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ВВЕДЕНИЕ 
Современный век характеризуется постоянно расширяющимся при-

менением во всех отраслях народного хозяйства различных соединений 
металлов. На сегодняшний день предметом токсикологического изучения 
являются около 80 металлов, встречающихся в окружающей среде, 45 из 
которых широко используются в различных отраслях промышленности, а 
20 оказывают специфическое действие на организм человека [120]. Осо-
бую опасность среди них представляют высококумулятивные и стабиль-
ные, к числу которых относится и свинец. 

Свинец — один из повсеместно распространенных тяжелых метал-
лов в окружающей среде. В настоящее время он является причиной мно-
гих экологических и медицинских проблем [121]. 

Число людей, контактирующих с различными соединениями свинца, 
постоянно растет не только на производстве [24, 37, 67], но и в результате 
загрязнения атмосферы, почвы, воды выбросами, содержащими соедине-
ния свинца, и соответственно, в результате накопления их в растениях, в 
организмах животных и рыб [20, 149, 180]. Каждый современный город 
можно рассматривать как искусственную биогеохимическую провинцию, 
обогащенную свинцом [47]. 

Угрожающе быстрое загрязнение окружающей среды металлами, и в 
частности соединениями свинца, делает проблему изучения механизмов 
их токсического действия на организм человека чрезвычайно актуальной. 

Экологическое отравление (эндоэкологическая патология) принци-
пиально отличается от производственного своей глобальностью. Основ-
ным проявлением эндоэкологической патологии среди населения является 
взрывоподобное нарастание экологически обусловленного массового па-
дения иммунозащитных функций организма, и её начальная симптоматика 
обычно предопределяется вторичным иммунодефицитом [64]. 

В последнее десятилетие произошло изменение структуры заболе-
ваемости, что проявилось ростом частоты аллергических болезней чело-
века как на производстве, так и вне его [48]. Особенно возросла частота 
аллергических заболеваний, вызываемых соединениями металлов. В со-
временных условиях соединения целого ряда металлов оказались ведущи-
ми аллергенами, и именно ими определяется уровень профессиональной 
патологии [48]. 
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Таким образом, металлопатология из сугубо локальной медицинской 
проблемы в недалеком прошлом вышла в современных условиях на одно 
из первых мест по распространенности и приобрела в связи с этим круп-
ное экономическое, социальное и экологическое значение. 



В литературе накоплен обширный материал, свидетельствующий о 
том, что соединения свинца оказывают влияние на клеточный и гумораль-
ный иммунитет, а также активность неспецифических иммунологических 
механизмов [48, 69, 73, 74, 179, 145]. Наиболее частой находкой исследо-
вателей является супрессия В-клеток, дисфункция Т-клеток и макрофагов 
под влиянием соединений свинца [172]. Ряд исследований, подтверждаю-
щих иммунотоксичность свинца, основан на обнаружении снижения спо-
собности противостоять бактериям и вирусам, что не всегда коррелирует с 
иммунными дефектами [101, 104]. Множественные эффекты воздействия 
соединений свинца на иммунную систему и её компоненты позволяют 
предположить существование более чем одного механизма, ответственно-
го за иммуносупрессию [172]. 

Согласно традиционным представлениям, механизм токсического 
действия ионов свинца на молекулярном уровне связан с ингибированием 
ряда SH-содержащих ферментов, а также снижением концентрации вос-
становленного глютатиона [9, 18, 38, 50, 96]. 

Ряд современных данных о структуре и физико-химических свойст-
вах внутриклеточных Са2+-связывающих белков позволяет с уверенностью 
считать, что они могут связывать не только ионы кальция, но и ионы тя-
желых металлов, особенно ионы свинца [139]. Однако конкретных данных 
о роли кальмодулина в изменении метаболизма иммунокомпетентных 
клеток под влиянием ионов Рb2+ в литературе не обнаружено. До сих пор 
остается невыясненной роль трансмембранных потоков ионов кальция в 
цитотоксическом действии ионов свинца. Интерес к ней вызван тем, что в 
течение последних лет в литературе стали накапливаться факты об общем 
конечном пути гибели клеток при воздействии различных цитотоксиче-
ских агентов [188]. Согласно данной концепции, при действии цитотокси-
ческих веществ на клетки происходит повреждение клеточных мембран, 
изменение их проницаемости и значительное поступление ионов кальция 
внутрь клеток, которое приводит к различным биохимическим изменени-
ям, в том числе к разрушению цитоскелета, фрагментации ДНК,  
Са2+-зависимой активации фосфолипаз, протеаз, эндонуклеаз, что в конеч-
ном итоге индуцирует гибель клеток [184, 188]. 

Монография является, в основном, обобщением результатов иссле-
дований интенсивности макромолекулярных биосинтетических процессов 
в спленоцитах крыс при свинцовой интоксикации, проводившихся со-
трудниками кафедры общей химии БГМУ, начиная с 1990 г. 

В главе 3 подробно рассмотрены данные о состоянии макромолеку-
лярных биосинтетических процессов в Pb2+-обработанных спленоцитах и 
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при свинцовой интоксикации. Доказано, что на начальных этапах культи-
вирования клеток в присутствии ацетата свинца наблюдается достоверное 
увеличение включения радиоактивных предшественников в ДНК и РНК 
Рb2+-обработанных спленоцитов по сравнению с контролем. Увеличение 
длительности культивирования спленоцитов приводит к нивелированию 
описанного выше эффекта, а затем наступает фаза уменьшения включения 
3Н-тимидина и 3Н-уридина в ДНК и РНК Рb2+-обработанных спленоцитов 
по сравнению с контролем. Впервые обнаруженный нами фазный харак-
тер включения радиоактивных предшественников в ДНК и РНК сплено-
цитов крыс под воздействием ацетата свинца in vitro указывает на необхо-
димость проведения именно кинетических исследований при оценке 
влияния соединений свинца на интенсивность макромолекулярных био-
синтетических процессов. 

Продемонстрировано, что на стадии повышенного включения 3Н-
уридина в общую клеточную РНК Рb2+-обработанных спленоцитов интен-
сивность синтеза тотальной быстрометящейся РНК (бмРНК) не изменена 
по сравнению с интактными клетками, но обнаружены разнонаправлен-
ные изменения синтеза различных типов бмРНК. Так, синтез 45S пре-
рРНК достоверно угнетен, а синтез суммарного пула гетерогенной ядер-
ной РНК (гяРНК) + пре-тРНК + актиномицинустойчивой РНК, наоборот, 
активирован по сравнению с интактными спленоцитами. Результаты 
пульс-чейз экспериментов с использованием актиномицина Д служат ар-
гументом в пользу представлений о стабилизации ионами свинца структу-
ры РНК и (или) угнетения активности рибонуклеаз на ранних стадиях 
культивирования клеток с ацетатом свинца. 

Показано, что на стадии изменения включения 3Н-уридина в общую 
клеточную РНК наблюдается угнетение РНК-синтетической активности и 
синтеза всех типов бмРНК под влиянием ацетата свинца в спленоцитах 
крыс. Эти результаты свидетельствуют в пользу общетоксического дейст-
вия ацетата свинца на клетки при длительном культивировании РЬ2+-
обработанных спленоцитов. 

В опытах in vivo установлено, что в динамике свинцового отравле-
ния также наблюдается фазный характер изменений интенсивности синте-
за ДНК, РНК и белка в спленоцитах опытных животных. Характер ответа 
зависит от интенсивности и продолжительности действия ацетата свинца. 

Установлен факт значительного несоответствия между степенью уг-
нетения синтеза РНК (~ на 82 %) и синтеза белка (~ на 44 %) в спленоци-
тах опытных крыс на 20-е сутки свинцовой интоксикации (5 мг Рb2+/кг 
ежедневно внутрибрюшинно). Эти данные позволили выдвинуть нам по-
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ложение об активации ацетатом свинца предсуществующих в цитоплазме 
спленоцитов стабильных долгоживущих мРНК и, возможно, использова-
нии предсуществующих первичных транскриптов различных типов РНК. 

Глава 4 посвящена роли перекисного окисления липидов, кальций-
кальмодулиновой системы, циклических нуклеотидов и простагландинов 
в механизмах цитотоксического действия ацетата свинца.  

Нами установлено, что под влиянием ацетата свинца в спленоцитах 
крыс наблюдается активация процессов перекисного окисления липидов, 
увеличение внутриклеточной концентрации цАМФ и ПГF2α. Полученные 
данные позволяют предполагать, что цитотоксическое действие ионов 
свинца на спленоциты реализуется через цАМФ- и ПГF2α-зависимые про-
цессы. Показано, что внеклеточные ионы кальция и низкомолекулярные 
тиоловые соединения играют защитную роль в цитотоксическом действии 
ацетата свинца на спленоциты крыс. 

В заключение предлагается гипотетическая схема изменения функ-
ционального состояния спленоцитов под воздействием ионов свинца. Со-
гласно ей, ионы свинца влияют на основные характеристики спленоцитов, 
включая синтез и накопление ДНК, РНК, белка, процессы перекисного 
окисления липидов, концентрацию циклических нуклеотидов и проста-
гландинов, определяющих функциональную активность иммунокомпе-
тентных клеток. 

Результаты работы могут служить базой для дальнейших исследова-
ний прикладного характера, связанных с применением тиоловых и Са2+-
содержащих препаратов для профилактики и лечения свинцовых интокси-
каций. 

Авторы отдают себе отчет в том, что их представления далеки от со-
вершенства. Возможно, некоторые факты в книге были оценены слишком 
пристрастно, поэтому все критические замечания будут восприняты с бла-
годарностью. 

Особую признательность хотелось бы выразить кандидату биологи-
ческих наук, доценту кафедры общей химии Л.И. Пансевич и сотрудникам 
Центральной научно-исследовательской лаборатории БГМУ С. Петренко 
и Н. Гомолко за оказанную помощь в проведении экспериментов и обсуж-
дении полученных результатов. 

И, наконец, мы хотели бы выразить слова огромной благодарности 
О.И. Смирновой, за неоценимую помощь в компьютерной обработке дан-
ных и оформлении данного издания.  
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Глава 1 
СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ ОБ ИСТОЧНИКАХ,  

 ПУТЯХ ПОСТУПЛЕНИЯ В ОРГАНИЗМ И МЕХАНИЗМАХ ДЕЙСТВИЯ  
СОЕДИНЕНИЙ СВИНЦА 

 
1.1. ОСНОВНЫЕ ИСТОЧНИКИ И ПУТИ ПОСТУПЛЕНИЯ В ОРГАНИЗМ 

 СОЕДИНЕНИЙ СВИНЦА 
В условиях быстрого развития промышленности, транспорта, сель-

ского хозяйства и вовлечения в эксплуатацию все большего количества 
естественных ресурсов возрастает уровень воздействия на население раз-
личных факторов: химических, физических, биологических, влияющих на 
здоровье населения [52]. 

Среди различных химических загрязнителей окружающей среды 
особую опасность представляют металлы, особенно высококумулятивные 
и стабильные (к их числу относится и свинец), которые широко исполь-
зуются в промышленности и в большом количестве находятся в воздухе, 
почве и воде современных городов. 

Данные токсикометрии позволили установить сравнительную ток-
сичность всех металлов периодической системы Д.И. Менделеева и под-
черкнуть большие различия в ней [48]. Если токсичность натрия принять 
за единицу, то токсичность ртути будет почти в 2300 раз выше. Все ме-
таллы по степени токсичности можно разделить на три группы (табл. 1.1): 
высокотоксичные, умеренно токсичные и малотоксичные. 

Таблица 1.1 
Сравнительная токсичность ионов металлов 

Группа элементов Элементы 

Высокотоксичные Ртуть, уран, индий, кадмий, медь, таллий, золото, ванадий, 
платина, бериллий, серебро, цинк, никель, висмут 

Умеренно  
токсичные 

Марганец, хром, палладий, свинец, осмий, барий, иридий, оло-
во, кобальт, галлий, молибден, гафний, скандий, иттрий, тех-
неций, сурьма, рутений, родий, торий, лантан, лантаноиды 

Малотоксичные 
Алюминий, железо, германий, цирконий, кальций, ниобий, 
магний, стронций, цезий, рубидий, рений, тантал, вольфрам, 
литий, титан, натрий 

Наиболее многочисленная группа умеренно токсичных металлов, в 
которую входит и свинец, характеризуется способностью вызывать в ре-
альных условиях хронические отравления с довольно разнообразными, 
часто тяжелыми, клиническими проявлениями. 

Следует принять во внимание, что величина DL50, по которой срав-
нивается токсичность металлов, в данном случае важна чисто теоретиче-
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ски, так как позволяет трактовать связь токсичности с физико-химичес-
кими свойствами металлов. В действительности она далеко не всегда от-
ражает степень опасности токсического действия металла в производстве, 
которая зависит одновременно и от других условий. Степень опасности 
действия металлов может быть оценена по существующей классификации 
токсичности веществ, в основу которой положена ПДК их в воздухе рабо-
чей зоны. 

Каждый современный город можно рассматривать как искусствен-
ную биогеохимическую провинцию, обогащенную свинцом [47]. Главные 
источники свинца в окружающей среде, которые имеют значение для здо-
ровья человека, связаны с применением свинца в промышленности: ра-
диотехнической, химической, автомобильной, аккумуляторной, полигра-
фической, кабельной, фарфорофаянсовой, гончарной, в производстве 
стекла и красок и др. 

Многочисленными исследователями свинец рассматривается как 
профессиональный яд. Изучение проблемы профессиональной гигиены, 
проведенное ВОЗ, показало, что из 3370 рабочих, обследованных в Ко-
лумбии, которые подвергались воздействию свинца, 4,3 % страдали свин-
цовым отравлением. Из 20 плавильщиков и литейщиков у 16 концентра-
ция свинца в крови составляла 70 мкг % и больше [227]. При хорошей 
вентиляции сварка стали, покрытой силикатом цинка, создает концентра-
цию свинца 180 мкг/м3 в воздухе на уровне лица сварщика и 70 мкг % в его 
крови. А при отсутствии должной вентиляции даже сварка стали с гальва-
ническим покрытием, создает концентрацию свинца 400–500 мкг/м3 [193]. 

При этом нужно отметить, что нет единого мнения относительно 
пусковых уровней свинца в крови, при которых следует ожидать неблаго-
приятных реакций организма. В Великобритании предложено три пуско-
вых уровня, когда необходимо ограничивать воздействие на организм со-
единений свинца: первый — до 25 мкг % для детей; второй — от 25 до  
50 мкг % — концентрация, которая, возможно, вызывает ответные реак-
ции; и третий — свыше 50 мкг % — концентрация, при которой у отдель-
ных лиц наблюдаются симптомы интоксикации свинцом [212]. 

Основной вид использования свинца, при котором он широко рас-
сеивается, — это производство и применение алкилсвинцовых присадок к 
топливу. В выбросах автомобильных моторов неорганические соединения 
свинца составляют 74 % от его общего содержания [203]. Добавление ор-
ганических соединений свинца в бензин обусловливает его ежегодный 
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выброс в окружающую среду 230000 тонн. 75 % выбрасываемого свинца 
поступает в атмосферный воздух в виде аэрозоля с размером частиц 
меньше 1 мкм [93]. Время пребывания во взвешенном состоянии этих час-
тиц измеряется несколькими днями и зависит от выпадения осадков. 

Эпидемиологические исследования в странах ЕЭС показали, что 
среднее содержание свинца в крови у людей равно 13 мкг %, а у 3 % об-
следованных оно превышает 30 мкг %. Свинец из выбросов автотранспор-
та в общей нагрузке среднего жителя промышленно развитых стран со-
ставляет 6 мкг %. Во многих странах существуют максимально допусти-
мые уровни содержания свинца в бензине, они колеблются в пределах 
0,15–0,52 г/л. Япония и Канада с 1974 г. производят бензин, не содержа-
щий свинец. Концентрация свинца в крови жителей Токио составляет в 
среднем 6,4 мкг % [93]. 

Концентрация свинца в атмосферном воздухе варьирует от 2– 
10 мкг/м3 в больших городах с интенсивным движением автотранспорта, 
до 0,2 мкг/м3 и менее в большинстве пригородных зон и в сельской мест-
ности. Свинец, который выбрасывается в воздух в районах с высоким 
движением автотранспорта, выпадает, главным образом, внутри этой го-
родской зоны. 

В США большую тревогу вызвало выявление ненормально повы-
шенных уровней свинца в крови у значительного числа детей, живущих  
во внутренних районах городов. Содержание свинца у них достигало 40–
80 мкг % [197]. 

Атмосферный воздух в непосредственной близости от сталеплавиль-
ных заводов, в гаражах может быть ощутимо загрязнен (24,0–80,0 мкг/м3 
[117,161] и 11,7 мкг/м3 [191] соответственно), и вредно воздействовать на 
население в целом. От 13 до 30 % детей, живущих в радиусе 300 м от труб 
плавильных заводов, имели уровень свинца в крови более 40 мкг % [202]. 

Исследования ряда авторов указывают на корреляцию уровней 
свинца в атмосферном воздухе с уровнями свинца в крови у населения в 
целом. Так, уровни свинца в воздухе могут вносить вклад от 1,0 до 2,0 мкг 
свинца на 100 мл крови на 1 мкг свинца в 1 м3 воздуха [72, 134, 224]. 

Воздействие свинца на организм человека через воду обычно более 
низкое, чем через атмосферный воздух и пищу [11]. 

Концентрация свинца в питьевой воде обычно меньше 10 мкг/л 
[118], но в некоторых местах, где вода мягкая (низкое содержание солей 
кальция и магния), и где в то же время используются свинцовые трубы и 
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освинцованные резервуары для хранения воды, концентрация его может 
достигать 2000–3000 мкг/л [129,133]. Известно, что в Beликобритании  
5 млн человек проживает в домах, централизованное водоснабжение кото-
рых обеспечивается системами, оснащенными свинцовыми трубами. У 
многих англичан в крови находят свинец в концентрациях до 50–150 мкг %. 
Наиболее угрожающее положение сложилось в районах, где подаваемая 
вода имеет рН < 5, что способствует растворению свинца из свинцовых 
труб. До недавнего времени существовало мнение, что при большом водо-
заборе в течение дня (на протоке) свинец не будет успевать вымываться из 
свинцовых труб и, таким образом, не будет угрозы для населения, однако 
было установлено быстрое вымывание свинца водой из свинцовых труб 
даже при застое воды в системе в течение 30 мин [162]. 

