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Вступ

Серед хімічних речовин, що забрудH
нюють різні об’єкти навколишнього сереH
довища, важкі метали та їх сполуки стаH
новлять значну групу токсикантів. В індуH
стріально розвинутих країнах та регіонах
за рахунок широкого промислового викоH
ристання сполук важких металів, розвитH
ку автомобільної індустрії, хімізації побуH
ту, забруднення ними довкілля (повітря
робочої зони, атмосферне повітря, водойH
ми, грунт, харчові продукти) становить
загрозу для здоров’я населення [1, 2].

Висока токсичність важких металів,
їх здатність накопичуватись в організмі
людини та спричиняти шкідливий вплив
навіть у порівняно низьких концентраціH
ях потребують невідкладного вирішення
низки гігієнічних та медикоHбіологічних
проблем. У зв’язку з цим актуальним є
пошук критеріїв ранньої діагностики паH
тогенного впливу даних  ксенобіотиків на
організм [3].

Відомо, що однією з найбільш чутH
ливих до дії важких металів є багатокомH
понентна система регуляції агрегатного
стану крові, що являє собою сукупність
функціональноHморфологічних і біохімічH
них механізмів, які забезпечують гемосH
таз і підтримують рідкий стан крові у суH
динах [4H6]. Дані літератури свідчать про
прямий вплив важких металів на тромбоH
цитарноHсудинний і коагуляційний гемоH
стаз, протизсідну і фібринолітичну систеH
ми, а також про їх здатність  викликати
зміни в системі регуляції агрегатного стаH
ну крові [7H14] Проте, повідомлення з цих
питань небагаточисленні і потребують
систематизації та подальшого вивчення.

Однією з моделей встановлення заH
гальної токсичності хімічних сполук є
білки. Порушення конформації і функціоH
нальної активності білків хімічними речоH
винами відбувається різними шляхами і
залежить як від структури токсиканта, так
і від будови та функції білка [15, 16].
Згідно даних [16, 17] денатурацію (помутH
ніння) білка рогівки ока кролика викориH
стовують як тест для оцінки подразнюH
вальної дії хімічної речовини (тесту ДрайH
вера). Як альтернативний тест застосоH
вують зміни оптичної густини білка після
додавання до його розчину різних споH
лук. На сьогодні до речовин, що виклиH
кають денатурацію білка, відносяться
луги, кислоти, окиснювачі, іони важких
металів.

Метою даної роботи було експериH
ментальне дослідження in vitro впливу соH
лей важких металів на плазму крові люH
дини (за зміною коагулометричних поH
казників) та на її компоненти (за конфорH
маційними змінами білків системи згорH
тання крові).

Матеріали та методи дослідження

Дослідження впливу солей важких
металів (ацетату свинцю, сульфату кадH
мію, хлориду ртуті, та сульфату марганH
цю) на систему згортання крові проводиH
ли в умовах in vitro за зміною коагулометH
ричних показників плазми крові людини
0 (І) групи. Для цього стабілізовану цитH
ратом натрію кров центрифугували при
3000 об/хв і відокремлювали плазму від
форменних елементів. В контрольних
пробах до плазми крові додавали фізрозH
чин (0,9% розчину NaCl, pH 7,2) у
співвідношенні 1:1. В дослідних пробах –
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у такому ж співвідношенні до плазми
крові додавали розчини солей важких
металів на 0,9% NaCl у кінцевих концен8
траціях 1; 0,1; 0,01 та 0,001 моль/л. Кон8
трольні і дослідні проби інкубували впро8
довж 30 хвилин в термостаті при темпе8
ратурі 37° С. Після інкубації за допомогою
наборів реактивів фірми „CORMAY” на
коагулометрі “К83002 Optic” проводили
визначення наступних показників: про8
тромбіновий час, активований частковий
тромбопластиновий час (АЧТЧ) та тром8
біновий час. В кожній з дослідних серій
експерименту та в контрольній групі було
відібрано по 6 проб.

