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(72) ЛАВРЕНЧУК ГАЛИНА ЙОСИПІВНА, ЧОБОТЬ-

КО ГРИГОРІЙ МИХАЙЛОВИЧ, ТАЛЬКО ВІКТОРІЯ 
ВАСИЛІВНА, СЕРГІЄНКО АНДРІЙ МИКОЛАЙО-
ВИЧ, ВЛАСКО ОЛЕНА ВОЛОДИМИРІВНА 
(73) ДЕРЖАВНА УСТАНОВА "НАУКОВИЙ ЦЕНТР 

РАДІАЦІЙНОЇ МЕДИЦИНИ АКАДЕМІЇ МЕДИЧНИХ 
НАУК УКРАЇНИ" 
(57) Спосіб оцінки токсичності іонів важких металів 

у тест-системі культури клітин ссавців, який вклю-
чає комплексне дослідження життєздатності клі-
тин, який відрізняється тим, що проводиться 

комплексне дослідження життєздатності клітин 
(проліферативна, мітотична активність та кількість 
гігантських полікаріоцитів) в динаміці (кінетика ро-
сту) та відрізняється від подібних способів розра-
хунком за даними кінетики росту питомої швидкос-

ті росту    культури (у фазі логарифмічного 

росту), часу подвоєння культури клітин  td  та 

швидкості розмноження клітин  n , що дозволяє за 

стандартних умов аналізувати та порівнювати ци-
тотоксичність різних ксенобіотиків і розраховуєть-
ся по наступним формулам: 

  1
o tXlnXln  , 

де 

X  - кількість клітин через проміжок часу t  (на 5-у 

добу культивування); 

oX  - кількість клітин на 1-у добу культивування; 

t  - час спостереження; 

за даними питомої швидкості росту    розрахо-

вують час подвоєння культури клітин  t : 

 0693/2lntd  

та швидкість розмноження клітин: 

 oX/Xlog32,3n  , 

де 

X  - кількість клітин на площі препарату 0,05 мм
2
 

на 5-у добу культивування; 

oX  - кількість клітин на площі препарату 0,05 мм
2
 

на 1-у добу культивування. 

 
 

 
Корисна модель стосується біології, зокрема 

цитології та токсикології, і може бути використана 
для оцінки концентрації та токсичності іонів важких 
металів за допомогою тест-системи культури клі-
тин в установах санітарного контролю та гігієни 
праці. 

Масштаби використання хімічних речовин у 
промисловості, сільському господарстві та побуті 
надзвичайно великі і на цей час перевищують по-
тенціал біосферної екосистеми та створюють реа-
льну загрозу для здоров'я населення. Забруднен-
ня атмосфери, води та ґрунтів важкими металами, 
як потужний екологічний фактор, суттєво лімітує 
життєдіяльність багатьох біооб'єктів і їх угрупо-
вань, що підтверджується фізіологічними та біохі-
мічними змінами на усіх рівнях структурної органі-
зації - клітинному, організмовому та популяційному 
[1]. 

Біологічна індикація дії важких металів (ВМ) на 
довкілля в деяких її напрямах досягла значного 
прогресу. Розроблено методи фітоіндикації атмо-
сферних забруднень, включаючи біохімічні і біофі-
зичні дослідження [2, 3], нові методичні підходи 
щодо оцінки змін структури та функціонування 
мікробіоценозу ґрунту в умовах забруднення ме-
талами-токсикантами [3, 4], розроблено системи 
показників для мікробіологічного моніторингу ґрун-
тів, забруднених ВМ [5], запропоновано систему 
біотестів [6], яка складається з визначення чисе-
льності основних еколого-трофічних груп мікроор-
ганізмів, активності ґрунтових ферментів, фітоток-
сичної активності ґрунту, вуглецю мікробної 
біомаси, сумарного біологічного показника, показ-
ника біологічної деградації. Вибір показників ви-
значається чутливістю тест-показника до дії фак-
тора забруднення. Однак, питання оцінки реакції 
біологічних систем на забруднення ВМ досить 
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складне внаслідок існування проблеми вибору 
біологічних індикаторів, необхідності урахування 
критеріїв вибору показників для тестування. 

Запропонований метод, що ми прийняли за 
аналог, дозволяє використовуючи мікроорганізми 
Salmonella typhimurium, E. colі [3] одночасно ре-
єструвати токсичну і мутагенну дію забруднень. 
Токсичність важких металів і ґрунту оцінювали 
відсотком інгібування росту тест-культури дослі-
джуваним агентом. Проникаючи у клітини, іони 
важких металів можуть призводити до сповільнен-
ня ростових процесів унаслідок зниження інтенси-
вності клітинних поділів і зміни співвідношення 
клітин в окремих фазах мітозу. Недоліком відомого 
способу є необхідність використання як тест-
культуру мікроорганізми Salmonella typhimurium та 
Е. Соlі, що не дозволяє екстрапролювати отримані 
результати на клітинний чи організмовий рівень 
теплокровних ссавців. 

