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Цель исследования: изучить влияние инфузионной коррекции гиповолемии малатсодержащими 
препаратами и последующей глутаминобогащенной нутритивной поддержки на поддержание барь-
ерной функции кишечника и гипергидратацию у животных с острой массивной кровопотерей.   

Материалы и методы. У 100 крыс после острой кровопотери (30% ОЦК) провели бактериальные 
«посевы» крови, исследование липополисахарида и пресепсина в крови хвостовой и воротной вен, 
структуры толстой кишки и веса животных через 1 час, сутки и 3 суток после восполнения гипово-
лемии. В 1-й серии применяли раствор Рингера и стандартную питательная смесь, во 2-й серии — ма-
латсодержащий раствор и стандартную питательная смесь, в 3-й серии — малатсодержащий рас-твор 
и глутаминобогащенную питательную смесь.   

Результаты. У интактных животных в крови воротной вены значения эндотоксина составляли 
17,8±3,9 пг/мл, пресепсина — 405,6±80,1 пг/мл. «Посевы» крови из хвостовой и воротной вен на всех 
эта-пах показали отсутствие бактериального роста, что подтверждает сохранение кишечного барьера 
для живых микроорганизмов. Через 1 час после восполнения гиповолемии и реинфузии крови от-
мечали многократный рост эндотоксина в крови воротной и хвостовой вены с достоверным увеличе-
нием уровня пресепсина. Через сутки после кровопотери во 2-й и 3-й сериях животных значения эн-
дотоксина, пресепсина, отека слизистой оболочки и подслизистого пространства толстой кишки 
были меньше, чем в 1-й серии. Через 3 суток определили преимущества глутаминсодержащего пи-
тания в 3-й серии эксперимента: сдерживание нарастания эндотоксина и пресепсина в крови ворот-
ной и хвостовой вены, интерстициального отека толстой кишки, увеличения веса животного.   

Заключение. Применение малатсодержащих инфузионных препаратов и глутаминобогащенного 
питания после острой массивной кровопотери способствует снижению выработки пресепсина в ор-
ганах желудочно-кишечного тракта, транслокации эндотоксина в воротную вену и системный кро-
воток, уменьшению степени выраженности отека слизистой оболочки, подслизистого пространства 
толстой кишки и нарастания веса животных.  
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Purpose of the study: to investigate the influence of hypovolemia correction by infusion of malate-con-

taining preparations and subsequent glutamine-enriched nutritional support on the maintenance of gut bar-
rier and overhydration in animals with acute massive blood loss.   
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Materials and methods. Blood samples were harvested from the tail and portal veins of  rats (n=100) at 
different time points after the acute blood loss (>30% V/V) . Bacterial blood cultures for growth, lipopolysac-
charide and presepsin concentrations, colon structures and animal weight were analyzed in blood and plasma 
specimens 1 hour, one day and 3 days after the hypovolemia correction. To correct the hypovolemia, in the 1st 

series of experiments, the Ringer’s solution and standard nutrient mixture were used; in the 2nd series malate-
containing solution and standard nutrient mixture were administered; in the 3rd series  a malate-containing 
solution and glutamine-enriched nutrient mixture were employed.   

Results. In the portal vein blood of intact animals, endotoxin measurement was equal to 17.8±3.9 pg/ml, 
that of presepsin — 405.6±80.1 pg/ml. At all stages, tail and portal blood bacterial cultures were negative 
demonstrating an absence of bacterial growth and gut barrier intactness for live microorganisms. One hour 
after hypovolemia correction and blood reinfusion, multifold increase in endotoxin concentration in the blood 
from both portal and tail veins was accompanied by significant increase of presepsin concentration. 24 hours 
after the blood loss, in the animals of the 2nd and 3rd series, the levels of endotoxin, presepsin, and edema of 
the colon mucous membrane and submucosal space has become lower than those in the 1st series. Three days 
later, the advantages of glutamine-containing nutrition in the 3rd series of the experiment were determined 
that revealed decreasing the endotoxin and presepsin concentrations in the portal and tail vein blood and di-
minishing the levels of interstitial edema of colon and animal weight growth.   

Conclusion. Administration of malate-containing infusion preparations and glutamine-enriched nutrition 
after an acute massive blood loss contributes to decreasing presepsin production in GIT organs, abrogating 
endotoxin translocation into the portal vein and systemic circulation, lessening severity of edema of the mu-
cous membrane and submucosal space of the colon, and reducing the previously increased animal body mass.   
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Введение 
Возникающие при критических состояниях 

нарушения перфузии кишечника вызывают его 
ишемические, реперфузионные и в последую-
щем — воспалительные повреждения. Продол-
жительное нарушение барьерной функции 
кишечника требует разработки эффективных 
методов предупреждения транслокации микро-
организмов и биологически активных продук-
тов их жизнедеятельности [1, 2]. Резидентные 
макрофаги кишечника могут быстро реагиро-
вать на действие стимулов окружающей среды 
[3]. Активация макрофагов приводит к увеличе-
нию выработки ими цитокинов, хемокинов и 
других медиаторов воспаления, в том числе и 
пресепсина при взаимодействии с живыми мик-
роорганизмами [4]. 

В этих условиях положительное посто-
янное влияние низких концентраций эндоток-
сина на функционирование иммунной системы 
здоровых людей сменяется резко увеличиваю-
щимся потоком транслоцируемого липополиса-
харида (ЛПС) грамотрицательных бактерий в 
бассейн воротной вены с последующим попада-
нием в системный кровоток, что может активно 
влиять как на тяжесть развивающейся полиор-
ганной дисфункции, так и на лабораторную 
оценку выявленных нарушений с разработкой 
мероприятий, влияющих на механизмы 
выявленных нарушений [5–7]. Развивающаяся 
при повреждении и воспалении повышенная 
проницаемость кишечного барьера может 
отрицательно отразиться на динамике жид-
костного баланса и гипергидратации не только 

Introduction  
Gut perfusion alterations occurring during 

critical conditions cause ischemia, reperfusion, and 
later — inflammatory damage. Prolonged gut bar-
rier dysfunction requires development of effective 
methods of preventing the translocation of mi-
croorganisms and biologically active products of 
their vital activity into the circulation[1, 2]. Resident 
macrophages of the gut might respond fast to the 
effects of environmental stimuli [3]. Following in-
teractions with live microorganisms, activation of 
macrophages leads to increased production cy-
tokines, chemokines and other mediators of in-
flammation, including presepsin [4]. 

