
Вступ

Поява нових сучасних технологій впливає на
розвиток медичних і біологічних наук, включаючи
токсикологію, і морфологію [1, 2]. Увага токсико�
логів переміщається з тварини, людини і їхніх попу�
ляцій на окремі тканини і клітини тварини і людини.
Тобто, у наукові дослідження впроваджуються аль�
тернативні методи in vitro поряд із традиційними
експериментами на тваринах [3, 4]. Передумовою
виникнення та поширення їхнього застосування
стала концепція трьох R, що передбачала: редукцію
(reduction) або зниження кількості тварин, які ви�
користовуються в дослідах; уточнення (refinement)
або вдосконалення протоколів, і заміну (replace�
ment) дослідів in vivo in vitro (тобто досліди, що
проводяться поза живою твариною), комп’ютерних
моделей або тестів на нижчих хребетних, і безхре�
бетних видах [2]. Цю концепцію було описано в
книзі, опублікованій в 1959 р. двома вченими з Ве�
ликобританії W.M.S. Russell і Rex Burch під наз�
вою: «Принципи гуманних експериментальних ме�
тодів» (The Principles of Humane Experimental
Technique). Сьогодні концепція «Три R» є най�
більш передовою в галузі наукових досліджень.

Мета дослідження – оцінка цитотоксичної дії
хлориду ртуті на нейрони – основний диферон нер�
вової тканини.

Матеріали та методи дослідження

Цитотоксичну дію хлориду ртуті вивчали мето�
дом двократних серійних розведень на перещеплю�
ваних культурах клітин IMR�32 (нейробластома
людини), які були вирощені в стандартних умовах і
утворювали моношар. Вибір даної культури клітин
обумовлений походженням з клітин організму лю�
дини, порівняною легкістю культивування, а також

нейрогенним походженням, що дозволяє екстрапо�
лювати результати на нейрони. Живильне середо�
вище, у якому культивували клітини: RPMI 1640
(«SIGMA», USA), 4 ммоль/л L�глютаміну, 10 %
ембріональної сироватки теляти («SIGMA», USA),
у зволоженій атмосфері з 5 % СО2 при 37 °С. Пе�
ресів клітин здійснювали за допомогою розчину вер�
сена (0,02 %, «БіоТест�лабораторія», Україна) при
утворенні клітинами на субстраті суцільного моно�
шару (четверта доба росту), заміщали середовищем,
що містить хлорид ртуті (ІІ) у концентраціях від 
1 мМ/мл до 0,1 мкМ/мл. Кожне розведення хімічного
агента досліджували в 3 паралельних серіях. За конт�
роль взяли клітини без додавання хімічних сполук.

Чутливість клітин до дії хлориду ртуті в присутнос�
ті досліджуваних антидотів вивчали за інгібіцією ци�
тотоксичного ефекту ртуті при фарбуванні клітин
трипановим синім, підрахунок клітин здійснювали за
допомогою гемоцитометра. При цьому клітини висі�
вали на 24�лункові планшети з концентрацією 4·104

клітин /лунку (в 1 мл середовища), через 24 години
вносили хлорид ртуті та антидоти й інкубували протя�
гом 48 годин за стандартних умов. Підрахунок клітин
здійснювали за допомогою гемоцитометра, фарбува�
ли клітини вітальним барвником – 0,4 % трипано�
вим синім, кількість клітин визначали за формулою:

А/80 × 2 = Х·106 (клітин у мілілітрі середовища),

де, А – кількість клітин, що було пораховано в
камері Горяєва (в 5 квадратах), × 2 – розведення із
трипановим синім (1:1). Забарвлені клітини раху�
вали в мікроскопі.

Отримували морфометричні дані: відсотки жи�
вих та мертвих клітин нейронів в експерименті, 
індекси цитопатичних змін по мертвим клітинам та
живим клітинам нейронів, індекси проліферації по
мертвим, живим та загальній кількості клітин.
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Результати досліджень та їх обговорення

При дослідженні нейронів ліній IMR�32 спостері�
гали повну відсутність живих клітин при дозах 1000
та 100 мкМ/мл, а в дозі 100 мкМ/мл з’явилася їхня
невелика кількість на пізніх строках (рис. 1).

Індекс цитопатичних змін по мертвим клітинам
ліній IMR�32 при ранніх термінах дослідження
при дозах 1000 та 100 мкМ/мл достовірно біль�
ший від контрольного показника в більш ніж у де�
сять разів. При дозі 100 мкМ/мл цей показник
достовірно менший, ніж при концентрації хлориду
ртуті 1000 мкМ/мл (рис. 2).

Індекси цитопатичних змін по живим клітинам
для цих доз дорівнюють нулю, а на пізніх термінах
для концентрації 100 мкМ/мл – 0,1 ± 0,02, що все
ж менше контрольного показника. Індекси проліфе�
рації нейронів при дослідженні дози 1000 мкМ/мл
та 100 мкМ/мл статистично достовірно нижчі кон�
трольного: по всім клітинам та мертвим, та дорів�
нює нулю по живим клітинам (рис. 3).