Токсикокінетика важких металів в організмі 
дуже складна, різноманітна, залежить від якості 
металу як токсиканту чи мікроелемента, його кон-
центрації, особливостей метаболізму та інше. 
Найбільш об'єктивно характеризує загальне за-
бруднення організму металами кров та сеча. 

Відомий спосіб випробування Т-лімфоцитів 
людини (3), який передбачає оцінку часу інкубації 
клітин з антигенами для оптимізації виявлення 
певного значення рухливості Т-клітин. 

Недоліком відомого способу є те, що викорис-
тання часу інкубації є методичним прийомом (на-
ближення умов експерименту до умов in vivo) для 
досягнення мети і дозволяє зробити висновок ли-
ше щодо окремої здатності (відповідь на дію анти-
гену) окремого виду клітин (Т-лімфоцити). 

Відомий спосіб визначення функціональної ак-
тивності лейкоцитів периферичної крові людини за 
ступенем гасіння біолюмінесценції (4) являє собою 
удосконалений методичний підхід до визначення 
фагоцитарної активності лейкоцитів з використан-
ням культури люмінесцентних бактерій. 

Недоліком відомого способу є неможливість 
його використання з метою виявлення функціона-
льних змін у клітинах різних типів тканин на ранніх 
стадіях розвитку патологічного процесу. 

Найбільш близьким до пропонованого є спосіб 
диференційованої оцінки ступеня ушкодження 
гепатоцитів при хронічному отруєнні алкоголем (1), 
який реалізується шляхом характеристики морфо-
логічних змін гепатоцитів (виявлення жирової дис-
трофії) з використанням відповідних барвників і за 
допомогою мікроскопу. Останній був прийнятий 
нами за прототип. Недоліком відомого способу, 
крім інвазивності, є візуальна оцінка змін у дослі-
джуваних об'єктах, яка не може бути повністю поз-
бавлена суб'єктивного фактора, обумовленого 
досвідом конкретного дослідника. 

Технічною задачею запропонованого способу 
є створення способу оцінки стану клітин in vitro з 
використанням відповідних барвників і за допомо-
гою мікроскопа при інкубації їх з іонами важких 
металів на основі можливості виявлення порушен-
ня здатності клітин до утворення щільного моно-
шару за кінетикою росту, оцінки мітотичної актив-

ності досліджуваних клітин за показниками швид-
кості розмноження та часу подвоєння. 

Технічна задача вирішується за рахунок того, 
що проводять комплексне дослідження впливу 
сполук важких металів на тест-систему - асинх-
ронну культуру фібробластоподібних клітин (лінія 
L929). Спосіб дозволяє визначити як загальний (мі-
німум декілька складових) стан клітин у культурі 
(за кінетикою росту клітинної популяції та мітотич-
ній активності), так і окремі його характеристики 
(мінімум одна складова: кількість багатоядерних 
гігантських клітин), виявити відмінності у функціо-
нальному стані клітин, які перебувають у фізіологі-
чних умовах та клітин, за наявності в поживному 
середовищі різних концентрацій іонів важких ме-
талів. 

Використовуючи метод порівняння характерів 
відповідей клітин у тест-системі, які перебувають у 
нормальних фізіологічних умовах (інтактних), та в 
умовах інкубації їх з іонами важких металів, роб-
лять висновок щодо патологічного стану клітин in 
vitro. Здійснення способу пояснюється прикладами 
дослідження показників життєздатності клітин у 
тест-системі культури фібробластоподібних клітин, 
які відображають різні складові функціонального 
стану клітини. Спосіб застосовується наступним 
чином. До культури фібробластоподібних клітин 
лінії L929, посаджених в культуральні флакони з 
покривними скельцями в кількості 5 тис. клітин в 
1мл поживного середовища складу RPMI 1640, 
фетальної телячої сироватки (10 %) та антибіоти-
ків додають розчини сполук важких металів у тій 
концентрації, що досліджується. Кожної доби 
упродовж 6 діб готують препарати для оптичної 
мікроскопії: фіксація етиловим спиртом 10 хв., від-
мивання проточною водою - 5 хв., фарбування 
гематоксиліном-еозином, просвітлення в ксилолі 
та наклеювання на предметне скло канадським 
бальзамом. Під мікроскопом при збільшенні у 1000 
разів у 30 полях зору підраховують середню кіль-
кість клітин у полі зору, кількість мітозів (‰) та кі-
лькість полікаріоцитів (‰). 

За отриманими даними будують залежності кі-
нетики росту, мітотичної активності та кількості 
багатоядерних клітин (як показника репродуктив-
ної загибелі). За кривими росту клітинної популяції 
розраховують наступні показники: питому швид-

кість росту    культури клітин (у фазі логарифмі-

чного росту) 
Приклад 1. 
- об'єкт дослідження - тест-система: асинхрон-

на культура фібробластоподібних клітин (лінія L929) 
- інтактні клітини; 

- значущий параметр - кінетика росту клітин в 
культурі без додавання в культуральне середови-
ще іонів важких металів, мітотична активність клі-
тин та кількість полікаріоцитів у культурі клітин; 

- методика визначення - визначення середньої 
щільності клітинної популяції на площі препарату 
0,05 мм

2
 на 1, 2, 3, 4, 5 та 6 доби культивування та 

розрахунок на основі цих даних питомої швидкості 

росту    культури (у фазі логарифмічного росту) 

в контролі (інтактні клітини): 

  1
o tXlnXln  , 
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де X  - кількість клітин через проміжок часу t  

(на 5-у добу культивування); 

oX  - кількість клітин на 1-у добу культивуван-

ня; 

t  - час спостереження. 