Under these circumstances, the positive im-
munostimulating effect of low concentrations of 
endotoxin on immune system in healthy people is 
changing, due to drastically increased flow of 
translocated lipopolysaccharide (LPS) of gram-neg-
ative bacteria into the portal vein and systemic cir-
culation, to overhelming concentration of endo-
toxin. That may intensively affect both the severity 
of multiple organ dysfunction and the laboratory 
assessment of consequences of increased endo-
toxin concentration [5–7]. Increased gut barrier 
permeability during damage and inflammation 
might adversely affect the fluid balance dynamics 
and overhydration not only in the gut but in other 
vital organs as well. Preventing acute intestinal fail-
ure and endotoxemia in experimental animals after 
an acute massive bleeding seems highly promising 
in increasing surviving following blood loss.. 

Purpose of the study: to investigate the influ-
ence of correction of hypovolemia using infusion of 

Экспериментальные исследования
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в кишечнике, но и в других жизненно важных 
органах.  

В связи с этим представляется перспек-
тивным поиск новых направлений предупреж-
дения острой кишечной недостаточности и 
эндотоксемии у экспериментальных животных 
после острой массивной кровопотери. 

Цель исследования — изучить влияние 
инфузионной коррекции гиповолемии малат-
содержащими препаратами и последующей 
глутаминобогащенной нутритивной поддерж-
ки на поддержание барьерной функции 
кишечника и гипергидратацию у животных с 
острой массивной кровопотерей. 

Материал и методы 
Эксперименты проводили в ЦНИЛ ФГБОУ ВПО 

«Приволжский исследовательский медицинский 
университет» на 100 половозрелых крысах самцах 
линии Wistar, массой 220–250 г. Содержание живот-
ных, оперативные вмешательства и эвтаназию осу-
ществляли в соответствии с нормативами, данным 
в руководстве Guide for care and use of laboratory ani-
mals. ILAR publication, 1996, National Academy Press. и 
с требованиями Приказа Минздрава России № 267 
от 19.06.2003 «Об утверждении правил лабораторной 
практики в Российской Федерации». Наркоз осу-
ществляли внутрибрюшинным введением нембу-
тала в дозе 45 мг/кг. С целью инвазивного контроля 
гемодинамики, забора и реинфузии крови, введения 
исследуемых инфузионных растворов в начале экс-
перимента катетеризировали хвостовую артерию и 
вену. Катетеризацию осуществляли после выделе-
ния сосудистого пучка и подведения лигатур выше 
и ниже места предполагаемой катетеризации. Вве-
дение катетеров 30 G в вену и артерию проводили 
после рассечения стенки сосуда с помощью сосуди-
стых ножниц. Установленный катетер ежечасно 
промывали с помощью 0,1 мл раствора нефракцио-
нированного гепарина (50 ЕД/мл). Выбранная экс-
периментальная модель острой фиксированной по 
объему кровопотери позволяла оценить как дина-
мику постгеморрагических повреждений внутрен-
них органов, так и эффективность применяемых 
компонентов лечения [8, 9].  

Эксперимент проводили в несколько этапов: 
1. Исходное состояние. Проводили взвешива-

ние и наркотизацию животного, катетеризацию со-
судов под местной анестезией 0,5% раствором ново-
каина до 0,5 мл и забор крови на исследование из 
хвостовой вены. После наркотизации у 10 животных 
после лапаротомии из воротной вены забирали 
кровь на исследование. 

2. Проводили фиксированное кровопускание 
из хвостовой артерии в объеме 30% ОЦК со скоро-
стью 2 мл/мин. ОЦК крысы рассчитывали как 6,5% 
от массы тела. Кровь забирали в шприц, содержа-
щий 0,5 мл раствора гепарина (50 ЕД/мл) для после-
дующей реинфузии.  

3. Период гиповолемии продолжался 1 час 
после кровопотери. Выбранный объем кровопотери, 
ее скорость и длительность до начала лечебных ме-
роприятий создают критически значимую гиповоле-

malate-containing preparations and subsequent 
glutamine-enriched nutritional support on the 
maintenance of gut barrier and overhydration in 
animals with acute massive blood loss. 

Materials and Methods 
The experiments were carried out at the Central Re-

search Laboratory of Federal State Budgetary Educa-
tional Institution of Higher Professional Education, The 
Volga Research Medical University using 100 adult Wistar 
male rats weighing 220–250 g. The animal husbandry, op-
erative interventions and euthanasia were performed ac-
cording to the norms given in the Guide for Care and Use 
of Laboratory Animals. ILAR publication, 1996, National 
Academy Press, and requirements of Order No. 267 of the 
Russian Ministry of Health dated 19.06.2003 «On Ap-
proval of the Laboratory Practice Rules in the Russian 
Federation». Animals were anesthetized by intraperi-
toneal administration of Nembutal at a dose of 45 mg/kg. 
For the purpose of invasive monitoring of hemodynam-
ics, blood sampling and reinfusion, administration of in-
fusion solutions under study, tail artery and vein 
catheterization were performed at the beginning of the 
experiment. The catheterization was carried out after the 
vascular bundle had been singled out and ligatures had 
been placed above and below the point of contemplated 
catheterization. 30 G catheters were placed in the vein 
and artery after the vessel wall had been cut with the help 
of vessels scissors. The placed catheter was washed every 
hour with 0.1 ml of non-fractionated heparin solution (50 
U/ml). The selected experimental model of a volume-
limited acute blood loss allowed evaluating both the dy-
namics of post-hemorrhagic damages of internal organs 
and the efficacy of the therapeutic components [8, 9].  

The experiments were carried out in several stages: 
1. Baseline. The animal was weighted and anes-

thetized, catheterization of vessels was carried out under 
topical anesthesia with 0.5% Novocain solution up to 0.5 
ml, and blood was sampled from the tail vein for analysis. 
After anesthetization, in 10 post-laparotomy animals, 
blood was sampled for analysis. 