Определена степеннáя зависимость содержания свинца в крови  
от концентрации свинца в воде, поэтому даже сравнительно низкие  
(< 40 мкг/л) величины свинца в воде могут существенно влиять на содер-
жание свинца в крови [209]. 

Отмечают, что повышение концентрации свинца в питьевой воде 
может также наблюдаться в трубах из оцинкованной стали, поскольку в 
цинке, используемом для этих целей, содержание свинца составляет 0,6–
0,8 % [171]. В воде открытых водоемов концентрация свинца в районах 
источников его выбросов возрастает и может превышать предельно до-
пустимую для стран ЕЭС (0,05 мг/л) в 50–100 раз, становясь фактором 
риска для населения [93]. 

Исследования содержания свинца в почве показывают, что он значи-
тельно накапливается в почве вблизи автомагистралей и крупных стале-
плавильных заводов [92, 199]. В Минске установлена величина годовой 
аккумуляции свинца в почве: на улицах с интенсивным автомобильным 
движением она составила 2,8–3,5, а в загородной зоне — 0,4–0,6 мг/кг, что 
связано с общим насыщением атмосферы аэрозолями, содержащими  
свинец [10]. 

Предлагаются два основных подхода к оценке степени загрязнённо-
сти почв: первый связан с опасностью содержания свинца в пищевых про-
дуктах (допустимый уровень в Великобритании 1 мкг/г). Для обеспечения 
содержания свинца в зерновых и других сельскохозяйственных культурах 
на этом уровне содержание свинца в почве не должно превышать  
1100 мкг/г. В качестве второго подхода рекомендуют контроль за содер-
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жанием свинца в крови детей, величина которого на уровне 25 мкг % сви-
детельствует о концентрации свинца в почве 1000–2000 мкг/г. 

Следовательно, при содержании свинца меньше 1000 мкг/г почвы 
можно считать «чистыми» [111]. 

Загрязнение почвы свинцом приводит к повышению содержания его 
в продуктах питания, в основном, растительного происхождения. За по-
следние 100 лет концентрация свинца в растениях увеличилась в 4 раза 
[155]. Доля свинца, поступающего в организм человека с пищевыми про-
дуктами, широко варьирует. Суточное поступление свинца с пищей сред-
него француза составляет 200 мкг, бельгийца и итальянца — 400–500 мкг, 
англичанина и шведа — 100 и 30 мкг соответственно [93]. 

Никакого специфического вида пищи, содержащей особенно высо-
кое количество свинца, не было выявлено, за исключением вина и пище-
вых продуктов, которые хранились в банках, запаянных свинцом, или в 
глиняной посуде, покрытой свинцовой глазурью. Можно считать средней 
концентрацией свинца в вине 130–190 мкг/л (пределы 60–299 мкг/л) [87]. 
Поэтому вино, по-видимому, является важным источником свинца для не-
которых людей и может считаться причиной известных различий в суточ-
ном поступлении свинца с пищей в разных странах. 

Концентрация свинца в молоке — предмет особого беспокойства, 
поскольку молоко представляет собой главную составную часть питания 
грудных детей. Женское молоко содержит свинец в количестве 5–12 мкг/л 
[160, 182]. В единичных пробах обнаруживаются резко повышенные ко-
личества свинца (до 1,62 мг/л) [99], что связывают с воздействием вы-
хлопных газов, возрастом дома (краска на свинцовом сурике в старых до-
мах), свинцом, содержащимся в уличной пыли, загрязненной осаждения-
ми из атмосферы, даже потреблением более трех чашек кофе за 24 ч до 
начала выделения материнского молока (кофе мобилизует свинец из депо) 
[110]. Коровье молоко имеет концентрации подобные материнскому мо-
локу (9 мкг/л) [142]. Концентрация свинца в коровьем молоке, подверг-
шемся обработке, выше, чем в женском молоке или в молоке, полученном 
непосредственно от коровы, и в среднем составляет 40 мкг/л [176]. 

Осаждение свинца из атмосферного воздуха на поверхности почвы и 
при вторичном переносе из почвы в растения, от растений к животным, а 
затем к человеку по так называемым пищевым цепочкам приобретает всё 
большую актуальность в районах Беларуси, пострадавших от аварии на 
Чернобыльской АЭС. 
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Поступление в организм свинца с пищей, водой и из атмосферного 
воздуха является главной проблемой для населения в целом в силу все-
проникающей природы таких воздействий. 

 
 

1.2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ В ОРГАНИЗМЕ И МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ  
СОЕДИНЕНИЙ СВИНЦА 

Нагрузка организма свинцом растет от момента рождения до старос-
ти [77]. Как и все вещества, поступающие в организм, свинец в разовой 
дозе сначала распределяется в соответствии со скоростью доставки крови 
к различным органам и системам. Затем происходит перераспределение 
среди органов и систем пропорционально присущему им сродству к свин-
цу. Свинец имеет сильно выраженную тенденцию локализоваться и нака-
пливаться в костях. Так, около 90–95 % от общего количества свинца в ор-
ганизме у взрослых, не подвергавшихся профессиональным воздействиям, 
находится в костях [78, 207]. 

Другие органы и системы обладают меньшей способностью аккуму-
лировать свинец, и содержание свинца в них достигает стабильного уров-
ня сравнительно рано, что отражает более быстро происходящий обмен 
свинца, чем в костях. 

При оценке содержания свинца у крупных животных, относящихся к 
пищевой цепи человека, обращает на себя внимание факт значительного 
накопления его в печени и почках [125]. 

Особый интерес представляют сведения о распределении ионов Рb2+ 
между различными клеточными органеллами. Так, в соответствии с кине-
тической моделью стационарных потоков и уровней свинца в гепатоците 
(рис. 1.1) 85 % Рb2+ (1,5 нмоль/мг белка) связано с митохондриями; 5 % 
(0,14 нмоль/мг белка) находится в эндоплазматическом ретикулуме, лизо-
сомах, ядре; 8 % (0,08 нмоль/мг белка) связано с фосфолипидами, белка-
ми, АТФ и другими компонентами цитозоля [18]. В модели не учтено ко-
личество свинца, находящегося на клеточной мембране.  

Свинец легко проникает через плаценту, и концентрация его в крови 
новорожденного такая же, как и у матери [138]. 

В литературе накоплено множество прямых и косвенных доказа-
тельств в пользу того, что развитие патологических процессов, обуслов-
ленных действием соединений свинца, может иметь в своей основе как 
иммунные, так и неиммунные механизмы. Иммунные реакции при всем 
их многообразии способствуют, в сущности, одному — адаптации орга-
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низма к данным условиям, сохраняя при этом антигенное постоянство, ге-
нетическую «чистоту» организма. 

 

Эндоретикулум 

Рис. 1.1. Кинетическая модель стационарных потоков и уровней свинца в гепатоците 
 
Сами по себе тяжелые металлы и их соли не являются антигенами,  

т. е. по отношению к ним не происходит специфической иммунной реак-
ции, но, вступая в организме в соединение с белками, последние приобре-
тают новые свойства, в том числе, способность стимулировать иммуно-
компетентную систему [48]. Иными словами, комплекс металл-белок при-
обретает антигенные свойства в результате изменения вторичной и тре-
тичной структуры белка и может привести к сенсибилизации организма, 
где металлу принадлежит решающее значение в специфичности процесса: 
он выполняет роль гаптена. Отсюда становится понятной возросшая час-
тота аллергических заболеваний, вызываемых химическими соединения-
ми тяжелых металлов, все более широко применяемых во всех отраслях 
народного хозяйства. Существует мнение о необходимости рассматривать 
болезни, вызываемые соединениями металлов, как особую группу аллер-
гических болезней — металлоаллергозов [48]. 

В литературе имеются сведения о способности оксида свинца РbO 
растворяться в плазме крови человека и образовывать при этом соедине-
ния с белками плазмы [48]. Применение ЭДТА и других хелатообразую-
щих веществ снижает связывание РbО с плазменными белками и, что бо-
лее важно, подавляет его сенсибилизирующее свойство [48]. 
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Не исключено, что образовав химическое соединение с белком,  
ионы Pb2+ способствуют формированию нового и чуждого для организма 
антигена. 

В ответ на антигенный стимул иммунная система отвечает как мно-
гокомпонентная организация, функционирующая путем кооперации мак-
рофагов, Т- и В-лимфоцитов, имеющих между собой прямые контакты и 
взаимодействующих посредством большого числа гуморальных веществ 
(иммуноглобулины, антитела, интерферон, лимфокины, лейкотриены и  
т. д.), которые вырабатываются этими клетками. 

Следует отметить, что, наряду с иммунной системой как основной, в 
иммунных реакциях участвуют и многообразные клеточные (полинукле-
арные лейкоциты, тромбоциты) и гуморальные (система комплемента, ли-
зоцим) элементы, относимые к так называемым неспецифическим факто-
рам защиты. 

Литературные сведения о характере иммунологических сдвигов, вы-
явленных в организме при воздействии соединений свинца весьма немно-
гочисленны и во многом противоречивы. 

Исследование первичного иммунного ответа на эритроциты барана в 
условиях действия тяжелых металлов проведено в культуре клеток селе-
зенки мышей. Оценку вели по числу бляшкообразующих клеток (БОК) и 
по пролиферативному ответу, вызываемому различными митогенами. На 
основании иммуносупрессивной активности металлы располагались в 
следующем порядке: Hg2+ > Сu2+ > Mn2+ > Co2+ > Cd2+ > Cr2+ > Sn2+ > Zn2+, 
a Pb2+ и Ni2+, наоборот, повышали число БОК. Важно также отметить, что 
ионы Pb2+ в условиях прямого контакта с лимфоцитами усиливали разви-
тие БОК и изменяли их активность [48]. 

В опытах на иммунизированных морских свинках установлено, что 
Cd2+ > Zn2+ > Рb2+ усиливали взаимодействие между антигенами (овальбу-
мин) и поверхностью лимфоцитов, эти же металлы отчетливо тормозили 
продукцию МИФ (миграцию ингибирующий фактор) в лимфоцитах [48]. 
Эти данные свидетельствуют о том, что тяжелые металлы не только отли-
чаются между собой по интенсивности и механизму действия, но и по 
влиянию на различные компоненты иммунной системы. 

С одной стороны, у здоровых людей, имеющих длительный контакт 
с оксидами свинца, имело место ослабление митогенной активности  
Т-лимфоцитов при их стимуляции фитогемагглютинином и конканавали-
ном А, причем, тем более выраженное, чем больший срок контакта со 
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свинцом был отмечен. Важно указать, что длительный контакт людей с 
соединениями свинца не вызывал существенного изменения содержания в 
крови IgG и IgA [69]. С другой стороны, у лиц, подвергающихся воздейст-
вию свинца на производстве (содержание свинца в крови 40–51 мкг %), не 
выявлено отклонений от нормы в митогениндуцированной бласттранс-
формации, содержании Е-розеткообразующих клеток, но супрессорная ак-
тивность клеток, индуцированная конканавалином А, у этих лиц была 
достоверно выше, чем у контрольной группы (содержание свинца в крови 
10–19 мкг %) [102]. Клиническое значение данного наблюдения неясно, 
но может быть отражением различных иммунологических дефектов, опи-
санных при воздействии свинца [48]. 

Durick и соавт. также не обнаружили влияния хлорида свинца на ак-
тивность бласттрансформации лимфоцитов периферической крови чело-
века, индуцированной фитогемагглютинином [84]. 

При исследовании влияния ацетата свинца на антителозависимый 
иммунитет in vivo у мышей различных линий не выявлено иммуносупрес-
сивного действия ацетата свинца, т. е. продукция антителообразующих 
клеток при иммунизации эритроцитами барана не изменена. У мышей 
всех линий ацетат свинца не влиял на содержание в сыворотке крови ан-
тител к эритроцитам барана и содержание в сыворотке IgG, IgM и IgA. 
Авторы делают вывод об отсутствии супрессивного влияния ацетата 
свинца на первичный гуморальный ответ у различных мышей с разными 
гаплотипами Н-2 [179]. 

В модельных опытах in vitro на культуре человеческих лимфоцитов, 
стимулированных фитогемагглютинином, доказано токсическое действие 
нитрата свинца. Уровень задержки роста и развития культур оценивали 
путем определения показателя CE50 (в моль/л), который в опытах на лим-
фоцитах для нитрата свинца составляет 10–2,5 [147]. 

При культивировании полиморфно-ядерных лейкоцитов человека в 
присутствии соединений свинца (10–4–10–6 М) в течение 3–20 ч не выявле-
но выраженных изменений жизнеспособности клеток. В то же время, ио-
ны свинца оказывают значительное снижение фагоцитарной активности, 
зависимое от концентрации Рb2+. Эти данные свидетельствуют о возмож-
ном повреждении полиморфно-ядерных лейкоцитов человека in vivo и 
снижении неспецифической иммунной защиты при загрязнении окру-
жающей среды свинцом [74]. 
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Имеются сведения, что угнетение фагоцитарной активности при от-
равлении соединениями свинца связано с нарушением обмена электроли-
тов, подавлением дыхательной активности и активности системы миело-
пероксидазы [104]. 

Значительный интерес представляют данные о том, что при исследо-
вании in vitro ионы Рb2+ в концентрации 10–6 М подавляют фагоцитарную 
активность моноцитов человеческой крови в отношении частиц латекса, а 
в концентрации 10–8 М стимулируют ее [241]. 

При изучении in vitro влияния хлорида свинца (50–100 мкМ) на мик-
робицидную активность человеческих полиморфонуклеаров в отношении 
клеток Candida albicans установлено, что 30-минутная преинкубация по-
лиморфно-ядерных лейкоцитов человека с солью свинца вызывала усиле-
ние гибели клеток Candida albicans, несмотря на ослабление фагоцитар-
ной активности. При 120-минутной преинкубации с хлоридом свинца в 
супернатантах выявлена достоверная тенденция к повышению активности 
лизосомальных ферментов лизоцима и β-глюкуронидазы [73]. 

Инкубация перитонеальных макрофагов в присутствии PbCl2 в кон-
центрации 10–6–10–7 М на протяжении 20 ч не оказывала влияния на жиз-
неспособность клеток. Количество фагоцитированных частиц в присутст-
вии ионов свинца в концентрации 10–4 М снижалось в расчете на 1 клетку 
с 16,9 до 5,0 [145]. 

Описаны эффекты острого и хронического воздействия свинца на 
гуморальный и клеточный иммунный ответ, снижение устойчивости к 
бактериям, вирусам и паразитарным инфекциям [101, 104]. 

Анализируя вышеизложенные данные можно предположить, что со-
единения свинца оказывают влияние на клеточный и гуморальный имму-
нитет, а также на активность неспецифических иммунологических меха-
низмов. Эффект воздействия свинца на иммунную систему трудно интер-
претировать как иммунопотенцирующий, так и иммуносупрессивный 
[172]. В то время как супрессия В-клеток является наиболее частой наход-
кой, обнаруживается также дисфункция Т-клеток и макрофагов. Ряд ис-
следований, подтверждающих иммунотоксичность свинца, основан на об-
наружении снижения способности противостоять бактериям и вирусам, 
что не всегда коррелирует с иммунными дефектами. Изменение В- и  
Т-клеточных функций, возможно, приводит к развитию аутоиммунных 
реакций. Поэтому нефриты и гломерулонефриты, вызванные свинцом, мо-
гут также иметь аутоиммунный патогенез. 
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Многочисленные исследования доказывают, что иммунная система 
очень чувствительна к химическим повреждениям. Эта чувствительность 
основана как на общих свойствах тяжелых металлов (например, взаимо-
действие их с макромолекулами), так и на комплексной природе иммун-
ной системы, которая включает антигенное узнавание и различные кле-
точные процессы: клеточное взаимодействие, клеточную активацию, про-
лиферацию, дифференцировку и продукцию (синтез) медиаторов [172]. 

Соединения свинца имеют множественные эффекты воздействия на 
функцию иммунной системы, затрудняя выявление последовательности 
изменений или обнаружение специфичности их клеточно-химического 
взаимодействия. Расхождение во взглядах на взаимодействие соединений 
свинца с иммунной системой и ее компонентами позволяет предположить 
возможность существования более чем одного механизма, ответственного 
за иммуносупрессию [172]. 

Рассматривая проблему токсического действия соединений свинца, 
перейдем к краткому анализу роли неиммунологических нарушений в па-
тогенезе свинцового отравления. Основным направлением таких исследо-
ваний является изучение влияния соединений свинца на гемопоэз, сердеч-
но-сосудистую, нервную, ренальную, дыхательную, репродуктивную сис-
темы и желудочно-кишечный тракт. 

Соединения свинца вызывают свинцовую анемию, связываясь с ге-
моглобином, что приводит к образованию нерастворимых комплексов и 
cнижению длительности жизни эритроцитов [76]. При свинцовой инток-
сикации наблюдается выделение из эритроцитов ионов калия и нарушение 
их механической устойчивости [177]. Соединения свинца ингибируют в 
костном мозге активность гемсинтетазы [132], аминолевулинатдегидроге-
назы [37] и копропорфириноксидазы [132], что сопровождается увеличе-
нием содержания порфириновых соединений, δ-аминолевулиновой кисло-
ты, уропорфирина, копропорфирина в эритроцитах и моче [65]. 

Некоторые исследования последнего времени вносят сомнение в 
сложившееся представление о том, что воздействие свинца ингибирует 
активность копропорфириноксидазы и феррохелатазы, что, в свою оче-
редь, ведет к нарушению обмена порфиринов, проявляющемуся клиниче-
ским увеличением выведения копропорфирина с мочой и накоплением Zn-
протопорфирина в эритроцитах [159]. 

Исследованиями Borsook и соавт. [86] установлено, что в ретикуло-
цитах крыс под влиянием ионов свинца в концентрации 1 мкМ наблюда-
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ется ингибирование синтеза гемоглобина на 18 %. Интересно отметить, 
что такая же концентрация ионов ртути не оказывала влияния на синтез 
гемоглобина в ретикулоцитах крыс. Эти результаты позволяют полагать, 
что влияние ионов свинца на синтез гемоглобина, по-видимому, обуслов-
лено не только связыванием тяжелых металлов с ферментами. 