Для інтактної культури клітин питома швид-

кість росту 39,0 . За даними питомої швидкості 

росту    розраховуємо час подвоєння культури 

клітин  t : 

 0693/2lntd , 

який складає - 0,27, 
та швидкість розмноження клітин: 

 oX/Xlog32,3n  , 

де X  - кількість клітин на площі препарату 
0,05 мм

2
 на 5-у добу культивування; 

oX  - кількість клітин на площі препарату 

0,05мм
2
 на 1-у добу культивування. 

Для інтактної культури клітин швидкість розм-

ноження 86,2n  . Одночасно на цих же препара-

тах підраховували кількість мітозів на 1000 клітин 
(‰), а також кількість гігантських полікаріоцитів на 
1000 клітин ‰). 

Залежність значень показників життєздатності 
в інтактній культурі клітин ілюструє Фіг. 1. 

Приклад 2. 
- об'єкт дослідження - тест-система: асинхрон-

на культура фібробластоподібних клітин (лінія 
L929), до якої після експлантації додавали іони сви-
нцю в концентрації 10 мкг/мл; 

- значущий параметр - кінетика росту клітин в 
культурі при інкубації з іонами свинцю в концент-
рації 10 мкг/мл, мітотична активність клітин та кі-
лькість полікаріоцитів у культурі клітин; 

- методика визначення - визначення середньої 
щільності клітинної популяції на площі препарату 
0,05 мм

2
 на 1, 2, 3, 4, 5 та 6 доби культивування та 

розрахунок на основі цих даних питомої швидкості 

росту    культури (у фазі логарифмічного росту), 

часу подвоєння культури клітин  td  та швидкості 

розмноження клітин  n  за умов інкубації клітин з 

іонами свинцю в концентрації 10 мкг/мл. 
Значення цих показників наступне: 

16,1n;11,0td;16,0  . 

Аналіз вищеназваних показників та порівняння 
їх з такими в інтактному контролі вказує на те, що 
іони свинцю в концентрації 10 мкг/мл майже у 2,5 
разу інгібують проліферативну та мітотичну актив-
ність клітин у тест-системі культури клітин лінії 
L929, що свідчить про суттєву цитотоксичність сви-
нцю. 

Одночасно на цих же препаратах підрахову-
вали кількість мітозів на 1000 клітин (‰), а також 
кількість гігантських полікаріоцитів на 1000 клітин 
(‰). 

Залежність значень показників життєздатності 
в культурі клітин за умов інкубації з іонами свинцю 
в концентрації 10 мкг/мл ілюструє Фіг. 2. 

Приклад 3. 
- об'єкт дослідження - тест-система: асинхрон-

на культура фібробластоподібних клітин (лінія 

L929), до якої після експлантації додавали іони міді 
в концентрації 250 мкг/мл; 

- значущий параметр - кінетика росту клітин в 
культурі при інкубації з іонами міді в концентрації 
250 мкг/мл, мітотична активність клітин та кількість 
полікаріоцитів у культурі клітин; 

- методика визначення - визначення середньої 
щільності клітинної популяції на площі препарату 
0,05 мм

2
 на 1, 2, 3, 4, 5 та 6 доби культивування та 

розрахунок на основі цих даних питомої швидкості 

росту    культури (у фазі логарифмічного росту), 

часу подвоєння культури клітин  td  та швидкості 

розмноження клітин  n  за умов інкубації клітин з 

іонами міді в концентрації 250 мкг/мл. 
Значення цих показників наступне: 

16,2n;21,0td;30,0  . 

При порівнянні значень вказаних показників з 
контрольними та при інкубації клітин з іонами сви-
нцю видно, що цитотоксичність іонів міді значно 
менша, ніж іонів свинцю (в 1,3 разу у порівнянні з 
контрольними показниками). 

Залежність значень показників життєздатності 
в культурі клітин за умов інкубації з іонами міді в 
концентрації 250 мкг/мл ілюструє Фіг. 3. 

Таким чином, спосіб, який заявляється, є дос-
татньо простим у застосуванні і демонструє значні 
можливості по виявленню змін в клітинах in vitro на 
різних етапах розвитку патологічного процесу в 
умовах впливу різних концентрацій важких мета-
лів. 

На підставі даних порівняльного аналізу пока-
зників, які характеризують клітинні реакції на 
вплив іонів важких металів, роблять висновок про 
їх цитотоксичність та резервні можливості клітин 
відносно підтримання гомеостазу. 
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