2. Limited blood loss by harvesting the 30% blood 
(V/V) from the tail artery at a rate of 2 ml/min was im-
plemented. The rat circulation volume was calculated as 
6.5% of the body weight. Blood was taken into a syringe 
containing 0.5 ml of heparin solution (50 U/ml) for sub-
sequent reinfusion.  

3. The period of hypovolemia lasted for 1 hour 
after the blood loss. The chosen blood loss volume, its 
speed and duration before commencement of therapeu-
tic measures create a critically significant hypovolemia 
suitable for developing irreversible ischemic damages 
and reperfusion alterations later during hypovolemia re-
placement [8, 9]. 

4. The period of hypovolemia correction. In the 1st 
series of experiments (30 rats), hypovolemia correction 
was performed using the Ringer’s solution (Biokhimik, 
Russia) in a volume equal to 2X of blood loss as follows: 
½ of the calculated dose of Ringer’s solution was admin-
istered as a bolus within 5 minutes using an infusion 
pump, thereafter, the remainder of the calculated dose of 
the preparation was administered within 55 minutes. In 
the 2nd and 3rd series (30 rats in each), hypovolemia re-
placement was performed using a malate-containing so-
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мию для развития необратимых ишемических по-
вреждений, а в последующем при восполнении гипо-
волемии — реперфузионных повреждений [8, 9]. 

4. Период коррекции гиповолемии. В 1-й 
серии экспериментов (30 крыс) коррекцию гипово-
лемии проводили раствором Рингера (Биохимик, 
Россия) в объеме 200% от кровопотери следующим 
образом: ½ часть расчетной дозы раствора Рингера 
вводили с помощью инфузомата болюсно в течение 
5 минут, затем за 55 минут вводили оставшуюся по-
ловину расчетной дозы препарата. Во 2-й и 3-й се-
риях (по 30 крыс в каждой) восполнение гиповоле-
мии проводили с помощью малатсодержащего 
раствора («Стерофундин изотонический», ООО «Ге-
матек», Россия) по схеме, применяемой в 1-й серии 
эксперимента. Объем, скорость инфузии и исполь-
зование только кристаллоидных кровезаменителей 
выбрали исходя из рекомендаций, формирующихся 
по мере накопления проверенной информации об 
эффективности и безопасности применяемой так-
тики восполнения гиповолемии [10, 11]. 

 5. Период реинфузии крови начинался с мо-
мента окончания введения раствора Рингера и про-
должался в течение 1 часа. С целью сохранения уме-
ренной гемодилюции в постгеморагическом 
периоде реинфузия составляла 70% от объема 
крови, забранной на 2-м этапе эксперимента. Через 
1 час после окончания реинфузии и забора крови 
для лабораторного анализа хвостовую артерию и 
вену перевязывали, рану хвоста ушивалали узло-
выми швами (капрон №1). После лапаротомии в 
каждой серии у 10 животных, отобранных с помо-
щью метода «конвертов», проводили забор крови из 
воротной вены с последующим выведением из экс-
перимента. Оставшихся животных помещали в от-
дельную клетку под наблюдение. 

6. Период нутритивной поддержки. Через 8 
часов после кровопотери осуществляли свободный 
доступ животных к еде и воде. В 1-й и 2-й сериях экс-
перимента животные самостоятельно питались нут-
ритивным препаратом «Нутрикомп стандарт ликвид» 
(Bbraun, Германия), в 3-й серии — глутаминобогащен-
ным нутритивным препаратом «Нутрикомп иммунн 
ликвид» (Bbraun, Германия). Выбор жидкой питатель-
ной смеси был обусловлен необходимостью раннего 
одновременного восстановления режима питья и 
еды, оптимальной осмолярностью смеси, а также 
предупреждения механического повреждения ки-
шечника сухой питательной смесью. Проводили 
взвешивание животных, а также оценку количества 
потребленной пищи, энергоемкость которой во всех 
сериях животных статистически не отличалась и со-
ставила в среднем 309 ккал за 3 суток исследования.  

7. Выведение из эксперимента осуществляли 
через 4 часа, 1 и 3 суток после кровопотери с помо-
щью внутривенного введения нембутала в дозе 150 
мг/кг после забора крови на лабораторный анализ. 
Этап забора крови на исследование через 4 часа 
после кровопотери выделили для оценки эффек-
тивности применяемых препаратов в раннем репер-
фузионном постгеморрагическом периоде. На каж-
дом этапе исследования из эксперимента выводили 
по 10 животных.  

Распределение животных по сериям предста-
вили в табл. 1. 

lution (Sterofundin Isotonic, Hematek LLC, Russia) ac-
cording to the regimen as described for the 1st series of 
experiment. The volume, infusion speed and utilization 
of crystalloid blood substitutes were chosen based on ex-
isted recommendations on the efficacy and safety of hy-
povolemia replacement management accumulated in re-
cent years [10,11]. 

 5. The blood reinfusion period commenced from 
the end of Ringer’s solution administration and contin-
ued for 1 hour. To maintain moderate hemodilution dur-
ing the post-hemorrhagic period, the reinfusion equaled 
to 70% of the blood volume was undertaken at the 2nd 
stage of the experiment. 1 hour before the end of reinfu-
sion and blood sampling for the laboratory analysis, the 
tail artery and vein were dressed and the tail wound was 
sealed with interrupted sutures (Capron No.1). After la-
parotomy, in each series, in 10 animals selected using the 
‘envelope’ method, blood was taken from the portal vein, 
and the animals were subsequently withdrawn from the 
experiment. The remaining animals were put in a sepa-
rate cage for monitoring. 

6. The nutritive support period. 8 hours after the 
blood loss, the animals were allowed free access to food 
and water. In the 1st and 2nd series of the experiment, the 
animals fed themselves with a nutrient mixture ‘Nutri-
comp standard liquid’ (Bbraun, Germany), in the 3rd se-
ries animals were fed with glutamine-enriched nutrient 
mixture ‘Nutricomp immune liquid’ (Bbraun, Germany). 
The liquid nutrient mixture was chosen because of the 
necessity to restore simultaneously the pattern of drink-
ing and eating, the optimal osmolality of the mixture, and 
prevention of mechanical damage to the gut caused by a 
dry nutrient mixture. Animal weighing was carried out as 
well as assessment of the quantity of food consumed, the 
energy of which did not differ statistically between all an-
imals and amounted to 309 kcal on average for the 3 days 
of the study.  