Для оцінки денатуруючих властиво8
стей солей важких металів in vitro були
обрані наступні білки системи згортання
крові: тромбопластин, фібриноген та
тромбін. Конформаційні зміни зазначе8
них білків визначали спектрофотомет8
рично за допомогою напівавтоматично8
го аналізатора «Screen master plus»
фірми «Hospitex» (Німеччина) при дов8
жині хвилі 405 нм. Важкі метали дослід8
жувались у таких концентраціях: 1; 0,1;
0,01; 0,001; 0,0001 моль/л. Токсичність
ксенобіотиків оцінювали за їх здатністю
при додаванні до розчину білка спричи8
няти його денатурацію, внаслідок чого
зменшується прозорість (оптична густи8
на) розчину. Розчини тромбопластину,
фібриногену та тромбіну готували на

0,9% NaCl з кінцевою концентрацією
білка у реакції – 1 мг/мл. Розчин білка
обережно змішували з розчином дослід8
жуваної солі металу у співвідношенні 1:1
і інкубували протягом 2 годин при 37 оС.
Для кожного білка виконували серію дос8
ліджень: 1 пробірка: 1 мл білка + 1 мл
0,9% NaCl (негативний контроль); 2 про8
бірка: 1 мл білка + 1 мл 0,1 М HCl на 0,9%
NaCl (позитивний контроль); 387 про8
бірки: 1 мл білка + 1 мл розчину солі
металу у концентраціях 1; 0,1; 0,01; 0,001;
0,0001 моль/л. Оптичну густину розчину
досліджуваних проб вимірювали по
відношенню до негативного контролю.
Відсоток денатурації в дослідній пробі
білка обчислювали відносно позитивно8
го контролю.

Отримані дані обчислені статистич8
но з підрахуванням t – критерію Ст’юден8
та [18].

Результати та їх обговорення

Результати проведених коагуломет8
ричних тестів (табл. 1) свідчили про на8
явність гіпокоагуляційних змін, що відбу8
вались під впливом солей важких ме8
талів, а саме: подовження протромбіно8
вого та тромбінового часу, а також зрос8
тання активованого часткового тромбоп8
ластинового часу.

Найбільш суттєві зміни показників,
що характеризують згортання крові, вик8

ликав ацетат свин8
цю. Виявлені пору8
шення характеризу8
вались подовжен8
ням протромбіново8
го часу відносно
контролю за макси8
мальної концент8
рації розчину солі в
інкубаційному сере8
довищі (1 М), що
становило 63,34%;
збільшення за цих
же умов активова8
ного часткового
тромбопластиново8
го часу (АЧТЧ) та

Таблиця 1

Коагулометричні характеристики периферичної крові людини 
після інкубації з розчинами солей важких металів в умовах in vitro 

Метал/показник 
Величини коагулометричних характеристик крові людини 

при дії різних концентрацій металів 
Контроль (плазма крові +фізрозчин) – 16,53 ± 0,09 Протромбіновий  

час, сек 1 М 0,1 М 0,01 М 0,001 М 
ацетат свинцю 27,00 ± 0,44* 25,07 ± 0,34* 22,60 ± 0,11* 19,92 ± 0,19* 
сульфат кадмію 20,85 ± 0,28* 19,50 ± 0,12* 18,02 ± 0,12* 17,02 ± 0,09* 
хлорид ртуті 23,37 ± 0,14* 21,67 ± 0,14* 19,03 ± 0,14* 17,93 ± 0,09* 
сульфат марганцю 18,40 ± 0,12* 17,52 ± 0,07* 17,08 ± 0,14* 16,87 ± 0,05* 

Контроль (плазма крові + фізрозчин) – 27,12 ± 0,14 Активований частко-
вий тромбопласти-
новий час(АЧТЧ), сек 

1 М 0,1 М 0,01 М 0,001 М 

ацетат свинцю 44,60 ± 0,23* 38,65 ± 0,30* 31,57 ± 0,34* 28,93 ± 0,23* 
сульфат кадмію 36,22 ± 0,35* 32,22 ± 0,28* 28,45 ± 0,27* 27,47 ± 0,25 
хлорид ртуті 42,22 ± 0,32* 36,27 ± 0,39* 30,10 ± 0,37* 28,23 ± 0,28* 
сульфат марганцю 32,63 ± 0,25* 29,12 ± 0,30* 27,85 ± 0,32 27,28 ± 0,27 