В ретикулоцитах основным местом синтеза глобина являются поли-
рибосомы, состоящие из комплексов рибосома-мРНК [169, 233]. Waxman 
и Rabinowitz показали, что культивирование ретикулоцитов в присутствии 
ионов свинца вызывает дезагрегацию полирибосом [234]. Эти данные по-
зволяют объяснить феномены, свидетельствующие о том, что ионы свинца 
в низких концентрациях являются эффективными катализаторами депо-
лимеризации РНК [42, 122]. Позже были представлены убедительные дан-
ные о том, что Рb2+-катализируемая деполимеризация РНК выражена во 
много раз эффективнее по сравнению с другими тестируемыми ионами 
металлов [122]. 

Высокие дозы соединений свинца приводят к энцефалопатии [71, 
109, 173, 210, 216, 237]. Имеются данные о том, что свинец в очень низких 
концентрациях может оказывать влияние на поведение детей [89]. Уста-
новлено, что ионы свинца оказывают влияние на синаптическую передачу 
в периферической нервной системе. Важно, что этот эффект является об-
ратимым по отношению к ионам кальция [156]. В этой связи интересно 
отметить, что нервно-мышечная блокада диафрагмального нерва, вызы-
ваемая соединениями свинца, также снимается ионами кальция [211]. Зна-
чение этих исследований для выяснения механизма действия свинца на 
центральную нервную систему пока еще не установлено. 

Обширные исследования, посвященные влиянию соединений свинца 
на ренальную систему, позволяют сделать вывод о том, что существует 
два главных типа действия ионов свинца: повреждение почечных каналь-
цев, связанное с нарушением системы переноса аминокислот, глюкозы и 
фосфатов [98, 136] и хроническая свинцовая нефропатия [106], переходя-
щая в почечную недостаточность. Изучение эпителиальных клеток нефро-
нов показало, что один из основных путей накопления свинца в клетке — 
образование внутриядерных включений [123, 124]. Одной из функций 
этих структур является, по-видимому, защита чувствительных биохими-
ческих систем от токсического действия свинца. 

При воздействии свинца на сердечно-сосудистую систему атероскле-
ротически поражаются сосуды почек, мозга [41, 116], у части людей при 
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этом развивается артериальная гипертензия [107]. Есть убедительные дока-
зательства того, что клинические признаки отравления свинцом часто 
включают и симптомы токсического действия на сердце [115, 126]. 

Влияние свинца на желудочно-кишечный тракт, чаще всего прояв-
ляющееся в возникновении колик и спастических запоров, почти всегда 
служит ранним предупреждением о потенциальной возможности появле-
ния более резких серьезных эффектов при продолжающемся воздействии 
свинца [39, 82]. 

Имеются данные о влиянии свинца на репродуктивную систему [215]. 
Хотя сообщения в литературе о канцерогенном, мутагенном и тера-

тогенном действии свинца носят противоречивый характер, имеются ра-
боты, подтверждающие как канцерогенный [189, 229], так и мутагенный 
[79, 113], и тератогенный [190], и митогенный [114] эффекты при воздей-
ствии свинца. 

Несмотря на многочисленные исследования, механизмы действия 
свинца на клеточный метаболизм остаются, в большей степени, неясными. 
Поэтому, на наш взгляд, представляется целесообразным в заключитель-
ной части этой главы рассмотреть основные механизмы токсического дей-
ствия ионов свинца на молекулярном уровне. 

Современная точка зрения на механизм токсического действия со-
единений свинца, основанная на данных о структуре и физико-хими-
ческих свойствах внутриклеточных кальций-связывающих белков (каль-
модулина, тропонина С, парвальбумина), позволяет с уверенностью счи-
тать, что эти белки могут связывать не только ионы кальция, но и ионы 
тяжелых металлов, особенно ионы свинца и кадмия. Объем такого связы-
вания и его значение еще недостаточно ясны, хотя некоторые данные по-
зволяют говорить о его роли в определенных биологических эффектах 
этих ионов [139]. 

В таблице 1.2 приведены некоторые данные физико-химических ис-
следований, свидетельствующие о связывании ионов тяжелых металлов с 
основным внутриклеточным рецептором ионов кальция, — кальмодули-
ном [96]. 

Поскольку ионы свинца, кадмия и ртути эффективно конкурируют с 
ионами кальция за связывание с кальмодулином, то повышенный уровень 
их внутриклеточной концентрации может активировать кальмодулин. Это 
создает ситуацию, при которой активность кальмодулина может регули-
роваться не только потоком ионов кальция внутрь клетки, но и потоками 
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ионов тяжелых металлов. Длительная активация кальмодулина ионами 
тяжелых металлов, несомненно, приведет к серьезным нарушениям мно-
гих клеточных функций, что и может составлять молекулярную основу их 
токсичности. 

Таблица 1.2 
Корреляция между ионным радиусом катионов металлов  

и их эффективностью индуцировать изменения тирозиновой флуоресценции,  
электрофоретической подвижности и активности кальмодулина 

Катион Радиус, А Флуоресценция 
(изменение, %) 

Изменение 
подвижности 

Активность 
фосфодиэстеразы 

Cd2+ 0.97 111 + 90 
Ca2+ 0.99 100 + 100 
Hg2+ 1.1 75 – 73 
Pb2+ 1.2 47 + 92 

 
Не исключено, что взаимодействие ионов тяжелых металлов с каль-

модулином и последующая активация кальмодулин-зависимых ферментов 
наблюдается только при их избыточном поступлении в цитозоль. 

Существует и альтернативная традиционная гипотеза о том, что 
причиной токсичности тяжелых металлов является их взаимодействие с 
SH-группами ферментов [96]. В этом аспекте необходимо указать на ин-
гибирование активности большого количества ферментов ионами свинца. 
Так, ионы свинца оказывают ингибирующее влияние на активность про-
теинкиназы С [164], цитохромоксидазы [9, 38, 50], что приводит к нару-
шению окислительно-восстановительных процессов в клетке. Имеются 
данные о влиянии соединений свинца на активность лизосомальных фер-
ментов в печени, сердце, почках и гонадах [3, 7, 63].  

Известно, что клетки млекопитающих содержат миллимолярные 
концентрации восстановленного глутатиона и металлотионеинов, которые 
предоставляют SH-группы для хелатирования ионов тяжелых металлов 
[96], выполняя таким образом защитную роль. 

На основании вышеизложенного видно, что феноменологические 
аспекты эффектов токсического воздействия соединений свинца на орга-
низм достаточно широко исследованы. Вместе с тем, вопрос о молекуляр-
ных механизмах их цитотоксического действия, в частности, на иммуно-
компетентные клетки, до сих пор недостаточно разработан. 
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Глава 2 
ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О МЕТОДИКАХ  
ПРОВОДИВШИХСЯ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 
2.1. ЛАБОРАТОРНЫЕ ЖИВОТНЫЕ, ПРИГОТОВЛЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ  

СУСПЕНЗИИ И ЕЕ ХАРАКТЕРИСТИКА 
 

1. Исследования проводились на крысах-самцах линии Wistar мас-
сой 180–220 г, содержащихся на обычном рационе вивария. 

2. Исходной клеточной популяцией являлась популяция клеток се-
лезенки экспериментальных животных. Животных декапитировали. Селе-
зенку извлекали в асептических условиях и гомогенизировали в среде 199, 
мягко раздавливая в стеклянном гомогенизаторе. Полученную взвесь кле-
ток пропускали через капроновую сетку. Лизис эритроцитов осуществля-
ли 10-минутной инкубацией в 0,83 %-ном растворе NH4Cl, зaбуференном 
0,01 М трис-НСl буфером (рН 7,4). Клетки дважды отмывались средой 
199. Полученную клеточную популяцию свежеизолированных нефрак-
ционированных спленоцитов разводили средой 199 + 15 мМ буфера Hepes 
(рН 7,8) до концентрации 5⋅106 клеток на 1 мл культуры и культивировали 
в присутствии ацетата свинца (1–100 мкМ) в стандартных флаконах при 
температуре 37 ºС. Контролем служила суспензия клеток, в которую вме-
сто ацетата свинца добавляли соответствующий объем среды 199. Жизне-
способность спленоцитов оценивали по тесту исключения живыми клет-
ками красителя трипанового синего [43]. 

3. Чистоту полученной клеточной суспензии оценивали с помощью 
электронной микроскопии по общепринятой методике. Срезы просматри-
вали на электронном микроскопе марки JEM-100 СХ (Япония) или ЭВМ-
100 Л (СССР). 

Рис. 2.1. Электронная микрофотография 
спленоцитов крысы-самца Wistar  

(увеличение × 5800) 
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На рисунке 2.1 представлены данные электронно-микроскопичес-
кого исследования суспензии выделенных спленоцитов. 

 
2.2. РАДИОИЗОТОПНЫЕ И РАДИОИММУННЫЕ МЕТОДЫ 

1. Измерение включения радиоактивного тимидина в ДНК сплено-
цитов. В опытах использовали 3H-тимидин (В/О «Изотоп», СССР). Синтез 
ДНК оценивали по количеству радиоактивного тимидина, включенного в 
ДНК спленоцитов [174]. 

2. Измерение включения радиоактивного уридина в РНК спленоци-
тов. В качестве специфического предшественника РНК использовали  
3H-уридин (В/О «Изотоп», СССР ). 

3. РНК-синтетическую активность спленоцитов оценивали по вклю-
чению 3H-уридина в кислотоосаждаемый (ТХУ) материал клеток, меченых 
в течение 15 мин, так как за этот промежуток времени можно пренебречь 
вкладом распада новосинтезированной РНК в количество включенного 
радиоактивного предшественника в быстрометящейся РНК (бмРНК) [51]. 

4. Для изучения стабильности новосинтезированной РНК использо-
вали методический прием, основанный на кратковременной инкубации 
клеток с 3Н-уридином и дальнейшем культивировании в присутствии ак-
тиномицина Д в концентрациях, полностью подавляющих синтез РНК 
(пульс-чейз-эксперимент). Пульс-чейз-эксперименты проводили на све-
жеизолированных интактных спленоцитах и спленоцитах, предварительно 
обработанных ацетатом свинца в концентрации 10 мкМ в течение 1 ч. 
Чейз-эксперименты проводили с использованием актиномицина Д в кон-
центрации 10 мкг/мл. 

5. Определение доли актиномицинустойчивой фракции среди сум-
марных быстрометящихся 3Н-уридином РНК спленоцитов проводили с 
использованием актиномицина Д в концентрации 10 мкг/мл [217]. 

6. Определение доли 45S пре-рРНК в общем пуле быстрометящихся 
РНК проводили с помощью метода селективного ингибирования синтеза 
рибосомных РНК низкими концентрациями актиномицина Д [23]. Для ин-
гибирования синтеза 45S пре-рРНК использовали актиномицин Д в кон-
центрации 0,15 мкг/мл [45]. 

Время преинкубации клеток с актиномицином Д во всех экспери-
ментах составляло 1 ч, так как в течение этого времени достигается мак-
симальное подавление синтеза РНК [195]. 
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7. Накопление общего пула новосинтезированной РНК в спленоци-
тах оценивали по включению 3Н-уридина в кислотонерастворимую фрак-
цию клеток, меченых в течение 2–10 ч, т. е. времени, достаточного для 
включения метки во все типы быстрометящихся РНК, их процессинга и 
выхода зрелых молекул в цитоплазму. 

8. Измерение синтеза белка в спленоцитах. В экспериментах ис-
пользовали 14С-гидролизат белков хлореллы (UVVVR, ЧССР). К 1 мл кле-
точной суспензии добавляли 5–10 мкКи радиоактивных предшественни-
ков на весь период культивирования. 

Во всех экспериментах после окончания культивирования клетки 
обрабатывали 10 %-ной трихлоруксусной кислотой. Нерастворимую фрак-
цию переносили на мембранные фильтры и определяли радиоактивность 
фильтров в диоксановом сцинтилляторе на жидкостном сцинтилляцион-
ном счетчике СБС-2 (СССР) или «Beckman» (США). 

Количественные данные о включении радиоактивных изотопов в 
ДНК, РНК и белок спленоцитов представляют собой среднее арифметиче-
ское измерений в 4–6 параллельных культурах и выражены в импульсах в 
минуту на 5⋅106 клеток. 

9. Определение внутриклеточного уровня цАМФ и цГМФ в сплено-
цитах. При определении внутриклеточного уровня циклических нуклео-
тидов спленоциты преинкубировали в среде 199 в течение 1 ч при 37 °С, 
после чего в культуры (5 млн/мл) вносили ацетат свинца в концентрации 
100 мкМ. Реакцию останавливали через 30 и 360 мин. Уровень цАМФ и 
цГМФ в этаноловых экстрактах определяли радиоконкурентным методом 
с использованием наборов фирмы «Amersham» (Англия) и выражали в 
пкмоль на 107 клеток. 

10. Определение внутриклеточного уровня простагландинов в спле-
ноцитах. Эксперименты проводили по той же схеме, что и при определении 
циклических нуклеотидов. Экстракцию простагландинов из спленоцитов 
осуществляли этилацетатом [178]. Уровень простагландинов группы Е оп-
ределяли с использованием наборов фирмы «Clinical Assays» (США), а 
простагландина F2α — «Izotop» (Венгрия) и выражали в пкг на 107 клеток. 
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2.3. ИССЛЕДОВАНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ БИОСИНТЕТИЧЕСКИХ  
ПРОЦЕССОВ В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС ПРИ СВИНЦОВОМ ОТРАВЛЕНИИ 

В опытах использовали крыс-самцов линии Wistar массой 180–220 г, 
находящихся на обычном рационе питания. 

В первой серии опытов крысам вводили внутрибрюшинно ацетат 
свинца в дозе 5 мг Рb2+/кг ежедневно в течение 20 суток. Исследование 
интенсивности синтеза ДНК, РНК и белка в спленоцитах крыс проводи-
лось на 5, 10 и 20-е сутки после начала введения ацетата свинца.  

В другой серии опытов крысам вводили внутрибрюшинно ацетат 
свинца в дозе 25 мг Рb2+/кг ежедневно в течение 3-х суток, после чего од-
ну часть животных забивали, а другую — содержали на обычном рационе 
вивария в течение 18 суток восстановительного периода. Исследование 
интенсивности синтеза ДНК, РНК и белка в спленоцитах проводили на 3-и 
и 21-е сутки после начала введения ацетата свинца. 

Контрольной группой в обеих сериях опытов служили крысы, нахо-
дившиеся на обычном рационе вивария, которым внутрибрюшинно вво-
дили соответствующий объем дистиллированной воды. 

В каждом эксперименте популяции свежеизолированных нефрак-
ционированных спленоцитов получали от 4-х опытных и 4-х контрольных 
животных. Клеточные популяции разводили средой 199 + 15 мМ буфера 
Hepes (pH 7,8) до концентрации 5⋅106 клеток на 1 мл и культивировали в 
стандартных флаконах при температуре 37 °С в течение 4-х ч. 

Включение радиоактивных предшественников в ДНК, РНК и белки 
спленоцитов крыс определяли по схемам, описанным выше. 

 
2.4. ХИМИКО-АНАЛИТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 

1. Определение содержания восстановленного глютатиона. Содержа-
ние восстановленного глютатиона в нефракционированных спленоцитах 
крыс определяли модифицированным методом Кау и Murfitt [154]. Концен-
трацию восстановленного глютатиона выражали в мкМ на 106 клеток. 

2. Определение содержания малонового диальдегида. Для определе-
ния содержания малонового диальдегида в спленоцитах крыс использова-
ли метод М.С. Гончаренко и А.И. Латиновой [15]. Концентрацию малоно-
вого диальдегида выражали в мкМ на 106 клеток. 

3. Активность глютатионредуктазы (КФ 1.6.4.2 НАДН·Н: глютатион-
оксиредуктаза) в спленоцитах крыс исследовали модифицированным ме-
тодом Wendell [236]. Активность выражали в мкМ НАДФ·Н/ч ⋅106 клеток. 
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2.5. СПЕКТРАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И МАТЕМАТИЧЕСКАЯ ОБРАБОТКА ДАННЫХ 

Эта серия экспериментов проводилась на базе отдела автоматических 
спектральных исследований Института физики НАН Республики Беларусь. 

Количественное определение ионов свинца в спленоцитах проводи-
лось на атомно-абсорбционном спектрофотометре AAS-1 (Германия) при 
длине волны регистрации 286,3 нм. 

Полученные экспериментальные данные обработаны статистически 
с использованием программы «Epistat» (Microsoft, США). 

Детали данных исследований будут описаны в соответствующих  
главах. 

 
2.6. ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ РЕАКТИВЫ И ПРЕПАРАТЫ 

В работе использовали следующие реактивы: N-гидроксилэтилпера-
зин-2-этансульфоновая кислота (Hepes) — «Sigma» (СШA); актиноми- 
цин Д — «Calbiochem» (CШA); меркаптоэтанол — «Eastman Kodak» 
(СШA); хлорпромазин — «Ciba» (CШA); SDS-додецилсульфат натрия — 
«Serva» (ФРГ); 3Н-тимидин, 3Н-уридин — В/О «Изотоп» (СССР); 14С-гид-
ролизат белков хлореллы — «UVVVR» (ЧCCP); трис, глютатион восста-
новленный, глютатион окисленный, никотинамид-аденин-динуклеотид-
фосфат восстановленный (НАДФН), тиобарбитуровая кислота (ТБК) — 
«Reanal» (Bенгрия); бескальциевая среда Joklik — «Flow» (СШA, 
modificated of MEM). Остальные препараты и реактивы (квалификации хч) 
отечественного производства. 
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Глава 3 
СОСТОЯНИЕ МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ БИОСИНТЕТИЧЕСКИХ  

ПРОЦЕССОВ В Рb2+-ОБРАБОТАННЫХ СПЛЕНОЦИТАХ  
И ПРИ СВИНЦОВОЙ ИНТОКСИКАЦИИ 

В середине 70-х гг. прошлого столетия было убедительно доказано, 
что при свинцовой интоксикации животных наблюдается накопление  
ионов свинца в ядрах клеток [205]. Эти данные представляют определен-
ный интерес с точки зрения возможности непосредственного взаимодей-
ствия ионов свинца с основными макромолекулами ядра — ДНК и РНК. 
Действительно, в ряде лабораторий было установлено в модельных систе-
мах, что ионы свинца оказывают существенное влияние на структуру ДНК 
и РНК [137, 201]. 