7. Withdrawal from the experiment was done 4 
hours, 1 and 3 days after the blood loss using intravenous 
Nembutal at a dose of 150 mg/kg after the blood sam-
pling for the laboratory analysis. The stage of blood sam-
pling for analysis 4 hours after blood loss was selected for 
evaluating the efficacy of preparations administered dur-
ing the early reperfusion post-hemorrhagic period. 10 
animals were withdrawn at each stage of the experiment.  

Distribution of animals by series of experiments is 
shown in table 1. 

Blood harvested from tail and poertal veins was an-
alyzed for for content of LPS of gram-negative bacteria 
(endotoxin) at the premises of Clinical Laboratory De-
partment of Nizhny Novgorod Regional Clinical Hospital 
named after N. A. Semashko uisng diagnostic kit ‘MACH- 
endotox.spp.test’ manufactured by ROKHAT Research & 
Production Company, LLC, jointly with A. N. Bakulev Re-
search Center of Cardiovascular Surgery (Russia). Pre-
sepsin, a soluble marker of bacterial phagocytosis cells, 
was determined by PATHFAST Presepsin kit (Mitsubishi 
Chemical Medience Corporation, Japan). At all stages, tail 
and portal vein blood cultures for bacteria were analyzed. 

Specimens for light-optical microscopy were pre-
pared after 24–72 hrs. of fixation in 10% neutral buffered 
formalin solution, desiccation in alcohols of ascending 
concentrations, and paraffin embedding. 7μm-thick 
slices were made using microtome Leica SM 2000R and 
stained with hematoxylin-eosin. Histological specimens 
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В качестве микробного маркера эндотоксикоза 
у крыс в крови хвостовой и воротной вены в отделе-
нии клинико-лабораторной диагностики ГБУЗ НО 
«Нижегородская областная клиническая больница 
им. Н. А. Семашко» исследовали ЛПС грамотрица-
тельных бактерий (эндотоксин) с помощью диагно-
стического набора «МАЧ-endotox.spp.тест», выпус-
каемого ООО НПФ «РОХАТ» совместно с ГОУ «НЦССХ 
им. А.Н. Бакулева» (Россия). Пресепсин, как маркер 
активности фагоцитоза в отношении бактерий, 
определяли с помощью набора «PATHFAST Presepsin» 
(Mitsubishi Chemical Medience Corporation, Япония). 
На всех этапах проводили «посев» крови из хвостовой 
и воротных вен на бактериальный анализ. 

Препараты для светооптической микроскопии 
приготавливали после 24–72 ч фиксации в 10% рас-
творе нейтрального формалина, обезвоживания в 
спиртах восходящей концентрации и заливки в па-
рафин. Срезы толщиной в 7 мкм изготавливали на 
микротоме Leica SM 2000R и окрашивали гематокси-
лин-эозином. Просмотр гистологических препара-
тов, регистрацию изображений и подсчет морфомет-
рических показателей проводили на микровизоре 
μVizo-103 (ЛОМО, Россия). 

Статистическую обработку результатов иссле-
дования осуществляли с помощью пакета приклад-
ных программ Microsoft Exel 2007 и StatSoft Statistica 
6.0. В статистическом анализе использовали непа-
раметрические методы сравнения Манна–Уитни и 
Уилкоксона. Значения считали достоверными при 
заданном критерии вероятности p<0,05. 

Результаты и обсуждение 
Взятые на бактериальный «посев» пробы 

крови из хвостовой и воротной вены показали 
отрицательный результат у всех животных, что 
свидетельствовало об отсутствия микробной 
транслокации в воротную вену и системный 
кровоток для микрофлоры кишечника при 
кровопотере до 30% ОЦК. По литературным 
данным для нарушения барьерной функции 
кишечника в отношении живых микроорга-
низмов требуется более длительное или интен-
сивное воздействие повреждающих факторов, 
чем выбранные нами в эксперименте [12–14].  

До кровопотери значения ЛПС и пресеп-
сина в крови из хвостовой вены соответствова-
ли уровню должных величин у людей, но при 
этом значения эндотоксина в крови из ворот-

were viewed, images were recorded, and morphometric 
parameters were counted with the aid of microvisor 
μVizo-103 (LOMO, Russia). 

Statistical treatment of the data was performed 
using software packages Microsoft Exel 2007 and StatSoft 
Statistica 6.0 to calculate medians and significance by 
Mann–Whitney–Wilcoxon nonparametric tests. Differ-
ences between groups were considered significant at 
P<0.05. 

Results and Discussion 
Blood samples taken from the tail and portal 

veins for bacterial culture showed absence of 
growth in all specimens, which evidenced absence 
of microbial translocation into the portal vein and 
systemic circulation for intestinal microflora in 
case of blood loss up to 30% of the circulation vol-
ume. According to literature, gut barrier dysfunc-
tion in respect of live microorganisms requires a 
longer or more intensive impact of damaging fac-
tors than chosen in our experiment [12–14].  

Before the blood loss, the values of LPS and 
presepsin concentration in the tail vein blood was 
within the norm values; however, the endotoxin 
values of the portal vein blood were 2.6 higher than 
those of the tail vein blood (table 2). This supports 
the essential detoxifying function of the liver, 
specifically, by Kupffer cells, in respect to LPS me-
tabolism [15, 16]. There was no statistical difference 
in blood presepsin concentration between tail and 
portal veins, which indirectly proved an absence of 
baseline activation of tissue macrophages located 
in the abdominal cavity by intestinal microflora. 

However, 1 hour after blood reinfusion in the 
1st series animals, LPS in blood from the tail vein 
and portal vein exceeded the baseline figures 20.6 
and 32.8 times, respectively. The correlation be-
tween the significantly different content of LPS in 
the portal and tail veins grew from baseline 2.6 to 
4.6 times. 

Mean presepsin in blood of the portal and tail 
veins increased vs. baseline by 266% and 135%, cor-
respondingly. The significant difference in the pre-
sepsin content between the portal and systemic cir-
culation was equal to 84.6%. 