Контроль (плазма крові + фізрозчин) – 6,78 ± 0,12 
Тромбіновий час, сек 

1 М 0,1 М 0,01 М 0,001 М 
ацетат свинцю 15,68 ± 0,25* 12,65 ± 0,30* 9,93 ± 0,30* 8,65 ± 0,23* 
сульфат кадмію 10,82 ± 0,27* 9,12 ± 0,19* 8,03 ± 0,14* 7,42 ± 0,27 
хлорид ртуті 12,35 ± 0,27* 10,85 ± 0,23* 8,97 ± 0,18* 8,02 ± 0,16* 
сульфат марганцю 9,43 ± 0,21* 8,08 ± 0,27* 7,22 ± 0,19 6,90 ± 0,14 

Примітка: * – розходження з контролем статистично значиме (р ≤ 0,05). 
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тромбінового часу становило відповідно
64,45% та 131,27%. Зміни дещо меншої
інтенсивності були відмічені при дії солей
ртуті та кадмію. Після інкубації плазми
крові з додаванням одномолярних розH
чинів хлориду ртуті та сульфату кадмію
протромбіновий час подовжувався відпоH
відно на 41,38% та 26,13%, АЧТЧ – на
55,68% та 33,55%, збільшення ж тромбH
інового часу у відсотковому вираженні
становило 82,15 та 59,59. В найменшій
мірі спричинив зрушення величин коагуH
лометричних показників сульфат марганH
цю: виявлено зміни протромбінового
часу на 11,31%, АЧТЧ та тромбінового
часу відповідно на 20,32% та 39,09%
після інкубації периферичної крові з 1 М
розчином солі марганцю в умовах in vitro.

Виявлено, що при зниженні конценH
трацій катіонів досліджуваних солей до
0,1 моль/л та 0,01 моль/л спостерігались
менш виражені відхилення величин коаH
гулометричних показників від контH
рольних значень, а найнижча з викорисH
таних у дослідженнях концентрація свинH
цю, кадмію, ртуті та марганцю (0,001
моль/л) при додаванні до плазми крові
впливала на її коагулометричні характеH
ристики в незначній мірі.

При додаванні солей важких меH
талів до розчинів білків системи згортанH
ня крові (тромбопластину, фібриногену,
тромбіну) спостерігались зміни їх оптичH

ної густини, що свідчило про порушення
структури досліджуваних білків, їх денаH
турацію. Виявлено, що вираженість конH
формаційних змін білків системи згорH
тання крові залежала як від катіонів досH
ліджуваних солей, так і від їх концентрації
в інкубаційному середовищі (табл. 2).

Найбільш суттєві конформаційні
зміни досліджуваних білків викликав ацеH
тат свинцю: збільшення оптичної густиH
ни розчину фібриногену при дії максиH
мальної концентрації солі свинцю в інкуH
баційному середовищі (1 М) становило
66,74%, конформаційні зміни тромбіну та
тромбопластину визначались на рівні
відповідно 79,78% і 57,89%.

Зміни білків системи згортання
крові дещо меншої інтенсивності були
відмічені при дії солей ртуті та кадмію.
Інкубація розчинів білків з додаванням
одномолярних хлориду ртуті та сульфату
кадмію спричиняла наступні зміни їх опH
тичної густини відносно контрольних знаH
чень: фібриногену на 36,11% та 22,42%,
тромбіну відповідно – на 50,32% і 27,89%;
конформаційні зміни тромбопластину за
цих же умов становили 33,47% і 19,26%.

Найменші зміни оптичної густини
розчинів досліджуваних білків викликав
сульфат марганцю в зазначеній конценH
трації: у відсотковому вираженні конфорH
маційні зміни розчину фібриногену стаH
новили 6,42%, оптична густина розчинів

тромбіну та тромH
б о п л а с т и н у
збільшилась відповH
ідно на 8,95% та
4,0%.

Зниження конH
центрацій катіонів
вищезазначенних
солей призводило
до менш виявлених
к о н ф о р м а ц і й н и х
змін білків, а найH
менша концентрація
досліджуваних меH
талів (0,0001 моль/л)
на зміну оптичної

Таблиця 2 

Відсоток денатурації білків системи згортання крові по відношенню до позитивно-
го контролю (0,95 умов. од.) 