Ионы свинца, как и ионы других металлов (Mg2+, Мn2+ и др.), стаби-
лизируют вторичную структуру ДНК [42, 157, 165]. Следует отметить, что 
взаимодействие ионов свинца с ДНК имеет более выраженный характер, 
чем с другими ионами металлов [152, 221–223, 239]. Эффект стабилизации 
связан с образованием компактной структуры макромолекулы ДНК при 
формировании электростатического комплекса ионов свинца с ДНК.  
Ионы свинца могут участвовать в формировании внутри- и межцепочеч-
ных взаимодействий, что вызывает увеличение жесткости молекулы ДНК. 
Формирование комплекса имеет стабилизирующий эффект благодаря 
взаимодействию ионов свинца с фосфатными группами, а также прямому 
взаимодействию иона с донорными атомами оснований [130, 221]. Прямое 
взаимодействие ионов свинца с основаниями нуклеиновых кислот вызы-
вает значительные изменения в структуре молекулы ДНК [220]. Формиро-
вание компактной структуры макромолекулы ДНК в конечном счете при-
водит к преципитации комплекса нуклеиновой кислоты с Рb2+. В анало-
гичных опытах под влиянием таких ионов металлов, как Mg2+, Cd2+, Cu2+, 
Ni2+ не было обнаружено значительных изменений структуры ДНК [152, 
157, 165, 192, 221, 238–240]. Эти данные убедительно говорят о том, что 
взаимодействие ионов свинца с ДНК высокоспецифично и может играть 
важную роль в организации структуры ДНК. Существенно отметить, что 
аналогичное взаимодействие ионов свинца с донорными атомами основа-
ний приводит также к образованию комплексов Рb2+-РНК [91, 204]. В мо-
дельных исследованиях синтеза РНК установлено, что такие ионы метал-
лов, как Pb2+, Cd2+, Со2+, Be2+, обладающие мутагенным и канцерогенным 
эффектами воздействия, изменяют скорость транскрипции РНК [185]. По 
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степени ингибирования общей транскрипции РНК эти металлы можно 
расположить в следующий ионный ряд: Pb2+ > Be2+ > Сd2+ > Со2+. Полу-
ченный эффект ингибирования скорости общей транскрипции РНК раз-
личными ионами металлов в разной степени можно частично объяснить 
степенью «сродства» ионов этих металлов к основаниям нуклеиновых ки-
слот, что отражает другой ионный ряд: Рb2+ > Cd2+ > Cu2+ > Zn2+ > Mn2+ > 
Mg2+ > Li+, K+, Na+ [148]. 

Интересно отметить тот факт, что ионы свинца в концентрациях, ин-
гибирующих общую скорость транскрипции, увеличивают скорость ини-
циации цепи РНК [185]. 

Несмотря на интересные сообщения о взаимодействии ионов свинца 
с макромолекулами, в литературе имеются немногочисленные и противо-
речивые сведения о влиянии ионов свинца на биосинтез ДНК, РНК и бел-
ка. Так, в лейкоцитах и клетках HeLa под влиянием соединений свинца 
наблюдается ингибирование синтеза ДНК и белка [242], а в клетках пече-
ни, почек и легких, наоборот, стимуляция макромолекулярных биосинте-
зов [100, 146]. 

Учитывая вышеизложенные факты о взаимодействии ионов свинца с 
макромолекулами и о влиянии их на макромолекулярные биосинтетиче-
ские процессы, представлялось интересным оценить интенсивность био-
синтеза ДНК, РНК и белка в Рb2+-обработанных спленоцитах и при свин-
цовой интоксикации. 

 
 
3.1. ВЛИЯНИЕ АЦЕТАТА СВИНЦА НА СИНТЕЗ ДНК В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС 
Согласно химико-биологической классификации ядов, соединения 

свинца относятся к ядам небиологической природы. Прежде чем перейти 
к непосредственному изложению собственных экспериментальных дан-
ных о влиянии различных концентраций ацетата свинца на макромолеку-
лярные биосинтетические процессы, на наш взгляд, представляется целе-
сообразным дать краткую современную характеристику понятию «ток-
сичность». Существуют различные подходы к определению этого понятия 
в зависимости от аспекта рассматриваемой проблемы: химического, био-
логического, физиологического, биохимического, патологического, кли-
нического, фармакологического, экологического, судебно-медицинского и 
т. д. [12]. Использование любого из перечисленных подходов дает пра-
вильное, но неполное определение понятия «токсичность». Нам представ-
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ляется наиболее адекватным в настоящей работе использовать химиче-
ский и биохимический аспекты проблемы взаимодействия ионов свинца с 
иммунокомпетентными клетками. В химическом аспекте под токсично-
стью следует понимать способность ионов свинца вызывать нарушения в 
результате взаимодействия с макромолекулами биологических систем. В 
биохимическом аспекте под токсичностью следует понимать результат 
вмешательства ионов свинца как ксенобиотиков в течение биохимических 
реакций, приводящих к нарушениям процессов жизнедеятельности. Нам 
казалось возможным использовать учение о клеточном гомеостазе в каче-
стве общей концепции химической патологии. Общеизвестно, что гомео-
статические механизмы чрезвычайно многообразны и представлены на 
самых различных уровнях регуляции: от молекулярного до популяцион-
ного. В качестве теста нарушения клеточного гомеостаза на молекулярном 
уровне мы использовали экспериментальные данные по включению ра-
диоактивных предшественников в ДНК, РНК и белок спленоцитов крыс.  

На первом этапе этого раздела работы было проведено исследование 
влияния ацетата свинца на кинетику включения 3Н-тимидина в ДНК спле-
ноцитов крыс. 

На рисунке 3.1 представлены данные о кинетике включения  
3Н-тимидина в ДНК интактных спленоцитов крыс и спленоцитов, культи-
вируемых в присутствии ацетата свинца в концентрации 1 мкМ. 

 
Рис. 3.1. Кинетика включения 3H-тимидина в ДНК интактных и Рb2+-обработанных  

(1 мкМ) спленоцитов крыс 
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Свежеизолированные спленоциты (5 млн клеток на 1 мл культуры) 
инкубировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов параллельно 
инкубировали с добавлением 1 мкМ ацетата свинца. В культуры вносили 
3H-тимидин (5 мкКи/мл) на весь период культивирования. Синтез преры-
вали через 2, 4, 6, 8 и 10 ч после начала инкубации (см. главу 2). Нераство-
римую фракцию собирали на мембранных фильтрах (Milliроrе, Англия) и 
определяли радиоактивность на жидкостном сцинтилляционном счетчи-
ке «Beckman» (CШA). На горизонтальной оси — время культивирования 
спленоцитов (час); на вертикальной — количественные данные о включе-
нии 3Н-тимидина в ДНК, выраженные в импульсах в минуту на 5⋅106 кле-
ток. Здесь и далее количественные данные о включении радиоактивных 
предшественников в ДНК, РНК и белок спленоцитов представляют собой 
среднее арифметическое измерений в 4–6 параллельных культурах и пред-
ставлены как М ± m. 

* — Р < 0,05 по сравнению с контролем. 
Выбор данной концентрации ионов свинца в среде культивирования 

обусловлен тем, что такая же концентрация ионов свинца в крови у людей 
может вызывать некоторые ответные реакции, но без симптомов интокси-
кации свинцом [212]. 

Сравнительный анализ кинетики включения 3Н-тимидина в ДНК ин-
тактных и Рb2+-обработанных спленоцитов свидетельствует о том, что ио-
ны свинца в концентрации 1 мкМ не оказывают существенного влияния 
на количество радиоактивного предшественника, включенного в ДНК 
клеток. Исходя из представлений о биохимическом аспекте понятия «ток-
сичность», следует полагать, что нормальные процессы клеточного гомео-
стаза не изменяются под влиянием ацетата свинца в концентрации 1 мкМ. 
Необходимо оговорить, что такая концентрация является нетоксичной 
только по отношению к данной биологической мишени, т. е. к спленоци-
там крыс. 

Учитывая приведенные выше результаты, на следующем этапе  
работы мы считали необходимым изучить влияние ацетата свинца в более 
высоких концентрациях на кинетику включения 3Н-тимидина в ДНК 
спленоцитов. 

На рисунке 3.2 представлены данные о кинетике включения  
3Н-тимидина в ДНК интактных спленоцитов крыс и спленоцитов, культи-
вируемых в присутствии ацетата свинца в концентрации 10 мкМ. 
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Рис. 3.2. Кинетика включения 3Н-тимидина в ДНК интактных и Рb2+-обработанных 

(10 мкМ) спленоцитов крыс 
 

Контролем служила популяция свежеизолированных спленоцитов 
(5⋅ 106 клеток на 1 мл культуры), культивируемых в среде 199. В опытные 
культуры добавляли 10 мкМ ацетата свинца. В культуры клеток вносили 
3Н-тимидин (5 мкКи/мл) на весь период культивирования. Количество 
включенного 3H-тимидина в ДНК спленоцитов оценивали по радиоактив-
ности кислотоосаждаемого материала (см. главу 2). Ось абсцисс — вре-
мя инкубации спленоцитов (час); ось ординат — количество включенного 
3H-тимидина в ДНК в импульсах в минуту на 5⋅106 клеток. 

Анализ кинетических кривых показывает, что к 4–6-му ч культиви-
рования клеток наблюдается достоверное увеличение включения 3Н-тими-
дина в ДНК Рb2+-обработанных спленоцитов по сравнению с интактными 
клетками, причем более выраженный эффект наблюдается к 6-му ч. По-
следующее культивирование нивелирует этот эффект, и к 10-му ч культи-
вирования клеток с ацетатом свинца наблюдается достоверное уменьше-
ние включения радиоактивного предшественника в ДНК Рb2+-обработан-
ных спленоцитов по сравнению с интактными. 

Приведенные результаты экспериментальных исследований указы-
вают на необходимость проведения именно кинетических исследований 
при оценке влияния соединений свинца на интенсивность включения ра-
диоактивных предшественников в ДНК, РНК и белок спленоцитов крыс. В 
противном случае, можно получить в зависимости от длительности куль-

 30



тивирования клеток либо увеличение, либо снижение включения радиоак-
тивной метки или вообще отсутствие влияния ацетата свинца на интен-
сивность макромолекулярных биосинтетических процессов в спленоцитах 
крыс. В этой связи важно отметить, что время наступления эффекта уве-
личения или уменьшения включения радиоактивных предшественников в 
новосинтезированные ДНК, РНК и белок спленоцитов крыс под влиянием 
ацетата свинца варьирует в различных опытах. Вероятно, время наступле-
ния определенного эффекта (увеличения или снижения включения радио-
активной метки в новосинтезированные макромолекулы) зависит не толь-
ко от концентрации и длительности культивирования ацетата свинца с 
клетками, но и от состава клеточной популяции, исходного метаболиче-
ского состояния клеток, проницаемости их мембран и т. д. [4]. 

Культивирование спленоцитов с ацетатом свинца в концентрации 
100 мкМ приводит к аналогичному двухфазному характеру изменений 
включения радиоактивной метки в ДНК клеток (рис. 3.3). Следует отме-
тить, что наблюдаемое увеличение и последующее снижение включения 
3Н-тимидина в ДНК под влиянием ацетата свинца в концентрации  
100 мкМ происходит на более ранних этапах культивирования спленоци-
тов, а именно: увеличение — на 2-м ч, а снижение — на 4-м ч. 

 

 
Рис. 3.3. Кинетика включения 3Н-тимидина в ДНК интактных и Рb2+-обработанных 

(100 мкМ) спленоцитов крыс 
 
Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 

инкубировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов параллельно 
инкубировали с добавлением 100 мкМ ацетата свинца. В культуры вноси-
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ли 3Н-тимидин (5 мкКи/мл) на весь период культивирования. Количество 
включенного 3Н-тимидина в ДНК спленоцитов оценивали по радиоактив-
ности кислотоосаждаемого материала (см. главу 2). Ось абсцисс — вре-
мя инкубации спленоцитов (час); ось ординат — количество включенного 
3Н-тимидина в ДНК в импульсах в минуту 5⋅106 клеток. 

Отсутствие существенных изменений в кинетике включения 3Н-ти-
мидина в ДНК спленоцитов, обработанных ацетатом свинца в концентра-
ции 1 мкМ, по-видимому, является свидетельством противостояния этому 
токсическому агенту клеточных гомеостатических систем. Вероятно, пока 
интенсивность токсического воздействия не превышает некоторого кри-
тического уровня, клеточные гомеостатические механизмы способны 
обеспечить восстановление нормальных процессов клеточного гомеоcтаза. 
Подтверждение этому — данные о том, что даже прочное связывание 
мембраной эритроцитов ионов свинца до определенного критического 
уровня не ведет к увеличению выхода из них калия [53]. Несомненно, ин-
тенсивность токсического воздействия при использовании в среде культи-
вирования спленоцитов ацетата свинца в концентрациях 10 мкМ, а тем 
более 100 мкМ превышает определенный критический уровень, приводя-
щий к нарушению клеточных гомеостатических механизмов, что находит 
свое отражение в характерном изменении кинетики включения 3Н-ти-
мидина в ДНК Рb2+-обработанных спленоцитов. 

Анализируя полученные нами данные об увеличении включения 3Н-
тимидина в ДНК спленоцитов под влиянием ионов свинца, следует иметь 
в виду, что количество новосинтезированной ДНК в клетках определяется 
не только скоростью её синтеза, но и равновесием этого процесса со ско-
ростью распада, зависящей от стабильности новосинтезированных моле-
кул ДНК и активности нуклеаз. Поэтому обнаруженное нами увеличение 
включения 3Н-тимидина в ДНК на начальных этапах культивирования 
клеток с ацетатом свинца, с одной стороны, может быть обусловлено сти-
муляцией синтеза ДНК. С другой стороны, учитывая литературные дан-
ные о стабилизирующем действии ионов свинца на структуру макромоле-
кулы ДНК, трудно исключить возможность накопления в спленоцитах, 
обработанных ацетатом свинца, более устойчивых к распаду новосинтези-
рованых молекул ДНК, что в конечном итоге и может привести к увели-
чению количества радиоактивного предшественника в новосинтезирова-
ной ДНК по сравнению с таковым в интактных клетках. 
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Следует подчеркнуть, что снижение включения 3Н-тимидина в ДНК 
спленоцитов под влиянием ионов свинца также может быть обусловлено 
как угнетением синтеза ДНК, так и увеличением скорости распада ново-
синтезированной ДНК. 

Исходя из общих представлений о механизмах токсического дейст-
вия, о том, что для химической патологии характерным является такая по-
следовательность событий, при которой специфическое действие предше-
ствует общим эффектам и имеет значение пускового механизма [13], 
можно предположить, что увеличение включения 3H-тимидина в новосин-
тезированную ДНК спленоцитов является проявлением одной из сторон 
специфического действия ионов свинца на спленоциты. В то же время, об-
наруженное нами снижение включения радиоактивного предшественника в 
ДНК спленоцитов под влиянием ионов свинцa на более поздних этапах 
культивирования клеток может быть отражением неспецифических эффек-
тов токсического действия ионов свинца на молекулярном уровне. 

 
 

3.2. ВЛИЯНИЕ АЦЕТАТА СВИНЦА НА СИНТЕЗ РНК  
В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС 

Учитывая приведенные ранее литературные данные о влиянии ионов 
свинца на макроструктуру РНК и об увеличении скорости инициации це-
пи РНК ионами свинца в концентрациях, ингибирующих общую скорость 
транскрипции РНК [185], нам представлялось целесообразным нa данном 
этапе исследований изучить влияние ионов свинца на кинетику включе-
ния 3Н-уридина в РНК спленоцитов крыс. 

На рисунке 3.4 представлены данные о кинетике включения 3Н-ури-
дина в РHK интактных спленоцитов и спленоцитов, культивируемых в 
присутствии ацетата свинца в концентрации 10 мкМ. Сравнительный ана-
лиз кинетики включения 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обработан-
ных спленоцитов показывает, что к 4-му ч культивирования клеток на-
блюдается достоверное увеличение включения 3Н-уридина в РНК сплено-
цитов под влиянием ацетата свинца. Последующее культивирование, как и 
в случае с включением 3Н-тимидина, нивелирует этот эффект, и к 8-му ч 
культивирования клеток наблюдается достоверное снижение включения 
радиоактивного предшественника в РНК Рb2+-обработанных спленоцитов 
по сравнению с интактными. 
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Рис. 3.4. Кинетика включения 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обработанных  

(10 мкМ) спленоцитов крыс 

Контролем являлась популяция свежеизолированных спленоцитов  
(5⋅ 106 клеток на 1 мл культуры), культивируемых в среде 199. В культуры 
опытных спленоцитов добавляли 10 мкМ ацетата свинца. В культуры 
вносили 3H-уридин (5 мкКи /мл) на весь период культивирования. Синтез 
РНК прерывали через 2, 4, 6 и 8 ч инкубации (см. главу 2). Кислотоосаж-
даемую фракцию собирали на мембранных фильтрах (Millipore, Англия) и 
определяли радиоактивность на жидкостном сцинтилляционном счетчи-
ке «Вескman» (США). На горизонтальной оси — время культивирования 
спленоцитов (час); на вертикальной оси — количество включенного  
3Н-уридина в РНК в импульсах в минуту нa 5⋅106 клеток. 

Культивирование спленоцитов с ацетатом свинца в концентрации 
100 мкМ приводит к аналогичному двухфазному характеру изменений 
включения радиоактивной метки в РНК клеток (рис. 3.5). 

 
Рис. 3.5. Кинетика включения 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обработанных  

(100 мкМ) спленоцитов крыс 
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Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 
инкубировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов параллельно 
инкубировали с добавлением 100 мкМ ацетата свинца. В культуры вноси-
ли 3Н-уридин (5 мкКи/мл) на весь период культивирования. Количество 
включенного 3Н-уридина в РНК оценивали по радиоактивности кислото-
осаждаемого материала (см. главу 2). Ось абсцисс — время культивиро-
вания спленоцитов (час); ось ординат — количество включенного 3Н-ури-
дина в РНК в импульсах в минуту на 5⋅106 клеток. 