In the 2nd and 3rd series of experiments, during 
the early post-hemorrhagic period, similar dynam-

Experiment series                                                                                                                                            Preparations 
                                                                                                                      for hypovolemia replacement                             for nutritive support 
1st                                                                                                                        Ringer’s solution                                    Nutricomp standard liquid 
2nd                                                                                                                   Sterofundin Isotonic                                Nutricomp standard liquid 
3rd                                                                                                                    Sterofundin Isotonic                                Nutricomp immune liquid 

Таблица 1. Распределение животных по сериям. 
Table 1. Distribution of animals by series. 

Примечание. Experiment series — серия опытов; preparations — препараты; for hypovolemia replacement — для воспол-
нения гиповолемии; for nutritive support — для нутритивной поддержки. Для табл. 1, 2: Ringer’s solution — раствор Рин-
гера; Sterofundin isotonic — Стерофундин изотонический; Nutricomp standard/immune liquid — Нутрикомп стандарт 
/иммунн ликвид.
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ной вены были в 2,6 раза выше таковых в 
крови из хвостовой вены (табл. 2). Тем самым 
подтверждается важнейшая детоксицирую-
щая роль печени и в частности клеток Купфера 
в отношении ЛПС [15, 16]. Значения пресепси-
на в крови хвостовой и воротной вены не 
имели статистических различий, что служило 
косвенным доказательством отсутствия в 
исходном состоянии активации кишечной 
микрофлорой тканевых макрофагов, располо-
женных в брюшной полости. 

Однако через 1 час после реинфузии 
крови у животных 1-й серии содержание ЛПС 
в крови из хвостовой вены и воротной вены 
превышало исходные значения соответствен-
но в 20,6 и 32,8 раза. Соотношение между ста-
тистически различным содержанием ЛПС в 
воротной и хвостовой венах наросло с 2,6 в 
исходном состоянии до 4, 6 раз. 

Средние значения пресепсина в крови 
воротной и хвостовой вены относительно 
исходных значений увеличились соответствен-
но на 266 и 135%. Статистически значимая раз-
ница содержания пресепсина в портальном и 
системной кровотоке составила 84,6%. 

Во 2-й и 3-й сериях опытов в раннем 
постгеморрагическом периоде отмечали ана-
логичную динамику ЛПС и пресепсина. Следу-
ет отметить, что уже на этом этапе величины 
изучаемых показателей были незначительно 
ниже, чем в 1-й серии, что может быть связано 
с началом реализации протективного действия 

ics of LPS and presepsin were observed. It should 
be noted that already at this stage, the figures of in-
dices under study were insignificantly lower than 
in the 1st series, which might be related to onset of 
protective effect of the malate-containing solution 
used, which we had described earlier [17]. 

The main mechanism of LPS increase is appar-
ently the endotoxin translocation into vasculature 
from the intestinal lumen and failure of the detoxi-
fying function of the liver in preventing its penetra-
tion into systemic circulation. The second mecha-
nism is mediated, in our opinion, by the increased 
fraction of the porta-caval shunt in the case of alter-
ations of intrahepatic microcirculation due to hypo-
volemia and reperfusion. The third mechanism is 
the transfer of substances under study into the sys-
temic circulation and Kupfer cells of the liver via 
lymph, directly or with the aid of exosomes [18, 19]. 

All this might lead in future to early manifes-
tation of endotoxin aggression, infectious compli-
cations, additional damages of the liver, kidneys, 
and gram-negative sepsis [20, 21]. 

The increasing concentration of presepsin in 
the portal vein in the absence of bacterial growth in 
blood cultures, might evidence penetration of mi-
croorganisms into the interstitial space of the gut 
and their complete absorption by macrophages, i.e. 
competence of the local cell immunity. Hence, al-
ready at the level of gut microcirculation, antimi-
crobial preservation remained competent at that 
and subsequent stages of the early post-hemor-
rhagic period. However, it should be taken into ac-

Indexes                                                                              Blood                                                                       Index values at study stages 
                                                                   sampling point                 Baseline                    1 hr.  after                 24 hrs.  after                 3 days after 
                                                                                                                                                     blood reinfusion             blood loss                     blood loss 

1st series (Ringer’s solution + Nutricomp standard liquid) 
LPS, pg/ml                                             Portal vein                     17.8±3.9                 583.5±107.4#               206.4±23.1#                  254.3±31.0# 
                                                                     Tail vein                       6.8±1.8##                 140.0±44.7#,##              72.3±24.0###                 94.1±29.7#,## 
Presepsin, pg/ml                                  Portal vein                   405.6±80.1              1484.7±196.1#              651.4±66.2#                  697.6±63.2# 
                                                                     Tail vein                     342.1±31.2               804.4±74.3#,##             483.6±59.5###              579.2±50.6#,## 

2nd series (Sterofundin Isotonic + Nutricomp standard liquid) 
LPS, pg/ml                                             Portal vein                     18.5±4.1                 489.3±113.2#              124.2±21.5#*               128.0±24.5#,* 
                                                                     Tail vein                       6.7±1.5##                 112.1±33.0#,##             38.0±12.1###*               41.6±10.3#,##,* 
Presepsin, pg/ml                                  Portal vein                   402.9±74.0              1195.3±202.9#             467.4±60.8#*               513.3±52.1#,* 
                                                                     Tail vein                     355.8±25.4               771.6±80.5#,##            415.3±53.5###*            431.8±40.6#,##,* 

3rd series (Sterofundin Isotonic + Nutricomp immune liquid) 
LPS, pg/ml                                             Portal vein                     16.9±3.7                   492.4±93.7#               109.8±22.6#*              79.7±20.2#,*,** 
                                                                     Tail vein                       6.2±1.7##                 105.6±37.0#,##             35.5±10.3###*              27.6±9.5#,##,*,** 
Presepsin, pg/ml                                  Portal vein                   397.5±65.4              1253.5±152.7#             484.1±82.0#*             408.3±42.7#,*,** 
                                                                     Tail vein                     339.3±39.7               759.2±68.4#,##            383.8±40.5#,##,*         363.1±32.9#,##,*,**

Таблица 2. Динамика ЛПС и пресепсина (M±δ). 
Table 2. LPS and presepsin dynamics (M±δ). 