При 10 мкМ/мл у культурі нейронів достовірно
збільшується порівняно з попередньою дозою кіль�

кість живих клітин, яка статистично менша, ніж у
контролі (рис. 1). Індекс цитопатичних змін по мерт�
вим клітинам достовірно зменшується, але статис�
тично значимо, в 5–6 разів більше нормального, а
співвідношення живих клітин до таких у контролі дос�
товірно збільшується відносно досліду з попередньою
дозою, хоча й достовірно менше ніж у контролі (рис.
2). При концентрації 10 мкМ/мл індекси проліфера�
ції по всім клітинам і проліферації по живим клітинам
достовірно зростають порівняно з попередньою гру�
пою, хоча обидва достовірно менше показників кон�
тролю, а по мертвим статистично вірогідно збіль�
шується відносно інших груп порівняння (рис. 3).

При дозі 1 мкМ/мл на ранніх термінах експери�
менту кількість живих клітин статистично вірогідно
більше ніж при концентрації 10 мкМ/мл, хоча і
достовірно менше значення в експерименті без
впливу солі ртуті. А на пізніх строках виживаність
клітин достовірно зростає по відношенню до попе�
редньої дози та наближається до значень досліду
без впливу сулеми (рис. 1). Індекс цитопатичних
змін по мертвим клітинам поступово достовірно

зменшується, наближаючись на 48 годину
до контролю, а по живим збільшується,
також наближається до контролю в пізні
строки (рис. 2). Індекси проліферації по
всім клітинам у групі з використанням до�
зи 1 мкМ/мл аналогічні нормі та показни�
ку попередньої дози. Індекс проліферації
по живим клітинам також збільшується
відносно показника в більшій дозі, але за�
лишається менше значення контролю. Ін�
декс проліферації по мертвим клітинам не
має значущих відмінностей від значення
показників контролю, але достовірно
більший від результату при попередній
концентрації (рис. 3).

При концентрації 0,1 мкМ/мл відсо�
ток живих клітин достовірно збільшуєть�
ся порівняно з попередньою концентра�
цією, наближаючись до значення досліду
без впливу сулеми (рис. 1). Індекси цито�
патичних змін наближаються до нор�
мальних та достовірно більші від індексів
у попередній дозі (рис. 2). Індекс по жи�
вим клітинам також наближається до
контролю. Індекси проліферації дорівню�
ють величинам контролю, а індекси по
всім та живим клітинам статистично дос�
товірно більші від аналогічних показни�
ків у дозі 1 мкМ/мл (рис. 3).
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Рис. 2. Індекс цитопатичних змін клітин IMR�32 при різних 
дозах хлориду ртуті.
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Рис. 1. Чутливість клітин IMR�32 до різних доз хлориду ртуті.
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Цитотоксическое действие хлорида ртути изучали на культурах клеток IMR�32 (нейробластома человека). Разные

дозы хлорида ртути влияют на выживаемость и пролиферацию нейронов в культуре клеток в разной степени: в до�

зах 1000 и 100 мкМ/мл более проявляется цитотоксический эффект, а при дозах 1 и 0,1 мкМ/мл – угнетение про�

лиферации, оба патологических механизма в равной мере наблюдаются в дозе 10 мкМ/мл.
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Cytotoxicological action of mercury chloride was studied in the cultures of cells IMR�32 (human neuroblastoma). The influ�

ence of different doses of mercury chloride on survivability and proliferation of neurons in the cell culture in different degree

was studied. In doses 1000 and 100 мkМ/мl cytotoxical effect was more expressed, and at doses 1 and 0,1 мkМ/мl – inhibi�

tion of proliferation occured, both pathological mechanisms were observed in the dose 10 мkМ/мl.
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Висновки

Таким чином, різні дози хлориду ртуті впливають на
виживаність та проліферацію нейронів у культурі клі�

тин у різній мірі: у дозах 1000 та 100 мкМ/мл
більш проявляється цитотоксичний ефект, а
при дозах 1 та 0,1 мкМ/мл – пригнічення
проліферації, обидва патологічні механізми
спостерігаються в дозі 10 мкМ/мл.
1. Перещеплювана культура нейронів
IMR�32 проявляє високу чутливість до
токсичної дії хлориду ртуті.
2. Дозозалежний вплив хлориду ртуті на
нейрони в культурі клітин: у дозах 1000
та 100 мкМ/мл більш проявляється ци�
тотоксичний ефект, а при дозах 1 та 
0,1 мкМ/мл – пригнічення проліфера�
ції, обидва патологічні механізми спос�
терігаються в дозі 10 мкМ/мл.

Перспективи подальших досліджень.
У подальших дослідженнях буде проведено

вивчення протекторного впливу антиоксидантів на
культуру нейронів IMR�32 в умовах токсичної дії хло�
риду ртуті.
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Рис. 3. Індекси проліферативних змін клітин IMR�32 
при різних дозах хлориду ртуті.
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