Білок/показники 

Фібриноген Сполука металу 

1М 0,1 М 0,01 М 0,001 М 0,0001М 
ацетат свинцю 66,74 42,32 17,79 7,47 1,47 
сульфат кадмію 22,42 25,79 9,26 3,26 0,42 
хлорид ртуті 36,11 29,16 9,79 4,53 0,64 
сульфат марганцю 6,42 2,43 1,47 0,63 0,11 

 Тромбін 
ацетат свинцю 79,78 46,42 24,11 10,63 2,11 
сульфат кадмію 27,89 35,68 14,63 5,05 0,74 
хлорид ртуті 50,32 37,89 12,74 8,00 1,05 
сульфат марганцю 8,95 4,42 3,16 1,26 0,21 

 Тромбопластин 
ацетат свинцю 57,89 30,42 8,53 4,84 0,95 
сульфат кадмію 19,26 17,79 6,32 2,21 0,11 
хлорид ртуті 33,47 23,47 7,37 3,05 0,21 
сульфат марганцю 4,00 2,11 0,85 0,42 0,00 
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густини розчинів тромбопластину, фібриH
ногену та тромбіну не впливала.

Висновки

1. Вплив сполук важких металів на коаH
гулометричні характеристики плазми
крові людини при дослідженні в умоH
вах in vitro характеризувався як гіпоH
коагуляційний.

2. Солі важких металів in vitro викликаH
ли суттєві конформаційні зміни білків
системи згортання крові (тромбоплаH
стину, фібриногену та тромбіну) у поH
слідовності Pb > Hg > Cd > Mn.

3. Виявлені гіпокоагуляційні зміни плазH
ми крові можуть бути обумовлені
впливом важких металів на структуH
ру і активність білків, що беруть
участь у процесі згортання крові.

Отримані результати дослідження
на моделях in vitro можуть бути викорисH
тані з метою подальшого удосконалення
існуючої системи гігієнічного нормуванH
ня хімічних речовин.
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Реферат

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ
ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ

СОЕДИНЕНИЙ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ
НА СИСТЕМУ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ В

УСЛОВИЯХ IN VITRO

Губарь И.В., Куповская С.И.

В работе приведены результаты экH
спериментального исследования в услоH
виях in vitro влияния тяжелых металлов
(свинца, кадмия, ртути и марганца) на
плазму крови и ее комоненты (белки).
Влияние тяжелых металлов на коагулоH
метрические характеристики плазмы
крови человека характеризовалось как
гипокоагуляционное. Денатурирующие
свойства солей тяжелых металлов изучаH
лись на белках системы свертывания

крови (тромбопластин, фибриноген и
тромбин). Металлы вызывали сущеH
ственные конформационные изменения
белков в последовательности Pb > Hg >
Cd > Mn. Выявленные гипокоагуляционH
ные изменения плазмы крови человека
могут быть обусловлены влиянием тяжеH
лых металлов на структуру и активность
белков, участвующих в процессе свертыH
вания крови.

Ключові слова: тяжёлые металлы, ис�
следования in vitro, коагулометрически�
епоказатели плазмы крови.

Summary

EXPERIMENTAL IN VITRO STUDY OF
HEAVY METALS EXPOSURE ON BLOOD

COAGULATION SYSTEM

Gubar I.V., Kupovska S.I.

The article presents the results of in
vitro studies of heavy metals exposure (lead,
cadmium, mercury and mangan ese) on
blood plasma and its components
(proteins). The influence of heavy metals on
coagulometric characteristics of blood
plasma can be described as
hypocoagulating. Denaturating properties
of heavy metals was studied on blood
coagulation proteins (thromboplastin,
fibrinogen and thrombin). Metals caused
significant conformation changes in
proteins in the following order Pb > Hg >
Cd > Mn. The revealed hypocoagulation
changes in human plasma can be
predetermined by heavy metals exposure
on the structure and activity of proteins that
take part in blood coagulation process.

Key words: heavy metals, исследования
in vitro, coagulolometric indexes of blood
plasm.
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