Note. # — significance of differences vs. baseline; ## — significance of differences vs. venous blood from the portal veil at the same 
stages of the study; * — significance of differences vs. the 1st series; ** — significance of differences vs. the 2nd series. 
Примечание. Для табл. 2, рис.: Indexes — показатели; values at experimental stages — значения на этапах исследова-
ния; Baseline — исходные значения;  after — через; blood reinfusion — реинфузии крови; blood loss — кровопотери; 
hrs./days — часов/суток; blood sampling point — место забора крови; LPS — ЛПС; Presepsin — Пресепсин;  vein — вена;  
portal, tail – воротная/хвостовая. # — статистическая значимость различий относительно исходных значений; ## — 
статистическая значимость различий относительно значений венозной крови из воротной вены на одинаковых эта-
пах исследования; * — статистическая значимость различий относительной значений 1-й серии; ** – статистическая 
значимость различий относительной значений 2-й серии.
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используемого малатсодержащего раствора, 
описанного нами ранее [17]. 

Основным механизмом нарастания значе-
ний ЛПС, по-видимому, является переход эндо-
токсина в сосудистой русло из просвета кишеч-
ника и несостоятельность детоксицирующей 
функции печени в предупреждении его про-
никновения в системный кровоток. Второй 
механизм, на наш взгляд, реализуется через 
увеличение доли портокавального шунтирова-
ния в условиях гиповолемии и реперфузион-
ных нарушений внутрипеченочной микроцир-
куляции. Третьим механизмом является 
перенос изучаемых веществ с лимфой, в том 
числе и с экзосомами, в системный кровоток, 
также минуя клетки Купфера печени [18, 19]. 

Все это в последующем может приводить 
к ранней манифестации эндотоксиновой 
агрессии, инфекционным осложнениям, 
дополнительным повреждениям печени, 
почек и грамотрицательному сепсису [20, 21]. 

Рост пресепсина в воротной вене при 
отсутствии положительных результатов посе-
вов крови может свидетельствовать о проник-
новении микроорганизмов в интерстициаль-
ное пространство кишечника и их полного 
поглощения макрофагами, т. е. о состоятельно-
сти местного клеточного иммунитета. Следова-
тельно, антибактериальная защита уже на 
уровне микроциркуляции кишечной трубки 
оставалась дееспособной на этом и последую-
щих этапах раннего постгеморрагического 
периода. Но следует учитывать, что поврежде-
ния кишечника при реперфузии приводят к 
росту его проницаемости, активности транс-
целлюлярной миграции бактерий с захватом 
их субэпителиальными макрофагами и дли-
тельно протекающих воспалительных реакций 
в кишечнике [22, 23]. Значения пресепсина в 
крови из хвостовой вены были статистически 
значимо ниже, чем в крови из воротной вены. 

Взаимосвязь нарушений метаболизма в 
стенке кишечника, транслокации, эндотокси-
коза и развития органных повреждений при 
кровопотере более 30% ОЦК в настоящее время 
подтверждают определение кишечника, как 
«двигателя или мотора ПОН» [24, 25], что под-
черкивает важность своевременного примене-
ния метаболически ориентированной терапии. 

Через сутки после острой кровопотери 
отмечалось снижение маркеров микробного 
эндотоксикоза в крови из портальной и хвосто-
вой вен, но при этом они оставались повышен-
ными относительно исходных значений. В 1-й 
серии опытов величины ЛПС и пресепсина в 
хвостовой вене превышали исходные значения 
в 10,6 раза и на 41,2% соответствено. Содержа-
ние эндотоксина и пресепсина в воротной вене 
превышало на 186% и 34,8% соответственно его 

count that intestinal damage during reperfusion in-
creases intestinal permeability, and transcellularly 
migrating bacteria might be captured by sub-ep-
ithelial macrophages that leads to prolonged in-
flammatory responses in the bowels [22, 23]. In-
deed, the presepsin values in the tail vein blood 
were significantly lower than those in the portal 
vein blood. 

The relation between disturbed metabolism in 
the intestinal wall, translocation, endotoxicosis and 
development of organ damages in case of blood 
loss exceeding 30% of the circulation volume is cur-
rently confirm the intestine definition as ‘the en-
gine or motor of multiple organ failure’ [24, 25], 
which underlines the importance of timely use of a 
metabolically oriented therapy. 

24 hours after an acute blood loss, decrease of 
microbial endotoxicosis markers in blood from the 
portal and tail veins was noted; however, they re-
mained increased vs. baseline figures. In the 1st se-
ries of experiments, tail vein LPS and presepsin were 
higher than the baseline figures 10.6-fold and by 
41.2%, respectively. Portal vein endotoxin and pre-
sepsin were higher than in the blood taken from the 
tail vein by 186% and 34.8%, respectively. In the 2nd 
series, the tail vein endotoxin and presepsin were 
higher than the baseline 5.7-fold and by 16.9%, and 
in the portal vein — 6.7-fold and by 16.1%, respec-
tively. In the 3rd series, the figures of indices under 
study had no statistically significant difference from 
the figures of the 2nd series of experiments.  

The peak of values of indices under study, 
which was observed at the previous stage of inves-
tigation during early reperfusion, might be repre-
sentative of the fact of massive «washing» into the 
hepatic and systemic blood flow of LPS and pre-
sepsin accumulated during ischemia in the intes-
tinal microcirculation system. It is known that 
blood loss is associated with reduced perfusion of 
the gastrointestinal tract accompanied with vaso-
constriction of mesenterial arterioles and de-
creased microvascular blood flow during several 
hours after hypovolemia replacement and blood re-
infusion [26, 27]. Intensified adhesion and extrava-
sation of neutrophil leukocytes and macrophages 
is an additional long-acting factor of damage dur-
ing the post-hemorrhagic period [28]. That could 
also affect the peak and persistent later high pre-
sepsin values in the blood of portal and tail veins 
because presepsin production is related to the in-
tensity of phagocytosis in macrophages of the bow-
els, blood circulation and lymphatic systems of the 
abdominal cavity [29–31]. 