Обращает на себя внимание факт полного совпадения характера из-
менений включения радиоактивных предшественников в ДНК и РНК 
спленоцитов крыс под влиянием ацетата свинца. На первый взгляд, это 
может быть отражением общности механизмов, обеспечивающих измене-
ния включения радиоактивных предшественников в ДНК и РНК. Вместе с 
тем, следует иметь в виду, что ДНК и РНК ни в коем случае не ведут себя 
сходным образом во всех реакциях с ионами металлов. Например, суще-
ствует реакция, которая протекает исключительно с РНК, но не идет с 
ДНК, — это деполимеризация полинуклеотида вследствие расщепления 
фосфодиэфирных связей [42]. Так, использование Pb(OH)2 для разруше-
ния РНК приводит преимущественно к образованию нуклеозидов. Ионы 
свинца имитируют ферменты в проявлении специфичности по отношению 
к реакции расщепления полинуклеотидов; Рb(II), например, разрушает го-
мополинуклеотиды в таком порядке: поли-А > поли-У > поли-И > поли-Ц 
[122]. Особо следует отметить, что ионы свинца разрушают РНК быстрее, 
чем любой другой из изученных ионов металлов [122]. 

Поскольку количество новосинтезированной РНК, как и ДНК, в 
клетках зависит не только от скорости синтеза, но и от равновесия этого 
процесса со скоростью распада и стабильностью новосинтезированных 
молекул РНК, то наблюдаемое на начальном этапе культивирования кле-
ток увеличение включения 3Н-уридина в РНК Pb2+-обработанных сплено-
цитов по сравнению с интактными клетками может быть обусловлено как 
стимуляцией синтеза РНК, так и уменьшением скорости распада новосин-
тезированной РНК в результате стабилизирующего эффекта ионов свинца 
на структуру макромолекулы [91, 204] и (или) угнетения активности ри-
бонуклеаз [14, 54]. 

Снижение включения 3H-уридина в РНК спленоцитов при более 
длительном культивировании с ацетатом свинца (до 10 ч) может быть 
обусловлено, с одной стороны, угнетением синтеза РНК, а с другой — 
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увеличением скорости распада новосинтезированной РНК в результате 
специфичной реакции деполимеризации полинуклеотида под влиянием 
ионов свинца. 

Для проверки приведенных выше предположений о возможных ме-
ханизмах влияния ацетата свинца на количество включенного 3Н-уридина 
в РНК спленоцитов крыс были проведены эксперименты по определению 
РНК-синтетической активности, оцениваемой по включению радиоактив-
ного предшественника в кислотоосаждаемый материал клеток, меченых в 
течение 15 мин, и стабильности новосинтезированной РНК (см. главу 2). 
Следует отметить, что в зависимости от времени инкубации клеток с ме-
ченым предшественником удается обнаружить либо новосинтезированные 
предшественники РНК (инкубация 5–30 мин), либо зрелые РНК (инкуба-
ция 1–6 ч). Типы РНК, которые метятся за короткое время инкубации, 
обычно называют «быстрометящимися» — бмРНК [90]. Количество 
включенного радиоактивного предшественника в короткомеченую РНК 
является мерой РНК-синтетической активности клеток, так как распад 
РНК за счет процессинга и выхода в цитоплазму зрелых молекул всех ти-
пов РНК ещё не вносит вклад в этот показатель [45,105]. 

Для изучения стабильности бмРНК в качестве методического прие-
ма обычно используют кратковременную инкубацию клеток с 3Н-уриди-
ном и последующее выдерживание их в присутствии актиномицина Д в 
концентрации, полностью подавляющей синтез РНК (5–10 мкг/мл). 

В литературе отсутствуют какие-либо сведения о влиянии ионов 
свинца на РНК-синтетическую активность и стабильность бмРНК в им-
мунокомпетентных клетках. Поэтому было проведено изучение РНК-син-
тетической активности и стабильности суммарных бмРНК в спленоцитах 
крыс, пульс-меченых в течение 15 мин и чейз-инкубированных в течение 
9 ч. Пульс-чейз-эксперименты проводили на свежеизолированных интакт-
ных спленоцитах и спленоцитах, предварительно обработанных ацетатом 
свинца в концентрации 10 мкМ в течение 1 ч. Чейз-эксперимент проводи-
ли с использованием актиномицина Д (10 мкг/мл). Полученные данные 
представлены в таблице 3.1. 

При анализе данных по включению 3Н-уридина в кислотоосаждае-
мый материал спленоцитов крыс, пульс-меченых в течение 15 мин, видно, 
что интенсивность синтеза бмРНК в Pb2+-обработанных спленоцитах нe 
отличается от таковой в интактных клетках. Поскольку актиномицин Д 
немедленно вызывает высокоэффективный чейз, то разрушения суммар-
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ной бмРНК следует ожидать, фактически, от нулевого времени после до-
бавления актиномицина Д [80].  

Таблица 3.1 
Влияние ацетата свинца на включение 3Н-уридина (имп/мин)  

в бмРНК и их стабильность в спленоцитах крыс 

Условия Продолжительность  
актиномицинового блока, час Контроль Клетки+Рb(СН3СОО)2 10 мкМ 

0 12144 ± 585 13436 ± 670 
 (4) (4) 

1 4608 ± 176 4753 ± 115 
 (4) (4) 

3 3522 ± 143 4914 ± 169* 

 (4) (4) 
9 2849 ± 126 3135 ± 151 
 (4) (4) 

Примечание: здесь и далее в скобках указано число опытов; различные исход-
ные величины связаны с тем, что спленоциты получены от разных животных.  
* — Различия по сравнению с контролем достоверны (Р < 0,05). 

 
Действительно, как в интактных, так и в Рb2+-обработанных сплено-

цитах наблюдается выраженное в равной степени уменьшение количества 
включенного 3Н-уридина (~ нa 60 %) в кислотоосаждаемый материал 
спленоцитов уже после часового актиномицинового чейза по сравнению с 
таковым в нулевое время, что, несомненно, является отражением распада 
лабильного пула новосинтезированных бмРНК. Через 3 ч актиномицино-
вого чейза в интактных спленоцитах наблюдается дальнейшее уменьше-
ние количества включенного 3Н-уридина в кислотоосаждаемый материал 
клеток, а в Рb2+-обработанных спленоцитах количество включенного ра-
диоактивного предшественника не изменяется через 3 ч актиномициново-
го блока по сравнению с часовым актиномициновым чейзом. Такой харак-
тер изменений приводит к достоверному увеличению количества вклю-
ченного 3Н-уридина в бмРНК Pb2+-обработанных спленоцитов по сравне-
нию с интактными клетками, обусловленному резким замедлением распа-
да новосинтезированной бмРНК в Рb2+-обработанных спленоцитах. При 
продолжительности актиномицинового чейза в течение 9 ч наблюдается 
достоверное уменьшение количества включенного 3Н-уридина в бмРНК 
как интактных, так и Рb2+-обработанных спленоцитов. Однако если в ин-
тактных спленоцитах снижение количества включенного 3Н-уридина в 
бмРНК происходит на 19 %, то в Pb2+-обработанных клетках — на 37 % по 
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отношению к 3-часовому чейзу, что свидетельствует о двухкратном уве-
личении интенсивности распада бмРНК в Pb2+-обработанных спленоцитах 
по сравнению с интактными клетками. Этот эффект, вероятно, обусловлен 
РНК-деполимеризующим действием ионов свинца.  

Полученные экспериментальные данные позволяют сделать сле-
дующие выводы: ионы свинца не оказывают влияния на РНК-синтети-
ческую активность спленоцитов; новосинтезированные бмРНК представ-
ляют собой относительно лабильный пул, подвергающийся деградации  
~ на 60 % уже после часового актиномицинового чейза; достоверное уве-
личение количества включенного 3Н-уридина в бмРНК Рb2+-обработанных 
спленоцитов к 3-му ч актиномицинового блока обусловлено стабилизи-
рующим действием ионов свинца на структуру РНК и (или) угнетением 
ими активности рибонуклеаз и, как следствие, меньшей интенсивностью 
распада; двухкратное усиление интенсивности распада бмРНК в Pb2+-об-
работанных спленоцитах по сравнению с контролем, вероятно, обуслов-
лено деполимеризирующим влиянием ионов свинца на структуру РНК 
при более длительном (до 10 ч) культивировании клеток. 

Прежде чем перейти к рассмотрению данных по метаболизму РНК в 
интактных и Рb2+-обработанных спленоцитах, кратко остановимся на со-
временных представлениях относительно синтеза, процессинга и распада 
разных типов РНК в эукариотических клетках. 

Основную часть РНК клетки (~ 80 %) составляют рРНК, которые 
способствуют связыванию между собой мРНК и тРНК и являются скелет-
ным элементом для многих рибосомальных белков [70]. 

Гены рРНК присутствуют в ядрышке в виде большого числа копий и 
имеют высокий процент ГЦ-нуклеотидов. Эта особенность нуклеотидного 
состава позволяет использовать актиномицин Д в низких концентрациях 
(0,05–0,5 мкг/мл) для селективного подавления синтеза рРНК. 

За исключением 5S рРНК, все зрелые рРНК (28S, 18S и 5,8S) обра-
зуются из макромолекулярного предшественника — 45S пре-рРНК [16]. 
Синтез 45S пре-pPНK осуществляется в ядрышке ДНК-зависимой РНК-
полимеразой I. В результате многостадийного процессинга около 60 % 
молекулы 45S пре-рРНК «вырезается» специфическими эндонуклеазами и 
превращается в зрелые рРНК; остальные 40 % распадаются в ядрышке 
[235]. 

Около 15 % всех клеточных РНК составляют тРНК, которые синте-
зируются в виде первичных транскриптов — 6,5S пре-тРНК [119]. Синтез 
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пре-тРНК осуществляется в нуклеоплазме ДНК-зависимой РНК-полиме-
разой III. Более подробно вопросы, касающиеся биосинтеза тРНК, осве-
щены в обзоре [8]. 

Третий тип РНК — мРНК — составляет 3–5 % от тотальной РНК 
клеток [213]. Предшественниками мРНК цитоплазмы являются гигантские 
молекулы РНК различной молекулярной массы (гетерогенная ядерная 
РНК) — гяРНК, составляющие не более 1 % от тотальной клеточной РНК 
[55]. ГяРНК синтезируются на хроматине с помощью ДНК-зависимой 
РНК-полимеразы II. Время процессинга гяРНК до зрелых мРНК обычно 
составляет 15–20 мин [194]. Структура, функция и процеccинг гяРНК в 
эукариотических клетках подробно освещены в обзоре [55]. 

Кроме высокомолекулярных предшественников стабильных РНК 
цитоплазмы в ядре содержатся также метаболически стабильные (время 
полужизни ~ 24 ч) низкомолекулярные РНК (менее 30 нуклеотидов) — 
нмРНК. Большой материал по структуре и метаболическим свойствам 
нмРНК можно найти в обзоре [44]. 

Вопрос соотношения разных типов РНК (гяРНК, 45S пре-рРНК и 
6,5S пре-тРНК) среди бмРНК лимфоцитов до настоящего времени оконча-
тельно не решен [23]. 

Для оценки доли 45S пре-рРНК среди бмРНК спленоцитов мы ис-
пользовали метод селективного ингибирования синтеза рРНК низкими 
концентрациями актиномицина Д [23]. Для ингибирования синтеза 45S 
пре-рРНК использовали актиномицин Д в концентрации 0,15 мкг/мл [45]. 

Для оценки доли актиномицинустойчивой (АМД) фракции в общем 
пуле бмРНК использовали актиномицин Д в концентрации 10 мкг/мл [217]. 

Время преинкубации клеток с актиномицином Д составляло 1 ч, так 
как в течение этого времени достигается максимальное подавление синте-
за РНК [195]. 

Как мы уже отмечали ранее, время наступления эффекта увеличения 
или уменьшения количества включенных радиоактивных предшественни-
ков в новосинтезированные ДНК, РНК и белок спленоцитов крыс под 
влиянием ацетата свинца варьирует в различных опытах, что зависит, ве-
роятно, от концентрации, длительности культивирования ацетата свинца с 
клетками, от состава клеточной популяции, исходного метаболического 
состояния клеток, проницаемости их мембран и т. д. [4]. Учитывая это, 
при обсуждении изменений метаболизма РНК в спленоцитах под влияни-
ем ацетата свинца будем полагать, что они лежат вне определенного вре-
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менного диапазона. Иными словами, особенности изменений метаболизма 
РНК в спленоцитах под влиянием ацетата свинца будут рассмотрены по 
отношению к конкретному эффекту увеличения или уменьшения включе-
ния 3Н-уридина в РНК вне зависимости от времени его наступления. 

В таблице 3.2 представлены некоторые показатели метаболизма РНК 
в интактных спленоцитах, а также спленоцитах, культивируемых в при-
сутствии различных концентраций ацетата свинца, на стадии повышенно-
го включения 3Н-уридина в тотальную клеточную РНК. Обращает на себя 
внимание факт полного совпадения характера изменений изученных пока-
зателей метаболизма РНК в спленоцитах под влиянием разных концен-
траций ацетата свинца, не считая того, что в культурах клеток, обработан-
ных более высокой концентрацией, эти изменения наступают гораздо 
раньше. 

Таблица 3.2 
Влияние различных концентраций ацетата свинца на некоторые показатели  
метаболизма РНК (имп/мин на 5⋅106 клеток) на стадии увеличения включения 

3Н-уридина в тотальную клеточную РНК Pb2+-обработанных спленоцитов крыс 

Условия Тотальная  
клеточная РНК бмРНК 45Sпре-

рРНК 
гяРНК + пре-тРНК + 
АМД-устойчивая РНК

Интактные клетки 
(5 млн/мл) 

6083 ± 219 
(4) 

548 ± 39
(6) 

290 ± 23 
(6) 

294 ± 17 
(6) 

Клетки (5 млн/мл) + 
Pb(СН3СОО)2 100 мкМ 

7909 ± 437*
(4) 

605 ± 46
(6) 

254 ± 23*
(6) 

351 ± 24*
(6) 

Интактные клетки 
(5 млн/мл) 

10350 ± 881 
(4) 

784 ± 54
(4) 

420 ± 36 
(4) 

364 ± 20 
(4) 

Клетки (5 млн/мл) + 
Pb(СН3СОО)2 10 мкМ 

14075 ± 679*
(4) 

777 ± 55
(4) 

350 ± 31*
(4) 

452 ± 26*
(4) 

 
При анализе данных по включению 3Н-уридина в кислотоосаждае-

мый материал спленоцитов пульс-меченых в течение 15 мин (быстроме-
тящиеся РНК — бмРНК) видно, что интенсивность синтеза тотальной 
бмРНК в Pb2+-обработанных спленоцитах не отличается от таковой в ин-
тактных спленоцитах. 

Результаты селективного ингибирования синтеза 45S пре-рРНК в 
интактных спленоцитах с использованием актиномицина Д (0,15 мкг/мл) 
свидетельствуют о том, что доля 45S пре-рРНК составляет около 50 % от 
общего пула бмРНК. Имеются сведения, что в иммунокомпетентных 
клетках среди бмРНК преимущественно синтезируется гетерогенная 
ядерная РНК — гяРНК (до 90 % от бмРНК) [228]. Приведенные нами дан-
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ные о синтезе 45S пре-рРНК в интактных спленоцитах ставят под сомне-
ние представление о преимущественном синтезе гяРНК среди бмРНК в 
иммунокомпетентных клетках. 

В спленоцитах, преинкубированных с ацетатом свинца в течение 
времени, необходимого для увеличения количества включенного 3Н-ури-
дина в тотальную клеточную РНК, обнаружены разнонаправленные изме-
нения синтеза различных типов бмРНК. Так, синтез 45S пре-рРНК досто-
верно угнетен, а синтез суммарного пула гяРНК + пре-тРНК + актиноми-
цинустойчивая РНК, наоборот, активирован по сравнению с интактными 
спленоцитами. 

В параллельно проведенных экспериментах с использованием акти-
номицина Д (10 мкг/мл) установлено, что доля актиномицинустойчивой 
РНК среди бмРНК в Рb2+-обработанных спленоцитах не изменена по срав-
нению с таковой в интактных спленоцитах и составляет ~ 7 %. Эти данные 
свидетельствуют в пользу того, что одной из причин повышенного вклю-
чения 3Н-уридина в тотальную клеточную РНК под влиянием ацетата 
свинца может быть активация синтеза гяРНК и (или) пре-тРНК. Важно, 
однако, иметь в виду, что гяРНК составляет не более 1 % от общей кле-
точной РНК [55]. Поэтому можно полагать, что увеличение включения  
3Н-уридина в тотальную клеточную РНК спленоцитов, обработанных аце-
татом свинца, с одной стороны, связано с уменьшением скорости распада 
новосинтезированной РНК, обусловленным стабилизацией структуры 
макромолекулы и (или) угнетением активности рибонуклеаз, а с другой 
стороны, с активацией ионами свинца синтеза и накопления в цитоплазме 
новосинтезированных тРНК. 

Исходя из данных, представленных в таблице 3.3, видно, что в спле-
ноцитах, преинкубированных с ацетатом свинца (100 мкМ) в течение вре-
мени, необходимого для уменьшения количества включенного 3H-уридина 
в тотальную клеточную РНК, наблюдается угнетение РНК-синтетической 
активности и синтеза всех типов бмРНК. Эти результаты свидетельствуют 
в пользу представлений об общетоксическом действии ионов свинца на 
клетки при длительном культивировании спленоцитов в присутствии аце-
тата свинца. Иными словами, уменьшение количества включенного  
3Н-уридина в РНК может быть связано как с РНК-деполимеризующим 
действием ионов свинца, так и непосредственно с угнетением синтеза 
РНК. 
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Таблица 3.3 
Влияние ацетата свинца (100 мкМ) на некоторые показатели метаболизма РНК 

(имп/мин на 5⋅106 клеток) на стадии уменьшения включения 3Н-уридина  
в тотальную клеточную РНК Pb2+-обработанных спленоцитов крыс 

Показатели Интактные клетки 
(5 млн/мл) 

Интактные клетки (5 млн/мл) + 
Pb(СН3СОО)2 100 мкМ 

Тотальная клеточная РНК  57522 ± 7671 
(4) 

41378 ± 3098*
(4) 

бмРНК 4085 ± 618 
(4) 

1761 ± 467* 
(4) 

45S пре-рРНК 2601 ± 434 
(4) 

688 ± 231* 
(4) 

гяРНК + пре-тРНК + 
АМД-устойчивая РНК 

1484 ± 199 
(4) 

1073 ± 288*
(4) 

 
В таблице 3.4 представлены данные о влиянии актиномицина Д  

(0,15 мкг/мл) на включение 3H-уридина в РНК спленоцитов, меченых в те-
чение 4-х ч, времени, достаточного для включения метки во все типы 
бмРНК, их процессинга и выхода зрелых молекул РНК в цитоплазму. 

