
Ішемія-реперфузія 

36,9*

(33,2; 40,8)
(n=10)

42,4*

(31,9; 47,0)
(n=10)

32,0*

(29,7; 34,9)
(n=10)

29,8*

(24,9;31,2)
(n=10)

17,9
(17,0; 19,4)

(n=10)
р1-2 > >0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Друга
Крововтрата

38,2*

(35,8; 40,3)
(n=10)

48,4*

(40,0; 51,7)
(n=10)

68,9*

(67,2; 70,6)
(n=9)

61,2*

(59,8; 65,9)
(n=8)

67,6*

(65,6; 70,8)
(n=8)

р2-3 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05 <0,05
Третя
Ішемія-реперфузія+
крововтрата

59,6*

(55,4; 61,9)
(n=10)

70,7*

(68,9; 71,7)
(n=10)

78,8*

(75,0; 84,3)
(n=8)

66,8*

(59,6; 76,4)
(n=8)

85,1*

(79,4; 86,6)
(n=8)

р1-3 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Примітки: 1) * – відмінності стосовно контрольної групи статистично вірогідні (р<0,05); 
2) р1-2 – вірогідність відмінностей між першою і другою дослідними групами; 
3) р2-3 – вірогідність відмінностей між другою і третьою дослідними групами; 
4) р1-3 – вірогідність відмінностей між першою і третьою дослідними групами.
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ла до 1 доби, потім через 7 діб відмічали статис-
тично значуще зниження продукції кисневих ради-
калів з наступним їх підвищенням через 14 діб. У 
тварин першої групи, порівняно з іншими дослід-
ними групами, продукція АФО до кінця терміну спо-
стереження стабілізувалась. Варто відмітити, що 
найвище значення АФО спостерігали у бронхоаль-
веолярному змиві після гострої крововтрати, 
ускладненої ішемією-реперфузією кінцівки у всі 
терміни реперфузійного періоду (р1-3<0,05).

Дослідження АФО за умов корекції карбацета-
мом показало позитивну їх динаміку в усіх дослід-

них групах (табл. 2). Так, у тварин, яким моделюва-
ли ішемію-реперфузію та проводили корекцію 
карбацетамом, рівень АФО через 7 діб був вірогід-
но нижчий на 33,1 % стосовно дослідної групи тва-
рин без корекції (р<0,05). Варто відмітити, що че-
рез 14 діб реперфузійного періоду рівень генерації 
АФО лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву 
практично не відрізнявся від даних контрольної 
групи і не залежав від коригувального чинника. 

У другій дослідній групі рівень генерації АФО 
лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву за умов 
корекції через 7 діб був вірогідно нижчим на 16,0 % 

Рис. Динаміка вмісту генеруючих активні форми оксигену лейкоцитів бронхоальвеолярного змиву (у відсотках до рівня контролю) у щурів 
після гострої крововтрати, ускладненої ішемією-реперфузією кінцівки. 
Примітка. 1г,2г,1д,7д – відмінності стосовно відповідно 1 і 2 год, а також 1 і 7 діб експерименту статистично вірогідні, р<0,05.

Таблиця 2. Генерація активних форм оксигену лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву (%) у щурів після гострої 
крововтрати, ускладненої ішемією-реперфузією кінцівки за умови корекції карбацетамом (Ме (Q25; Q75))

Дослідна група
Термін реперфузійного періоду 

без корекції корекція карбацетамом
  7 доба 14 доба 7 доба 14 доба

Контроль = 18,2 (16,3; 19,5) (n=6)
Перша
Ішемія-реперфузія

29,8* 
(24,9; 31,2)

(n=10)

17,9
(17,0; 19,4)

(n=10)

19,5#

(17,0; 20,4)
(n=10)

18,0
(17,0; 19,3)

(n=10)
р1-2 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Друга
Крововтрата

61,2*

(59,8; 65,9)
(n=8)

67,6*

(65,6; 70,8)
(n=8)

51,4*#

 (48,8; 53,9)
(n=10)

39,2*#

(36,2; 41,1)
(n=10)

р2-3 >0,05 <0,05 >0,05 >0,05
Третя
Ішемія-реперфузія+
крововтрата

66,8*

(59,6; 76,4)
(n=8)

85,1*

(79,4; 86,6)
(n=8)

53,7*#

(51,7; 54,6)
(n=9)

42,5*#

(38,9; 45,6)
(n=9)

р1-3 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Примітки: 1) * – відмінності стосовно контрольної групи статистично вірогідні (р<0,05); 
2) р1-2 – вірогідність відмінностей між першою і другою дослідними групами; 
3) р2-3 – вірогідність відмінностей між другою і третьою дослідними групами; 
4) р1-3 – вірогідність відмінностей між першою і третьою дослідними групами; 
5) # – вірогідність відмінностей порівняно з тваринами без корекції в межах однієї групи статистично віргідні (р<0,05).
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(р<0,05) і через 14 діб – на 42,0 % стосовно даних 
у ці ж терміни без корекції (р<0,05). При цьому в 
обидва терміни реперфузійного періоду рівень ге-
нерації АФО у щурів після гострої крововтрати за 
умови корекції карбацетамом був вірогідно вищий, 
ніж у контрольній групі (р<0,05). 