Endotoxemia, in turn, might render an inde-
pendent influence on the intestinal microcircula-
tion, portal hypertension, reducing the portal blood 
flow to form vicious circle: intestine damage � en-
dotoxemia � intestine damage. The administration 
of a balanced malate-containing solution to replace 
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значения в крови, взятой из хвостовой вены. 
Во 2-й серии — в хвостовой вене значения 
эндотоксина и пресепсина были выше исход-
ных в 5,7 раза и на 16,9%, а в воротной вене — 
соответственно в 6,7 раза и на 16,1%. В 3-й 
серии — значения исследуемых показателей не 
имели статистически значимых отличий от 
таковых во 2-й серии экспериментов.  

Наблюдаемый на предыдущем этапе 
исследования во время ранней реперфузии 
пик значений изучаемых показателей может 
служить подтверждением факта основного 
вымывания в печеночный и системный крово-
ток ЛПС и пресепсина, накопившихся за время 
ишемии в системе микроциркуляции кишеч-
ника. Известно, что при кровопотере снижает-
ся перфузия желудочно-кишечного тракта с 
вазоконстрикцией мезентериальных артериол 
и снижением кровотока в микроциркулятор-
ном русле в течение несколько часов после 
восполнения гиповолемии и реинфузии крови 
[26, 27]. Дополнительным длительно действую-
щим фактором повреждения в постгеморраги-
ческий период является усиление адгезии и 
экстравазации нейтрофильных лейкоцитов и 
макрофагов [28]. Это также могло повлиять на 
пиковые и сохраняющиеся в последующем 
высокие значения пресепсина в крови пор-
тальной и хвостовой вены, так как продукция 
пресепсина прямо пропорциональна интен-
сивности фагоцитоза в макрофагах кишечни-
ка, кровеносной и лимфатической систем 
брюшной полости [29–31]. 

В свою очередь эндотоксемия может само-
стоятельно влиять на кишечную микроцирку-
ляцию, портальную гипертензию, снижая пор-
тальный кровоток с формированием 
порочного круга «повреждение кишечника � 
эндотоксемия � повреждение кишечника». 
Применение сбалансированного малатсодер-
жащего раствора для восполнения гиповоле-
мии способствовало снижению циркуляции 
ЛПС, от которой зависит некроз и апоптоз кле-
ток органов иммунной системы организма, а 
также выживаемость при различных критиче-
ских состояниях [32–36]. 

Через 3 суток в хвостовой вене животных 
1-й серии регистрировали возрастание эндо-
токсемии и пресепсина относительно предыду-
щего этапа исследования, что может быть 
обусловлено самостоятельным воздействием 
ЛПС на проницаемость кишечного барьера, с 
развитием местного воспаления и интерстици-
ального отека [37]. В портальной крови содер-
жание ЛПС и пресепсина оставалось на уровне 
предыдущего этапа исследования. На этом 
этапе исследования отмечали статистически 
значимые преимущества малатсодержащей 
инфузии во 2-й серии опытов и дополнитель-

hypovolemia contributes to lessening the LPS cir-
culation thus decreasing the necrosis and apoptosis 
of cells of different organs including the immune 
system cells and enchancing surviving in critical ill-
nesses [32–36]. 

After 3 days, in the tail vein of animals of the 
1st series, increased endotoxemia and presepsin vs. 
the previous stage of the study were recorded, 
which might be caused by an independent effect of 
LPS on the gut barrier permeability accompanied 
by development of local inflammation and intersti-
tial edema [37]. In the portal blood, the content of 
LPS and presepsin remained at the level of the pre-
vious stage of the study. At this stage of the study, 
statistically significant advantages of the malate-
containing infusion during the 2nd series of experi-
ments and additional positive effects of the gluta-
mine-enriched feeding with Nutricomp immune 
mixture during the 3rd series of experiments were 
observed. In the 3rd series, the portal and tail vein 
LPS content was lower than the LPS values of the 
1st series by 68.5% and 71.2%, respectively, and pre-
sepsin values were decterased by 41.4% and 37.3%. 

It is known that metabolism of anti-inflamma-
tory activated M2 macrophages is maintained 
thanks to oxidative phosphorylation, therefore, 
supplementary administration of malate and glut-
amine could affect their responses by restoring the 
altered polarization parameters including signaling 
cascades and epigenetic reprogramming of M2 
macrophages. Energy deficit replenishment via 
compensation by hypercatabolic processes in in-
testinal tissues is, in turn, accompanied by normal-
ization of the amino acid balance of the portal and 
venous blood, which allows suppressing the in-
flammatory response in the bowels, support the 
barrier function of interstitial macrophages in re-
spect to microorganisms penetrating into the intes-
tinal microcirculatory system, and reduce the in-
flammatory response to lipopolysaccharide or live 
microorganisms in the interstitial space of the 
colon [38, 39]. 

Morphometric investigations of the colon mu-
cous membrane and submucosal space 1 and 3 
days after the acute blood loss demonstrated sta-
tistically significant differences between the series 
of experiments (table 3), which testified on the in-
fluence of the preparations under study on severity 
of their edema. 

On the 1st day after blood loss, in animals of 
the 2nd and 3rd series, these indices were signifi-
cantly lower than the values of the 1st series of an-
imals by 40% on average. 

After 3 days, statistically significant advan-
tages of glutamine-containing feeding were deter-
mined: the mucous membrane and submucosal 
space thickness in animals of the 3rd series was less 
than that of animals of the 2nd series by 17.1% and 
26.2%, respectively. 
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ные положительные эффекты глутаминобога-
щенного питания смесью «Нутрикомп иммунн» 
в 3-й серии. В 3-й серии — значения ЛПС в 
воротной и хвостовой вене были ниже таковых 
в 1-й серии на 68,5 и 71,2% соответственно, а 
пресепсина — на 41,4 и 37,3% 

Известно, что метаболизм противовоспа-
лительных активированных М2 макрофагов 
поддерживается за счет окислительного фос-
форилирования, поэтому дополнительное вве-
дение малата и глутамина могло повлиять на их 
реакции, восстанавливая нарушенные настрой-
ки процессов поляризации, включая сигналь-
ные каскады и эпигенетическое перепрограм-
мирование М2 макрофагов. В свою очередь, 
восполнение энергодефицита с компенсацией 
процессов гиперкатаболизма в тканях кишки 
сопровождается нормализацией аминокислот-

In animals of the 1st series, the severity of 
edema within the submucosal space and mucous 
membrane increased which might be probably re-
lated not only to ischemic damage during blood loss 
but also to the persistent disturbance of colon me-
tabolism during reperfusion and growing influence 
of inflammatory damage of the bowels [40, 41]. 