Таблица 3.4 
Влияние актиномицина Д (0,15 мкг/мл) на включение 3Н-уридина  

в РНК Pb2+-обработанных спленоцитов 

Условия Имп/мин на 5⋅106 клеток 
Тотальная РНК:  
Интактные клетки 2536 ± 404 
Клетки + Pb(СН3СОО)2 100 мкМ 4073 ± 1066*

(8) 
Нерибосомальные РНК:  
Интактные клетки 1678 ± 647 
Клетки + Pb(СН3СОО)2 100 мкМ 2658 ± 981*

(8) 
рРНК:  
Интактные клетки 858 ± 125 
Клетки + Pb(СН3СОО)2 100 мкМ 1414 ± 149*

(8) 
 
При анализе данных по включению 3H-уридина в РНК спленоцитов 

видно, что включение радиоактивного предшественника в тотальную кле-
точную РНК, рРНК и нерибосомальные РНК Рb2+-обработанных сплено-
цитов достоверно увеличено по сравнению с интактными клетками. Важ-
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но отметить, что увеличение количества включенного 3H-уридина в рРНК 
Рb2+-обработанных спленоцитов происходит не за счет стимуляции синте-
за рРНК, так как на стадии повышенного включения радиоактивной метки 
в тотальную клеточную РНК спленоцитов под влиянием ацетата свинца 
наблюдается достоверное угнетение синтеза предшественника рРНК — 
45S пре-рРНК (табл. 3.2). Не исключено, что обнаруженное увеличение 
является результатом накопления стабильных форм рРНК и (или) угнете-
ния активности рибонуклеаз в Рb2+-обработанных спленоцитах. Увеличе-
ние включения 3Н-уридина в нерибосомальные РНК Рb2+-обработанных 
спленоцитов по сравнению с интактными, напротив, может быть обуслов-
лено как накоплением стабильных форм, угнетением рибонуклеаз, так и 
стимуляцией ионами свинца синтеза нерибосомальных РНК, преимущест-
венно за счет активации синтеза тРНК. 

 
 
3.3. ВЛИЯНИЕ АЦЕТАТА СВИНЦА НА СИНТЕЗ БЕЛКА В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС 
В литературе существуют разноречивые взгляды о влиянии ионов 

свинца на содержание белка в различных клетках. Имеются сведения, ука-
зывающие на достоверное снижение содержания белка в клетках мозга 
мышей, срезах печени эмбрионов крыс под воздействием ионов свинца 
[75, 158]. Кроме того, ряд исследователей отмечает торможение синтеза 
микросомальных белков крыс, хотя синтез белка в ядрах и митохондриях 
при этом не нарушается [242]. В исследованиях in vitro показано, что 
включение 14С-глицина в глобин эритроцитов уток уменьшается на 25 % 
концентрацией свинца 5⋅10–4 М [153]. Вместе с тем, имеются данные о 
том, что свинец в концентрации 10 мкМ сильно стимулирует синтез белка 
в клетках почки крысы (включение 3Н-лейцина увеличивалось на 140 %) 
[146]. Более того, установлено, что ионы свинца в культурах фибробла-
стов крысы и в клетках эпителия почек способны индуцировать образова-
ние трех белков, которые представляют собой две различные группы так 
называемых «стрессовых» белков [208]. Обнаружено также образование 
лабильных цитоплазматических белков, которые идентифицированы как 
свинец-связывающие белки. Эти цитоплазматические белки являются 
первичными связывающими агентами для ионов свинца и могут медииро-
вать транспорт ионов металла в ядро [123]. Goyer и соавт., опираясь на 
данные своих исследований на крысах, предположили, что внутриядерные 
клеточные включения, которые развиваются в процессе воздействия 
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свинца, служат защитным механизмом, связывая свинец в почках и сни-
жая тем самым его токсичность [135], но, по-видимому, лишь в течение 
ограниченного периода воздействия [106]. 

Перечисленные факты стимулировали интерес к изучению влияния 
ацетата свинца на синтез белка в спленоцитах крыс. 

На рисунке 3.6 представлены данные о включении 14С-гидролизата 
белков хлореллы в новосинтезированные белки интактных спленоцитов 
крыс и спленоцитов, культивируемых в присутствии ацетата свинца в 
концентрации 10 мкМ. Сравнительный анализ кинетических кривых пока-
зывает, что к 8-му ч культивирования клеток наблюдается достоверное 
увеличение включения радиоактивной метки в белки Рb2+-обработанных 
спленоцитов по сравнению с интактными клетками. 

 
Рис. 3.6. Кинетика включения 14С-гидролизата белков хлореллы в белки интактных  

и Рb2+-обработанных (10 мкМ) спленоцитов крыс 
 

Контролем являлась популяция свежеизолированных спленоцитов 
(5⋅106 клеток на 1мл культуры), культивируемых в среде 199. В опытные 
культуры вносили 10 мкМ ацетата свинца. В культуры добавляли  
14С-гидролизат белков хлореллы (5 мкКи/мл) на весь период культивиро-
вания. После окончания инкубации нерастворимую фракцию собирали на 
мембранных фильтрах (Millipore, Англия) и определяли радиоактивность 
на жидкостном сцинтилляционном счетчике «Beckman» (CШA). На гори-
зонтальной оси — время культивирования спленоцитов (час); на верти-
кальной оси — количество включенного 14С-гидролизата в белки в импуль-
сах в минуту на 5⋅106 клеток. 

При анализе данных о влиянии ацетата свинца в концентрации  
100 мкМ на синтез белка следует отметить, что стадия увеличения вклю-
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чения 14С-гидролизата в новосинтезированные белки Рb2+-обработанных 
спленоцитов по сравнению с контролем наблюдается уже на 2-м ч культи-
вирования клеток (рис. 3.7). Дальнейшее культивирование спленоцитов с 
ацетатом свинца (100 мкМ) нивелирует этот эффект. 

 
Рис. 3.7. Кинетика включения 14С-гидролизата белков хлореллы в белки интактных  

и Рb2+-обработанных (100 мкМ) спленоцитов крыс 
 
Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 

инкубировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов параллельно 
инкубировали с добавлением 100 мкМ ацетата свинца. В культуры вноси-
ли 14С-гидролизат белков хлореллы (5 мкКи/мл) на весь период культиви-
рования. Синтез прерывали через 2, 4, 6 и 8 ч. Количество включенного 
радиоактивного предшественника оценивали по радиоактивности кисло-
тоосаждаемого материала (см. главу 2). Ось абсцисс — время культиви-
рования спленоцитов (час); ось ординат — количество включенного  
14С-гидролизата в белки в импульсах в минуту на 5⋅106 клеток.  

С целью выяснения роли новосинтезированной рРНК в стимуляции 
синтеза белка в спленоцитах под влиянием ацетата свинца была проведена 
серия экспериментов с использованием актиномицина Д в концентрации 
0,15 мкг/мл, селективно ингибирующей синтез рРНК. Полученные данные 
представлены в таблице 3.5. 

При анализе данных о влиянии актиномицина Д (0,15 мкг/мл) на 
включение 14С-гидролизата в новосинтезированные белки Рb2+-обработан-
ных спленоцитов обращает на себя взимание тот факт, что увеличение 
включения радиоактивного предшественника в белки спленоцитов под 
воздействием ионов свинца не зависит от синтеза рРНК de novo. 
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Таблица 3.5 
Влияние актиномицина Д (0,15 мкг/мл) на включение 14С-гидролизата белков 

хлореллы в белки Pb2+-обработанных спленоцитов крыс 

Условия Имп/мин на 5⋅106 клеток 
Интактные клетки 2037 ± 50 
Клетки + Pb(СН3СОО)2 100 мкМ 2534 ± 54*

(4) 
Клетки + 0,15 мкг АМД 1251 ± 64 
Клетки + Pb(СН3СОО)2 100 мкМ + 0,15 мкг АМД 2359 ± 178*

(4) 
 
 

3.4. ВЛИЯНИЕ СВИНЦОВОЙ ИНТОКСИКАЦИИ НА ИНТЕНСИВНОСТЬ  
МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫХ БИОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ  

В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС 
Полученные экспериментальные данные о влиянии ацетата свинца на 

синтез ДНК, РНК и белка в спленоцитах крыс in vitro стимулировали инте-
рес к изучению влияния ионов свинца на макромолекулярные биосинтети-
ческие процессы в спленоцитах крыс при свинцовой интоксикации. 

В литературе отсутствуют сведения о характере изменений интен-
сивности синтеза ДНК, РНК и белка в иммунокомпетентных клетках при 
свинцовом отравлении. Поэтому значительный интерес представляют 
данные о содержании ДНК, РНК и белка в других органах и тканях при 
интоксикации соединениями свинца. Так, через 24 ч после введения аце-
тата свинца (100 мг/кг), наблюдается торможение синтеза микросомаль-
ных белков у крыс [242]. В тимусе крыс Wistar при интоксикации свинцом 
наблюдается снижение содержания белка и увеличение ДНК. В печени, 
наоборот, содержание ДНК уменьшается, а белка и РНК увеличивается 
[131]. При внутрижелудочном введении мышам ацетата свинца в дозе 1–
20 мг/100 г в течение 4–16 недель наблюдается в пирамидальных клетках 
мозга снижение содержания ДНК, РНК и общего белка [75]. При внутри-
брюшинном введении ацетата свинца в дозе 2,5–5 мг/кг содержание ДНК 
и РНК в сердце на 5-й день опыта было значительно выше, чем в контро-
ле, а затем их содержание снижалось до контрольного уровня. Содержа-
ние ДНК в мозге было ниже, чем в контроле, а содержание РНК не отли-
чалось от контрольного уровня [94]. 

Прежде чем перейти к рассмотрению данных об интенсивности син-
теза ДНК, РНК и белка в спленоцитах крыс при свинцовой интоксикации, 
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мы считали целесообразным изучить количественное содержание свинца в 
спленоцитах в динамике свинцового отравления. 

В первой серии экспериментов крысам-самцам Wistar вводили внут-
рибрюшинно ацетат свинца в дозе 5 мг Рb2+/кг ежедневно в течение 20 су-
ток. На рисунке 3.8 представлены данные о содержании свинца в сплено-
цитах крыс на 5, 10 и 20-е сутки после начала введения ацетата свинца. 

 
Рис. 3.8. Накопление клеточного свинца в спленоцитах (нг/1⋅107 клеток)  

при свинцовой интоксикации 
 
Крысам-самцам Wistar вводили внутрибрюшинно ацетат свинца в 

дозе 5 мг Рb2+/кг ежедневно в течение 20 дней. На 5, 10 и 20-е сутки жи-
вотных забивали декапитацией, выделяли спленоциты и проводили коли-
чественное определение ионов свинца на атомно-абсорбционном спек-
трофотометре AAS-1 (Германия) при длине волны регистрации 266,3 нм. 
На горизонтальной оси — длительность свинцовой интоксикации (су-
тки); на вертикальной оси — содержание клеточного свинца в спленоци-
тах в нг на 1⋅107 клеток свинца. 

Говоря о содержании свинца в спленоцитах, следует иметь в виду, 
что в данном случае речь не идет о внутриклеточной концентрации ионов 
свинца. Несомненно, определенный вклад в общее содержание свинца в 
спленоцитах вносят ионы свинца, связанные с наружной клеточной мем-
браной. В этом плане особый интерес представляют данные атомно-
абсорбционной спектрофотометрии об общем содержании клеточного 
кальция, свидетельствующие о том, что 90–95 % клеточного кальция свя-
зано с экстрацеллюлярными лигандами [85]. Учитывая высокую способ-
ность ионов свинца к связыванию с фосфолипидами и белками [18], мож-
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но полагать, что значительное количество свинца, как и ионов кальция, 
связывается с плазматической мембраной спленоцитов. Поэтому, при 
описании содержания свинца в спленоцитах, мы будем пользоваться тер-
мином «общий клеточный свинец», подразумевая под этим суммарное со-
держание внутриклеточного свинца и свинца, связанного с экстраклеточ-
ными лигандами. 

При анализе данных атомно-абсорбционной спектроскопии о содер-
жании свинца в спленоцитах видно, что уже к 5-му дню эксперимента со-
держание общего клеточного свинца в спленоцитах опытных крыс удваи-
вается по сравнению с контролем. К 10-му дню опыта содержание общего 
свинца в спленоцитах достигает значения 118 нг/10 млн клеток, а к 20-му 
дню увеличивается ~ в 6,5 раз по сравнению с контролем. 

Таким образом, становится очевидным факт значительного накопле-
ния общего клеточного свинца в спленоцитах крыс в динамике свинцовой 
интоксикации. 

Исследование интенсивности синтеза ДНК, РНК и белка в сплено-
цитах крыс проводилось через 5, 10 и 20 дней после внутрибрюшинного 
введения ацетата свинца в дозе 5 мг Рb2+/кг ежедневно (табл. 3.6, 3.7). 

Таблица 3.6  
Влияние ацетата свинца (5 мг Pb2+/кг) на включение радиоактивных  

предшественников в ДНК и РНК спленоцитов крыс (имп/мин на 5⋅106 клеток) 

Условия опыта Включение радиоактивных 
предшественников 5 суток 10 суток 20 суток 

ДНК: 
Контроль 2694 ± 72 2464 ± 36 8577 ± 601 
Опыт 2495 ± 121 

(4) 
9150 ± 349* 

(4) 
8368 ± 179 

(4) 
Тотальная РНК: 
Контроль 14400 ± 240 12699 ± 490 37110 ± 977 
Опыт 13430 ± 1221 

(4) 
18933 ± 1129* 

(4) 
6648 ± 217* 

(4) 
Нерибосомальные РНК: 
Контроль 6138 ± 297 4890 ± 262 23440 ± 545 
Опыт 6133 ± 211 

(4) 
7131 ± 536* 

(4) 
3894 ± 215* 

(4) 
рРНК: 
Контроль 8262 ± 110 7809 ± 241 13670 ± 770 
Опыт 7297 ± 1103 

(4) 
11802 ± 612* 

(4) 
2753 ± 89* 

(4) 
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Таблица 3.7 
Влияние ацетата свинца (5 мг Рb2+ /кг) на включение 14С-гидролизата  

в белки спленоцитов крыс (имп/мин на 5⋅106 клеток) 

Условия опыта Включение радиоактивной метки 
5 суток 10 суток 20 суток 

Клетки + 14С-гидролизат:  
Контроль 2527 ± 76 1874 ± 55 4524 ± 308 
Опыт 1452 ± 70* 

(4) 
3394 ± 149* 

(4) 
2532 ± 118* 

(4) 
Клетки + 0,15 мкг АМД + 14C-гидролизат: 
Контроль 2006 ± 91 1443 ± 61 4019 ± 129 
Опыт 1326 ± 73* 

(4) 
2635 ± 97* 

(4) 
2258 ± 144* 

(4) 
 

Рассмотрим, в первую очередь, характер изменений синтеза ДНК в 
спленоцитах в динамике свинцового отравления. Видно, что на 5-е сутки 
свинцового отравления количество включенного 3Н-тимидина в ДНК 
спленоцитов не отличается от такового у контрольных животных. На 10-е 
сутки свинцового отравления наблюдается достоверное увеличение коли-
чества включенной метки, что, по-видимому, является отражением стаби-
лизирующего влияния ионов свинца на структуру ДНК и (или) непосред-
ственной активации синтеза ДНК. Отсутствие различий во включении  
3Н-тимидина в ДНК спленоцитов опытных и контрольных животных на 
20-е сутки, вероятно, обусловлено ингибированием ранее повышенного 
(10-е сутки) синтеза ДНК при свинцовой интоксикации. Это предположе-
ние основано на данных литературы о том, что ионы свинца в условиях in 
vitro ингибируют активность ДНК-полимеразы клеток HeLa и ДНК-поли-
меразы Е. сoli [127]. Кроме того, в данном случае нельзя исключить воз-
можность дестабилизирующего влияния ионов свинца на структуру ДНК, 
приводящего к увеличению скорости распада новосинтезированной ДНК 
у опытных животных по сравнению с контролем. 

При анализе данных о включении 3Н-уридина в РНК спленоцитов 
видно, что на 10-е сутки свинцовой интоксикации достоверно увеличено 
количество включенной метки в тотальную клеточную РНК, рРНК и не-
рибосомальные РНК спленоцитов опытных животных по сравнению с кон-
тролем. Следует подчеркнуть, что увеличение количества включенного  
3Н-уридина в рРНК спленоцитов опытных животных нельзя объяснить ак-
тивацией синтеза рРНК, поскольку в проведенных ранее экспериментах мы 
обнаружили угнетение синтеза предшественника рибосомальной РНК — 
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45S пре-рРНК (табл. 3.2). По-видимому, это увеличение является следст-
вием накопления более стабильных форм рРНК в цитоплазме и (или) ин-
гибирования ионами свинца активности рибонуклеаз [91, 204]. 

Что касается увеличения включения 3Н-уридина в нерибосомальные 
РНК спленоцитов при свинцовом отравлении, то оно, возможно, обуслов-
лено как стабилизацией структуры макромолекул и накоплением стабиль-
ных форм, угнетением активности рибонуклеаз, так и активацией синтеза 
нерибосомальных РНК, происходящей, вероятно, за счет стимуляции  
ионами свинца биосинтеза тРНК (табл. 3.2, 3.4). 

К 20-му дню свинцовой интоксикации, наоборот, обнаруживается 
значительное снижение количества включенного радиоактивного предше-
ственника в тотальную клеточную РНК, рРНК и нерибосомальные РНК 
спленоцитов опытных животных по сравнению с контролем. Известно, 
что ионы свинца в условиях in vitro ингибируют активность РНК-по-
лимераз Е. сoli и клеток HeLa [127]. Кроме того, нашими предыдущими 
исследованиями доказано, что ионы свинца могут ингибировать РНК-син-
тетическую активность и синтез всех предшественников РНК (табл. 3.3). 
Эти данные позволяют полагать, что обнаруженное снижение количества 
включенного 3Н-уридина в РНК спленоцитов крыс к 20-му дню свинцово-
го отравления по сравнению с контрольными животными обусловлено ин-
гибированием синтеза РНК. Возможно также, что определенный вклад в 
снижение количества включенного радиоактивного предшественника в 
РНК спленоцитов крыс при свинцовой интоксикации вносит РНК-деполи-
меризующее действие ионов свинца, что приводит к увеличению скорости 
распада новосинтезированых РНК у опытных животных по сравнению с 
контролем. 