У третій дослідній групі рівень генерації АФО 
лейкоцитами бронхоальвеолярного змиву за умов 
корекції через 7 діб був вірогідно нижчим на 19,6 % 
і через 14 діб – на 50,1 % стосовно даних у ці ж 
терміни без корекції (р<0,05), проте залишався 
статистично значимо вищим даних контрольної 
групи (р<0,05).

Таким чином, за умов ішемії-реперфузії кінців-
ки, гострої крововтрати та їх поєднання у бронхо-
альвеолярному змиві зростає кількість лейкоцитів, 
які генерують АФО. Моделювання лише ішемії-ре-
перфузії кінцівки супроводжується мінімальними 
порушеннями з максимумом через 2 год експери-
менту, які до 14 доби нормалізуються. Після моде-
лювання гострої крововтрати та її поєднання з іше-
мією-реперфузією кінцівки показник зростає 
хвилеподібно з двома періодами підвищення – че-
рез 1 добу та 14 діб експерименту. Порушення іс-
тотно більші після одночасного моделювання го-
строї крововтрати та ішемії-реперфузії кінцівки. 

Відомо, що зростання числа лейкоцитів у брон-
хоальвеолярному змиві, здатних генерувати АФО, 
зумовлене накопиченням прозапальних медіато-
рів, зокрема цитокінів [7]. У звʼязку з цим можна 
припустити, що гостра крововтрата, ускладнена 
ішемією-реперфузією кінцівки, супроводжується 
системною реакцією організму на запалення, що в 
подальшому може сприяти розвитку поліорганної 
недостатності. З іншого боку, посилення генерації 
АФО лейкоцитами легень сприяє посиленню ура-
ження паренхіми органа, що може лежати в основі 
виникнення гострого ураження легень [9]. У свою 
чергу, розвиток легеневої недостатності замикає 
чергове «хибне» патологічне коло, поглиблюючи 
гіпоксемію, зумовлену гострою крововтратою та 
системну відповідь організму на запалення. 

Застосування за цих умов карбацетаму ніве-
лює виявлені порушення у всіх дослідних групах. 
Отже, функціональні групи препарату здатні зни-
зити системні прояви порушень, зумовлені токсич-
ними метаболітами ішемізованої кінцівки після її 
реперфузії. Отриманий факт підтверджує анало-

гічні дослідження інших авторів щодо зниження 
карбацетамом тяжкості вторинного ураження пе-
чінки і нирок за умов гострої крововтрати, усклад-
неної ішемією-реперфузією кінцівки [5, 6].

Таким чином, надходження у системний крово-
тік токсичних метаболітів, зумовлених двогодин-
ною ішемією кінцівки, та тих, що утворюються уна-
слідок її реперфузії, здатні поглиблювати негативні 
прояви гострої крововтрати, зокрема стимулювати 
розвиток гострого ураження легень, що необхідно 
враховувати у клініці при лікуванні поранених із го-
строю крововтратою та репефузією кінцівки через 
2 год після її турнікетної ішемії. 

За умов застосування карбацетаму в тварин із 
гострою крововтратою, ускладненою ішемією-ре-
перфузією кінцівки, інтенсивність генерації АФО 
лейкоцитами легень суттєво знижується порівняно 
з тваринами без корекції. Хоча показник не дося-
гав рівня контрольних тварин, карабцетам є пер-
спективним препаратом для корекції постішеміч-
них і реперфузійних уражень, що вимагає 
подальшого доклінічного вичення. 

У подальшому доцільно розширити спектр до-
слідження позитивного впливу карбацетаму на ле-
гені за умов гострої крововтрати, ускладненої іше-
мією-реперфузією кінцівки.

ВИСНОВКИ
1. За умов ішемії-реперфузії кінцівки, гострої 

крововтрати та їх поєднання у бронхоальвеолярно-
му змиві зростає кількість лейкоцитів, які генерують 
АФО. Моделювання лише ішемії-реперфузії кінців-
ки супроводжується мінімальними порушеннями з 
максимумом через 2 год експерименту, які до 14 
доби нормалізуються. Після моделювання гострої 
крововтрати та її поєднання з ішемією-реперфузією 
кінцівки показник зростає хвилеподібно з двома пе-
ріодами підвищення – через 1 добу та 14 діб експе-
рименту. Порушення істотно більші після одночас-
ного моделювання гострої крововтрати та 
ішемії-реперфузії кінцівки, що є наслідком взаємно-
го обтяження обох патологічних процесів. 

2. Застосування карбацетаму через 7–14 діб 
знижує інтенсивність утворення АФО лейкоцитами 
бронхоальвеолярного змиву в тварин, яким моде-
лювали ішемію-реперфузію кінцівки, гостру крово-
втрату та їх поєднання, що вказує на перспектив-
ність засобу для корекції виявлених порушень. 
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