Colon edema was accompanied by the in-
creased weight of experimental animals, which in-
directly reflected overhydration and post-hypoxic 
interstitial edema of tissues during the post-hem-
orrhagic period [42].  

The amount of calories consumed with the 
nutrient mixture remained the same, by day 3 the 
mean weight of animals increased in all series: to a 
greater degree, in the 1st series, and significantly 
less in animals that received the supplementary 
balanced malate-containing solution for hypov-

Indexes                                                                                                                                 Index values after blood loss 
                                                                                                                       1st Day                                                                                       3rd Day  
                                                                                   1st Series             2nd Series             3rd Series              1st Series               2nd Series             3rd Series 
Mucous membrane thickness, μm          44.3±3.7              26.5±3.0*              25.4±4.3               50.6±4.3               31.4±3.5*           26.0±3.1*# 
Submucosal space thickness, μm            18.5±2.0              10.1±1.3*              10.8±2.1               20.1±3.5               12.6±1.6*             9.3±1.7*# 

Таблица 3. Морфометрические показатели толстой кишки (M±δ). 
Table 3. Morphometric indices of the colon (M±δ). 

Note. * — significance of difference vs. the 1st series at the same stages of the study;  # — significance of difference vs. the 2nd 
series at the same stages of the study. 
Примечание. Indexes — показатели; values after blood loss — значения после кровопотери; day — сутки; thickness — тол-
щина; mucous membrane — слизистой оболочки; submucosal space — подслизистого пространства. * — статистическая 
значимость различий относительно 1-й серии на одинаковых этапах исследования;  # — статистическая значимость 
различий относительно 2-й серии на одинаковых этапах исследования.

Динамика веса животных на этапах исследования, г (M±δ). 
Animal weight dynamics at study stages, g (M±δ). 
Note. * — significance of difference vs. baseline; # — significance of difference vs. 1st series at the same study stages. 
Примечание. * — статистическая значимость различий относительно исходных значений; # — статистическая значи-
мость различий относительно значений 1-й серии на одинаковых этапах исследования.

Index                       Series                                                                                   Index values at study stages 
                                                                           Baseline           1 hr. after blood reinfusion      1 day after blood loss            3 days after blood loss 
                                     1st                           237.2±14.1                         244.3±18.7                                 249.5±20.7*                                259.3±16.3* 
Weight, g                  2nd                          235.1±12.2                         242.4±16.1                                  245.9±17.0                                 249.8±14.5* 
                                    3rd                          234.3±10.7                         240.3±13.5                                  243.4±15.3                                244.0±12.1*# 
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ного баланса портальной и венозной крови, что 
позволяет снизить активность воспалительно-
го ответа в кишечнике, поддержать барьерную 
функцию интестинальных макрофагов в отно-
шении микроорганизмов, проникающих в 
систему микроциркуляции кишечника и сни-
зить экспрессию воспалительного ответа на 
контакт с липополисахаридом или живыми 
микроорганизмами в интерстициальном про-
странстве толстой кишки [38, 39]. 

Морфометрические исследования слизи-
стой оболочки и подслизистого пространства 
толстой кишки через 1 и 3 суток после острой 
кровопотери показали статистически значимые 
различия между сериями животных (табл. 3), 
что свидетельствовало о влиянии исследуемых 
препаратов на выраженность их отека. 

Значения этих показателей у животных 2-й 
и 3-й серий в 1-е сутки после кровопотери 
были статистически значимо меньше в сред-
нем на 40% относительно значений у животных 
1-й серии. 

Через 3 суток определяли статистически 
значимые преимущества глутаминсодержаще-
го питания: толщина слизистой оболочки и 
подслизистого пространства у животных 3-й 
серии были меньше, чем у животных 2-й серии, 
соответственно на 17,1 и 26,2%. 

У животных 1-й серии степень выражен-
ности отека подслизистого пространства и 
слизистой оболочки нарастала, что вероятно 
связано не только с ишемическими поврежде-
ниями во время кровопотери, но и с продол-
жающимися нарушениями метаболизма в тол-
стой кишке в период реперфузии, а также 
увеличивающейся ролью воспалительных 
повреждений кишечника [40, 41]. 

Отек толстой кишки сопровождался уве-
личением веса экспериментальных животных, 
что явилось косвенным отражением гипергид-
ратации и постгипоксического интерстициаль-
ного отека тканей в постгеморрагическом 
периоде [42].  

olemia replacement and glutamine-enriched feed-
ing (fig.). Hence, the glutamine-enriched diet 
helped reducing not only the interstitial edema of 
colon but animal overhydration as well, which was 
indirectly assessed by animal weighing [43]. 

Conclusion  
Use of malate-containing infusion prepara-

tion and a glutamine-enriched diet after an acute 
massive blood loss contributes to reducing pre-
sepsin production in GIT organs, diminishing the 
endotoxin translocation to the portal vein and sys-
temic circulation, abating the severity of edema 
within the mucous membrane and submucosal 
space of the colon, and lessening animal weight 
growth.

При одинаковом количестве потребленных 
калорий с питательной смесью к 3-м суткам 
средний вес животных увеличился во всех 
сериях: в большей степени в 1-й серии и досто-
верно меньше у животных, дополнительно полу-
чавших сбалансированный малатсодержащий 
раствор для восполения гиповолемии и глутами-
нобогащенное питание (рисунок). Следователь-
но, глутаминобогащенная диета способствовала 
снижению не только интерстициального отека 
толстой кишки, но и гипергидратации животно-
го, для косвенной оценки которой используют 
взвешивание [43].  

Заключение 
Применение малатсодержащих инфузион-

ных препаратов и глутаминобогащенного пита-
ния после острой массивной кровопотери спо-
собствует снижению выработки пресепсина в 
органах желудочно-кишечного тракта, транс-
локации эндотоксина в воротную вену и 
системный кровоток, уменьшению степени 
выраженности отека слизистой оболочки, под-
слизистого пространства толстой кишки и 
нарастания веса животных.
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