При анализе изменений синтеза белка в спленоцитах крыс в динами-
ке свинцового отравления видно, что они носят волнообразный характер. 

Так, на 5-е сутки наблюдается достоверное уменьшение количества 
включенного 14С-гидролизата в новосинтезированные белки опытных жи-
вотных по сравнению с контролем, на 10-е сутки обнаруживается увели-
чение количества включенной метки в белки спленоцитов опытных крыс, 
а к 20-м суткам свинцового отравления снова наблюдается снижение 
включения радиоактивного предшественника в новосинтезированые белки 
спленоцитов опытных крыс по сравнению с контрольными животными. 

Имеется обширная литература о том, что увеличение синтеза белка 
происходит вскоре после антигенной активации лимфоцитов [140, 141]. 
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Как указывалось ранее, сами по себе тяжелые металлы и их соли не явля-
ются антигенами, но, вступая в организме в соединение с белками, они 
приобретают новые свойства, в том числе, способность стимулировать 
иммунокомпетентную систему [48]. Не исключено, что, образовав хими-
ческое соединение с белком, ионы свинца способствуют формированию 
чуждого для организма антигена, который, возможно, вызывает актива-
цию спленоцитов, что в конечном счете проявляется увеличением синтеза 
белка (и возможно также ДНК и нерибосомальных РНК) в спленоцитах 
крыс на 10-е сутки свинцового отравления по сравнению с контролем. Ин-
тересен тот факт, что активация синтеза белка в спленоцитах опытных 
животных не зависит от синтеза рРНК de novo. Уменьшение включения 
14С-гидролизата в новосинтезированные белки спленоцитов опытных крыс 
по сравнению с контролем к 20-м суткам эксперимента, по-видимому, яв-
ляется отражением общетоксического действия ацетата свинца. 

В другой серии опытов крысам-самцам Wistar вводили ацетат свин-
ца в дозе 25 мг Рb2+/кг массы внутрибрюшинно ежедневно на протяжении 
3-х суток, а впоследствии животных содержали в течение 18 суток на 
обычном рационе вивария. 

Определение содержания свинца в спленоцитах проводили на 3-тьи 
и 21-е сутки после начала опыта (рис. 3.9). При анализе полученных дан-
ных следует отметить факт увеличения содержания клеточного свинца  
~ в 4,5 раза по сравнению с контролем в спленоцитах крыс после инъек-
ций ацетата свинца в большей дозе (25 мг Рb2+/кг) уже на 3-тьи сутки про-
ведения эксперимента. Дальнейшее содержание животных на обычном 
рационе вивария приводит к снижению содержания общего клеточного 
свинца в спленоцитах опытных животных, не достигающего, однако, кон-
трольного уровня. 

 
Рис. 3.9. Содержание общего клеточного свинца в спленоцитах крыс  

при свинцовой интоксикации и в восстановительный период 
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Крысам-самцам Wistar вводили ацетат свинца в дозе 25 мг Рb2+/кг 
массы внутрибрюшинно ежедневно на протяжении 3 суток, а впослед-
ствии животных содержали на обычном рационе вивария в течение  
18 суток. Определение содержания свинца в спленоцитах проводили на  
3-и и 21-е сутки после начала опыта на атомно-абсорбционном спектро-
фотометре AAS-1 (Германия) при длине волны регистрации 266,3 нм. На 
горизонтальной оси — продолжительность эксперимента (сутки); на 
вертикальной оси — содержание клеточного свинца в спленоцитах в нг на 
1⋅107 клеток. 

Исследование интенсивности синтеза ДНК, РНК и белка в спленоци-
тах крыс проводилось на 3-и и 21-е сутки эксперимента (табл. 3.8, 3.9). 

 
Таблица 3.8 

Влияние ацетата свинца (25 мг Рb2+/кг) на включение радиоактивных  
предшественников в ДНК и РНК спленоцитов крыс (имп/мин на 5⋅106 клеток) 

Условия опыта Включение радиоактивных  
предшественников 3 суток 21 сутки 

ДНК:  
Контроль 12954 ± 449 6190 ± 168 
Опыт 3220 ± 129* 

(4) 
70288 ± 7185* 

(4) 
Тотальная РНК:  
Контроль 10282 ± 627 34994 ± 2507 
Опыт 5741 ± 400* 

(4) 
82382 ± 3351*  

(4) 
Нерибосомальные РНК:  
Контроль 4914 ± 108 12086 ± 830 
Опыт 2250 ± 115* 

(4) 
53357 ± 5243*  

(4) 
рРНК:  
Контроль 5368 ± 521 22908 ± 1717 
Опыт 3491 ± 286* 

(4) 
29025 ± 2310*  

(4) 
 
При анализе результатов эксперимента видно, что на 3-и сутки после 

начала внутрибрюшинного введения крысам ацетата свинца в дозе 25 мг 
Рb2+/кг, наблюдается достоверное угнетение ~ в 2 раза синтеза ДНК, всех 
типов новосинтезированных РНК и белка. 

 
 52



Таблица 3.9 
Влияние ацетата свинца (25 мг Рb2+/кг) на включение 14С-гидролизата в белки 

спленоцитов крыс (имп/мин на 5⋅106 клеток) 

Условия опыта Включение радиоактивной метки 
3 суток 21 сутки 

Клетки + 14С-гидролизат:  
Контроль 10138 ± 283 6859 ± 182 
Опыт 5739 ± 220* 

(4) 
6687 ± 331 

(4) 
Клетки + 0,15 мкг АМД + 14C гидролизат: 
Контроль 3062 ± 129 5787 ± 77 
Опыт 1761 ± 88* 

(4) 
6599 ± 340  

(4) 

Эти данные убедительно показывают, что использование в экспери-
ментах высокой дозы ионов свинца в качестве «внезапного химического 
удара» является для клеток наиболее опасным, так как резко сокращает 
время, необходимое для достижения общетоксического действия ионов 
свинца. 

Учитывая тот факт, что в общих механизмах токсического действия 
на клеточном и субклеточном уровнях воздействия преимущественная 
роль в конечной реализации эффекта принадлежит молекулярным меха-
низмам, становится понятным угнетение макромолекулярных биосинте-
тических процессов в спленоцитах. 

Последующее содержание крыс на обычном рационе вивария в тече-
ние 18 суток приводит к резкому увеличению включения радиоактивных 
предшественников в ДНК и РНК. 

Таким образом, полученные нами данные в опытах in vitro и in vivo 
свидетельствуют в пользу представлений о том, что при свинцовой инток-
сикации наблюдается двухфазный характер изменений включения радио-
активных предшественников в макромолекулы. 

С определённой осторожностью можно сделать предположение о 
наличии концентрационно различных критических уровней ионов свинца 
в спленоцитах, оказывающих разнонаправленное влияние (стабилизация 
или деполимеризация) на структуру макромолекул. По-видимому, в зави-
симости от содержания общего клеточного свинца в спленоцитах могут 
возникать различные фазы — адаптации, компенсации или истощения, 
проявляющиеся отсутствием эффекта, активацией или ингибированием 
макромолекулярных биосинтетических процессов. 
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Глава 4 
РОЛЬ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ,  

КАЛЬЦИЙ-КАЛЬМОДУЛИНОВОЙ СИСТЕМЫ, ЦИКЛИЧЕСКИХ  
НУКЛЕОТИДОВ И ПРОСТАГЛАНДИНОВ В МЕХАНИЗМАХ  
ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ АЦЕТАТА СВИНЦА 

При исследовании механизмов действия соединений тяжелых ме-
таллов, в том числе и свинца, на клеточном уровне вопрос о том, что слу-
жит регулятором, который запускает всю цепь биохимических событий, 
приводящих к цитотоксическому эффекту, является одним из ключевых. 

В настоящее время известны многочисленные данные, свидетельст-
вующие о том, что для различных типов клеток основным в механизме 
действия физиологически активных веществ и ксенобиотиков является ак-
тивация транспорта в клетку ионов Са2+ [21]. Сведений о роли трансмем-
бранных потоков ионов кальция в токсическом действии ацетата свинца 
на иммунокомпетентные клетки нами в литературе не обнаружено. 

Одним из важнейших факторов, определяющих ионную проницае-
мость клеточных мембран, является интенсивность процессов перекисно-
го окисления липидов в них. Данные о состоянии процессов ПОЛ в раз-
личных типах клеток под влиянием ионов свинца немногочисленны и до-
вольно разноречивы [17, 19, 83, 128, 175, 183, 200, 218]. 

В середине 80-х гг. прошлого столетия впервые было установлено, 
что кальмодулин может связывать не только ионы Са2+, но и ионы тяжё-
лых металлов, особенно ионы Pb2+ и Сd2+ [96, 139]. Несмотря на эти инте-
ресные сообщения, феномен образования активного Рb2+-кальмодулиново-
го комплекса не был по достоинству оценен и активно не исследовался. К 
началу наших исследований в литературе отсутствовали какие-либо дан-
ные экспериментальных исследований о роли кальмодулина в механизме 
взаимодействия ионов свинца с иммунокомпетентными клетками. 

Кальций-кальмодулиновая система и система циклических нуклео-
тидов совместно регулируют поведение клетки [49]. Кроме того, многие 
эффекты ионов Са2+ и цАМФ реализуются при участии общего для этих 
двух посредников механизма — путем регуляции активности протеинки-
наз, катализирующих фосфорилирование белков. Именно эта модифика-
ция различных белков лежит в основе изменений клеточного поведения, 
вызываемых рядом внешних стимулов [49]. В этом аспекте небезынтерес-
но отметить способность ионов свинца активировать протеинкиназу С, 
которая, как установлено в последние годы, играет существенную роль в 
регуляции внутриклеточного уровня ионов кальция [49]. Так, добавление 
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ионов свинца к гомогенату микрососудов мозга крыс активирует протеин-
киназу С в такой же степени, что и ионы кальция. Преинкубация интакт-
ных микрососудов с ионами свинца приводит к транслокации цитозоль-
ной протеинкиназы С в мембранную фракцию клеток. Цитозольная форма 
протеинкиназы С, активируемая ионами свинца, характеризуется такой же 
зависимостью активности от диацилглицерина и фосфатидилсерина, что и 
протеинкиназа С, активируемая ионами кальция [168]. Авторы полагают, 
что активация протеинкиназы С ионами свинца реализуется благодаря то-
му же механизму, что и активация фермента ионами кальция. 

Участие простагландинов в формировании клеточного ответа на 
действие соединений свинца можно предполагать, исходя из несомненно-
го интимного взаимоотношения циклических нуклеотидов и простаглан-
динов [1]. 

Учитывая вышеизложенные факты и соображения, нами было про-
ведено исследование, направленное на выяснение роли перекисного окис-
ления липидов, Са2+-кальмодулиновой системы, циклических нуклеотидов 
и простагландинов в механизме токсического действия ацетата свинца на 
спленоциты крыс. 

 
 
4.1. ВЛИЯНИЕ АЦЕТАТА СВИНЦА НА ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ  

В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС 
Особое значение в химической патологии в последнее время отво-

дится роли перекисного окисления липидов (ПОЛ). Усиление ПОЛ явля-
ется универсальным фактором повышения проницаемости мембран, т. е. 
может быть непосредственным механизмом цитолиза. Поэтому усиление 
ПОЛ относится к общим механизмам токсичности [12].  

В литературе имеются противоречивые данные о влиянии соедине-
ний свинца на показатели ПОЛ. 

Так, Bochev установил, что ионы свинца Рb2+ не вызывают развитие 
ПОЛ в липосомах [83]. По данным Rana и Rumar, свинец в дозе 0,005 г/кг, 
вводимый внутрижелудочно через зонд крысам в течение 30 дней не уси-
ливал образование перекисей липидов (малонового диальдегида) в печени 
животных [200]. 

Gabor и соавт. установили, что введение крысам-самцам Wistar аце-
тата свинца в дозе 20 мг Рb2+/кг внутрибрюшинно ежедневно на протяже-
нии 6 дней стимулировало ПОЛ в печени и почках, что сопровождалось 
увеличением содержания в них малонового диальдегида по сравнению с 
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контролем с 0,02 до 0,029 и с 0,041до 0,055 отн. ед/мг ткани соответствен-
но [128]. По данным Кадийска и соавт., через 1 сутки после подкожного 
введения крысам Wistar токсичных доз солей свинца снижалась окисли-
тельная способность микросомальных мембран клеток печени [19]. 

Ежкова и соавт. показали, что при ежедневном введении кроликам 
внутрь 5 %-ного раствора ацетата свинца 1 мг/кг отмечено резкое сниже-
ние в крови активности супероксиддисмутазы (СОД), каталазы и глютати-
онпероксидазы [17]. Снижение активности супероксиддисмутазы под 
влиянием ионов свинца отмечают и Mylroie с соавт. [175]. 

Введение мышам ацетата свинца в дозе 100 мг/кг внутрибрюшинно 
приводило к снижению в печени содержания восстановленного глютатио-
на с 7–8 до 5 мкмолей/г, а также к снижению активности глютатион-S-
трансферазы со 180 до 140 нмолей/мин на 1 мг белка [183]. 

Sugawara и соавт. установили, что у рабочих, имеющих на производ-
стве контакт со свинцом (содержание Рb2+ в крови — 57,1 мкг %), содер-
жание перекисей липидов в мембранах эритроцитов было повышено по 
сравнению с контролем с 15,5 до 25,2 пмоль/107 клеток, содержание вос-
становленного глютатиона снижено по сравнению с контролем до 69 %, а 
активность супероксиддисмутазы была снижена в среднем в 2,5 раза [218]. 

По данным Munter и соавт., тетраэтилсвинец ингибирует активность 
мембранной Na+, К+-АТФазы из клеток HeLa (IС50 12 мкМ) и гидролиз 
АТФ комплексом F0-F1-ATФазы митохондрий (IC50 17 мкM). Добавление 
1 мМ глютатиона полностью восстанавливало активность обоих фермен-
тов [181]. 

Имеющиеся литературные данные о влиянии соединений свинца на 
показатели перекисного окисления липидов, а также универсальность 
критерия ПОЛ для оценки токсичности химических соединений подтолк-
нули нас к изучению влияния ацетата свинца на некоторые показатели пе-
рекисного окисления липидов в спленоцитах крыс. 

Полученные данные представлены в таблице 4.1. При их анализе 
видно, что в Рb2+-обработанных спленоцитах (100 мкМ) наблюдается дос-
товерное увеличение содержания конечного продукта ПОЛ малoнового 
диальдегида на протяжении всего периода культивирования клеток по 
сравнению с контролем, что указывает на активацию процессов перекис-
ного окисления липидов в спленоцитах под влиянием ионов свинца. 

 
 

 56



Таблица 4.1 
Влияние ацетата свинца (100 мкМ) на показатели перекисного окисления  

липидов в спленоцитах крыс 

Показатели ПОЛ 

Условия Малоновый  
диальдегид, 

мкМ/106 клеток 

Глютатион-редуктаза, 
мкМ НАДНФ/1 ч⋅106 клеток 

Восстановленный 
глютатион, 

мкМ/106 клеток 

Контроль (4 ч) 0,158 ± 0,013 
(6) 

0,080 ± 0,003 
(5) 

0,047 ± 0,003 
(6) 

Опыт (4 ч) 0,271 ± 0,030* 
(6) 

0,105 ± 0,003* 
(5) 

0,234 ± 0,006* 
(6) 

Контроль (10 ч) 0,263 ± 0,016 
(6) 

0,027 ± 0,001 
(6) 

0,046 ± 0,002 
(6) 

Опыт (10 ч) 0,366 ± 0,018* 
(6) 

0,019 ± 0,001* 
(6) 

0,160 ± 0,005* 
(6) 

 
Какова бы ни была причина активации ПОЛ в Рb2+-обработанных 

спленоцитах следует ожидать структурно-модифицирующих эффектов пе-
рекисного окисления: «выгорания» преимущественно тех липидов, которые 
содержат непредельные жирные кислоты, уменьшения индекса ненасы-
щенности, образования внутри- и межмолекулярных сшивок и т. д. [144]. 

Активность глютатионредуктазы на начальных этапах культивиро-
вания спленоцитов (4 ч) в присутствии ацетата свинца (100 мкМ) значи-
тельно повышена по сравнению с контролем. При увеличении продолжи-
тельности культивирования клеток до 10 ч активность глютатионредукта-
зы в Рb2+-обработанных спленоцитах падает и достоверно снижена по 
сравнению с интактными клетками. 

При оценке содержания восстановленного глютатиона в сплено- 
цитах интересно отметить достоверное увеличение концентрации восста-
новленного глютатиона в Рb2+-обработанных клетках по сравнению с  
интактными. 

Однако при рассмотрении в динамике содержания восстановленного 
глютатиона в спленоцитах обращает на себя внимание тот факт, что в  
интактных клетках концентрация глютатиона остается неизменной, а  
в Рb2+-обработанных спленоцитах достоверно падает с 4-го по 10-й ч 
культивирования. 

Активацию глютатионредуктазы и соответствующее увеличение 
внутриклеточного пула восстановленного глютатиона на начальных эта-
пах культивирования спленоцитов с ацетатом свинца, по-видимому, мож-
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но рассматривать как защитный механизм, предохраняющий плазматиче-
ские и клеточные мембраны от действия перекисей и свободных радика-
лов, образующихся в клетках под влиянием ионов свинца. 

Снижение активности глютатионредуктазы в Рb2+-обработанных 
спленоцитах по сравнению с контролем при увеличении длительности 
культивирования клеток до 10 ч, а также достоверное уменьшение уровня 
восстановленного глютатиона в Рb2+-обработанных спленоцитах, культи-
вируемых в течение 10 ч, по сравнению с таковыми, культивируемыми в 
течение 4-х ч, позволяют сделать предположение об истощении компенса-
торных защитных механизмов, принимающих активное участие в защите 
белков и липидов мембран от перекисей и свободных радикалов [143]. 

 
 

4.2. РОЛЬ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ИОНОВ КАЛЬЦИЯ В ЦИТОТОКСИЧЕСКОМ  
ДЕЙСТВИИ АЦЕТАТА СВИНЦА 

Известно, что внутриклеточная концентрация кальция составляет  
10–7–10–6 М, а во внеклеточной жидкости содержится 10-3 М кальция [12]. 
Такой большой градиент концентрации, направленный внутрь клетки, а 
также отрицательный заряд клетки создают условия для пассивного по-
ступления ионов кальция внутрь клетки. Несмотря на это, поступление 
ионов кальция в клетки при отсутствии действия стимулов довольно не-
значительно, следовательно, плазматическая мембрана относительно не-
проницаема для кальция, благодаря чему многие клетки малочувствитель-
ны к изменениям концентрации кальция в окружающей среде [58]. 

Нарушение проницаемости клеточных мембран сопровождается 
усиленным проникновением ионов кальция внутрь клеток. Ионы кальция 
биологически очень активны, способны вызывать глубокие изменения 
внутриклеточного метаболизма и приводить в конечном итоге к появле-
нию некротических очагов и гибели клетки [166]. Нарушение целостности 
клеточных мембран может иметь различную природу. В одних случаях — 
это усиление перекисного окисления липидов, входящих в состав клеточ-
ных мембран, в других — блокада сульфгидрильных групп белковых мо-
лекул, входящих в состав биомембран [57]. Следствием же, приводящим к 
гибели клетки, является нарушение кальциевого гомеостаза — значитель-
ное проникновение в клетки Са2+ через поврежденную мембрану по элек-
трохимическому градиенту. 

На примере интоксикаций четыреххлористым углеродом, галактоза-
мином и динитрилнитрозамином показано, что повреждение проницаемо-
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сти клеточных мембран сопровождается усиленным проникновением 
кальция в гепатоциты [166]. 

Исследования с эритроцитами показали, что ионы свинца изменяют 
проницаемость мембран, блокируют активные центры-насосы [232]. По-
мимо этого, они связываются с сульфгидрильными, фосфатными и кар-
боксильными группами мембран, увеличивают их жесткость и снижают 
устойчивость к осмотическому шоку [163]. 

Согласно современной концепции об общем конечном пути гибели 
клеток при воздействии различных цитотоксических агентов, происходит 
повреждение клеточных мембран, изменение их проницаемости и значи-
тельное поступление ионов Са2+ внутрь клеток, которое приводит к раз-
личным биохимическим изменениям в клетках, в том числе, к разруше-
нию цитоскелета, фрагментации ДНК, Са2+-зависимой активации фосфо-
липаз, протеаз и эндонуклеаз [184], что в конечном итоге индуцирует ги-
бель клеток [188]. 

Учитывая приведенные выше данные о влиянии ацетата свинца на 
интенсивность процессов перекисного окисления липидов в спленоцитах 
крыс, можно полагать, что под влиянием ионов свинца происходит изме-
нение проницаемости мембран спленоцитов, способствуя, тем самым, 
значительному проникновению внутрь клеток ионов Ca2+. He исключено, 
что нарушение кальциевого гомеостаза спленоцитов играет определенную 
роль в проявлении токсического действия ионов свинца на клеточном и 
субклеточном уровнях, приводя в конечном счете к токсической гибели 
клеток. 

Поэтому возник естественный вопрос о характере влияния ацетата 
свинца на интенсивность макромолекулярных биосинтетических процес-
сов в спленоцитах крыс, культивируемых в бескальциевой среде. Данные 
по включению 3Н-тимидина в ДНК интактных и Рb2+-обработанных спле-
ноцитов, культивируемых в кальциевой (среда 199) и бескальциевой (сре-
да Joklik) средах, представлены в таблице 4.2. 

При анализе полученных данных видно, что в среде 199 наблюдает-
ся достоверное увеличение включения радиоактивной метки в ДНК  
Рb2+-обработанных спленоцитов по сравнению с контролем к 3-му ч куль-
тивирования клеток. Этот эффект реализуется и в отсутствие внеклеточ-
ного кальция в среде культивирования. Следует отметить, что при культи-
вировании спленоцитов с 5-го по 10-й ч опыта в среде 199 происходит 
достоверное увеличение включения 3Н-тимидина в ДНК как интактных, 
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так и Рb2+-обработанных спленоцитов. Удаление ионов Са2+ из культу-
ральной среды приводит к тому, что с 5-го по 10-й ч культивирования не 
наблюдается увеличения включения радиоактивного предшественника в 
ДНК интактных и Рb2+-обработанных спленоцитов. 

Таблица 4.2 
Включение 3Н-тимидина в ДНК интактных и Рb2+-обработанных (10 мкМ)  
спленоцитов крыс, культивируемых в кальциевой и бескальциевой средах 

Время культивирования, ч Условия 
культивирования 3  4 5  10  

Кальциевая среда: 
контроль 

 
13258 ± 407 

 
22327 ± 446 

 
27057 ± 1199

 
35347 ± 562** 

Клетки +  
Pb(CH3COO)2 10 мкМ 

17624 ± 312* 
(4) 

33667 ± 5726 
(4) 

25262 ± 1841 
(4) 

34502 ± 2548**
(4) 

Бескальциевая среда: 
контроль 

 
14542 ± 316 

 
19747 ± 1804

 
26097 ± 5616

 
25753 ± 667 

Клетки + 
Pb(CH3COO)2 10 мкМ 

16067 ± 1689 
(4) 

18381 ± 2650 
(4) 

37472 ± 8884* 
(4) 

27192 ± 1270 
(4) 

Примечание:  * — изменения достоверны по отношению к контролю (Р < 0,05); 
** — изменения достоверны по отношению к 5-му ч (Р < 0,05). 

 
Данные по включению 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обрабо-

танных спленоцитов крыс, культивируемых в кальциевой и бескальциевой 
средах, представлены в таблице 4.3. 

Таблица 4.3 
Включение 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обработанных (10 мкМ)  
спленоцитов крыс, культивируемых в кальциевой и бескальциевой средах 

Время культивирования, ч Условия 
культивирования 3  4  5  10  
Кальциевая среда: 
контроль 18086 ± 905 19253 ± 651 28312 ± 3728 36803 ± 2547** 

Клетки +  
Pb(CH3COO)2 10 мкМ 

175644 ± 558
(4) 

23369 ± 1307*
(4) 

30363 ± 1191 
(4) 

39369 ± 2264**
(4) 

Бескальциевая среда: 
контроль 15912 ± 1506 16353 ± 1120 17592 ± 436 18212 ± 1509 
Клетки +  
Pb(CH3COO)2 10 мкМ 

17852 ± 833 
(4) 

19067 ± 508 
(4) 

25959 ± 909* 
(4) 

21040 ± 1596** 
(4) 

Примечание: * — изменения достоверны по отношению к контролю (Р < 0,05); 
** — изменения достоверны по отношению к 5-му ч (Р < 0,05). 
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При анализе полученных данных видно, что к 4-му ч культивирова-
ния клеток в среде 199 наблюдается достоверное увеличение включения 
3Н-уридина в РНК Рb2+-обработанных спленоцитов по сравнению с ин-
тактными. Удаление кальция из культуральной среды не влияет на реали-
зацию этого эффекта в Рb2+-обработанных спленоцитах. При рассмотре-
нии кинетики включения 3Н-уридина в РНК спленоцитов с 5-го по 10-й ч 
культивирования клеток обращает на себя внимание тот факт, что при на-
личии кальция в среде культивирования наблюдается достоверное увели-
чение включения радиоактивной метки в РНК как интактных, так и  
Рb2+-обработанных спленоцитов. Удаление кальция из культуральной сре-
ды нивелирует этот эффект в интактных клетках и приводит к достовер-
ному уменьшению включения 3Н-уридина в РНК Рb2+-обработанных 
спленоцитов. Исследование роли внеклеточных ионов кальция в механиз-
ме цитотоксического действия ацетата свинца показало, что фаза токсиче-
ского действия ионов свинца на спленоциты на начальных этапах культи-
вирования клеток, выражающаяся в повышенном включении радиоактив-
ных предшественников в ДНК и РНК Рb2+-обработанных cпленоцитов по 
сравнению с контролем, реализуется как при наличии, так и при отсутст-
вии ионов Са2+ в среде культивирования, т. е. не зависит от трансмем-
бранного потока ионов кальция. 

Сравнительный анализ кинетики включения радиоактивных предше-
ственников в ДНК и РНК спленоцитов с 5-го по 10-й ч культивирования 
клеток в кальциевой и бескальциевой средах свидетельствует в пользу то-
го, что трансмембранный перенос ионов кальция играет существенную 
роль в механизмах спонтанного синтеза ДНК и РНК в интактных и  
Рb2+-обработанных спленоцитах. Это предположение подтверждается 
данными литературы, что синтез ДНК весьма чувствителен к снижению 
внеклеточной концентрации ионов кальция [68, 88]. Отсутствие ожидае-
мого прироста включения радиоактивных меток в ДНК и РНК интактных 
и Рb2+-обработанных спленоцитов с 5-го по 10-й ч культивирования в бес-
кальциевой среде может быть следствием как угнетения синтеза, так и 
увеличением скорости распада нуклеиновых кислот. Таким образом, вне-
клеточные ионы кальция являются необходимыми не только для нормаль-
ного синтеза ДНК и РНК в интактных клетках, но и в определенной  
степени проявляют защитное действие на синтез нуклеиновых кислот в 
Рb2+-обработанных спленоцитах. 
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В литературе имеются данные о защитном действии ионов Са2+ при 
отравлении свинцом. Так, увеличение содержания кальция и фосфора в 
рационе цыплят оказывает защитное действие при свинцовой интоксика-
ции [2]. Нервно-мышечная блокада, вызываемая соединениями свинца, 
снимается ионами Са2+ [211]. Эффект влияния ионов Рb2+ на синaптиче-
скую передачу в периферической нервной системе также является обра-
тимым по отношению к ионам Са2+ [156]. 

 
 

4.3. ВЛИЯНИЕ ХЛОРПРОМАЗИНА — АНТАГОНИСТА КАЛЬМОДУЛИНА  
НА ВКЛЮЧЕНИЕ РАДИОАКТИВНЫХ ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ  

В ДНК, РНК И БЕЛОК РB2+-ОБРАБОТАННЫХ СПЛЕНОЦИТОВ 
Кальмодулин — главный внутриклеточный рецептор ионов Са2+ — 

локализуется в цитозоле (растворимая форма) и мембранах (связанная 
форма) всех эукариотических клеток и является регулятором активности 
многих ключевых ферментов и клеточных процессов [97]. 

Кальмодулин прямо вовлечен в ответы лимфоцитов при митогенной 
и аллогенной стимуляции [198, 231]. Эти данные показывают, что кальмо-
дулин может быть ключевым цитоплазматическим фактором в модулиро-
вании иммунологических реакций. 

Имеются сведения о непосредственном взаимодействии ионов свин-
ца с кальмодулином в опытах in vitro [230]. Поэтому не исключено, что 
кальмодулин может являться одной из внутриклеточных мишеней для  
ионов свинца. Данные о роли кальмодулина в механизме токсического 
действия соединений свинца в литературе отсутствуют. 

С учетом этого было решено провести исследование роли кальмоду-
лина в развитии токсического действия ацетата свинцa на спленоциты 
крыс. Для исследования роли кальмодулин-зависимых процессов в цито-
токсическом действии ионов свинца применяли подход, основанный на 
использовании хлорпромазина — антагониста кальмодулина. Для дости-
жения равновесного состояния процесса связывания хлорпромазина с 
кальмодулином проводили 60-минутную преинкубацию клеток с выше-
упомянутым препаратом. 

Данные о влиянии хлорпромазина на синтез ДНК в интактных и 
Рb2+-обработанных (10 мкМ) спленоцитах представлены на рисунке 4.1. 

При анализе полученных кинетических кривых синтеза ДНК видно, 
что к 5-му ч культивирования клеток наблюдается достоверное увеличе-
ние включения 3Н-тимидина в ДНК Рb2+-обработанных спленоцитов по 
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сравнению с интактными клетками. Описанный эффект нивелируется к 
10-му ч культивирования спленоцитов. Следует отметить, что при предва-
рительной обработке клеток хлорпромазином (10 мкМ) наблюдается дос-
товерное уменьшение включения радиоактивного тимидина в ДНК как 
интактных, так и культивируемых в присутствии ацетата свинца сплено-
цитов. Однако характер кинетики включения 3Н-тимидина в ДНК сплено-
цитов, обработанных хлорпромазином, остаётся прежним: достоверное 
увеличение включения радиоактивной метки в ДНК Рb2+-обработанных 
спленоцитов по сравнению с контролем к 5-му ч культивирования, кото-
рое нивелируется к 10-му ч культивирования спленоцитов. 

 
Рис. 4.1. Влияние хлорпромазина на кинетику включения 3Н-тимидина  

в ДНК интактных и Pb2+-обработанных спленоцитов 
 

Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 
инкубировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов параллельно 
инкубировали с добавлением 10 мкМ ацетата свинца. После 60-минутной 
преинкубации части контрольных и опытных клеточных культур с хлор-
промазином (10 мкМ) в культуры вносили 3Н-тимидин (5 МкКи/мл) на 
весь период культивирования. Синтез прерывали через 3, 5 и 10 ч. Количе-
ство включенного радиоактивного предшественника оценивали по радио-
активности кислотоосаждаемого материала (см. главу 2). На горизон-
тальной оси — время культивирования cпленоцитов (час); на вертикаль-
ной оси — количество включенного 3Н-тимидина в ДНК в импульсах в ми-
нуту на 5⋅106 клеток. 
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Полученные результаты позволяют предполагать, что увеличение 
включения 3Н-тимидина в ДНК Рb2+-обработанных спленоцитов по срав-
нению с интактными клетками не является кальмодулин-зависимым  
процессом. 

Данные о влиянии хлорпромазина на синтез ДНК в спленоцитах на 
стадии достоверного уменьшения включения 3Н-тимидина в ДНК Рb2+-
обработанных (100 мкМ) спленоцитов по сравнению с контролем пред-
ставлены на диаграмме (рис. 4.2). Интересно отметить, что и после пред-
варительной обработки клеток хлорпромазином наблюдается достоверное 
уменьшение включения 3Н-тимидина в ДНК Рb2+-обработанных сплено-
цитов по сравнению с интактными клетками. 

 
Рис. 4.2. Влияние хлорпромазина на синтез ДНК в спленоцитах на стадии  

достоверного уменьшения включения 3Н-тимидина в ДНК Рb2+-обработанных  
спленоцитов 

 
Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 

культивировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов парал-
лельно инкубировали с добавлением 100 мкМ ацетата свинца. Часть 
опытных и контрольных культур предварительно обрабатывали хлор-
промазином (10 мкМ) в течение 60 мин. Затем в культуры вносили  
3Н-тимидин (5 мкКи/мл) на весь период культивирования. Количество 
включенного 3Н-тимидина в ДНК спленоцитов оценивали по радиоактив-
ности кислотоосаждаемого материала (см. главу 2). Горизонтальная  
ось — время культивирования спленоцитов составило 3 ч; вертикальная 
ось — количество включенного 3Н-тимидина в ДНК в импульсах в минуту 
на 5⋅106 клеток. 
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На рисунке 4.3 представлены данные о влиянии хлорпромазина на 
включение 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обработанных (100 мкМ) 
спленоцитов. 

 
Рис. 4.3. Влияние хлорпромазина на кинетику включения 3Н-уридина в РНК  

интактных и Pb2+-обработанных спленоцитов 
 
Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 

культивировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов парал-
лельно инкубировали с добавлением 100 мкМ ацетата свинца. Часть 
опытных и контрольных культур предварительно обрабатывали хлор-
промазином (10 мкМ) в течение 60 мин. Затем в культуры вносили  
3Н-уридин (5 мкКи/мл) на весь период культивирования. Синтез РНК пре-
рывали через 4, 5 и 10 ч (см. главу 2). Кислотоосаждаемую фракцию со-
бирали на мембранных фильтрах (Millipore, Англия) и определяли радио-
активность на жидкостном сцинтилляционном счётчике «Beckman» 
(США). Ось абсцисс — время культивирования спленоцитов (час); ось ор-
динат — количество включенного 3Н-уридина в РНК в импульсах в минуту 
на 5⋅106 клеток. 

Анализ кинетических кривых показывает, что к 4-му ч культивиро-
вания клеток наблюдается достоверное увеличение, а к 10-му ч, наоборот, 
достоверное уменьшение включения 3Н-уридина в РНК Рb2+-обработан-
ных спленоцитов по сравнению с интактными клетками. Преинкубация 
клеток в течение 1 ч с хлорпромазином снимает повышенное к 4-му ч 
культивирования включение радиоактивного предшественников РНК 
Рb2+-обработанных спленоцитов. 
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Эти данные позволяют сделать вывод о том, что Рb2+-индуциро-
ванное увеличение включения радиоактивной метки в РНК спленоцитов 
является кальмодулин-зависимым процессом. 

Обработка клеток хлорпромазином, как и следовало ожидать, при-
водит к значительному угнетению транскрипционной активности в ин-
тактных и Рb2+-обработанных спленоцитах в течение всего периода куль-
тивирования. Важно отметить также прогрессирующее уменьшение доли 
новосинтезированных «хлорпромазин-устойчивых» РНК по мере увели-
чения длительности пульсовой метки. Так, их доля в интактных и Pb2+-об-
работанных спленоцитах к 4-му ч культивирования соответственно  
составляет 63,5 и 51,0 %, к 5-му ч — 30,0 и 17,0 % и к 10-му ч — 14,5 и 
10,0 %. Как следует из данных, представленных на рисунке 4.3, такой ха-
рактер кинетики включения 3Н-уридина в РНК интактных и Рb2+-обрабо-
танных спленоцитов, преинкубированных с хлорпромазином, обусловлен 
угнетением синтеза и прогрессирующим распадом новосинтезированных 
РНК. Более выраженное уменьшение доли «хлорпромазин-устойчивых» 
РНК в Рb2+-обработанных спленоцитах, несомненно, является отражением 
специфического РНК-деполимеризующего влияния ионов свинца, прояв-
ляющегося на поздних этапах культивирования клеток. 

На рисунке 4.4 представлены данные о влиянии хлорпромазина  
на включение 14С-аминокислот в белки интактных и Рb2+-обработанных 
(100 мкМ) спленоцитов.  

 
Рис. 4.4. Влияние хлорпромазина на кинетику включения 14С-аминокислот  

в белки интактных и Pb2+-обработанных спленоцитов 
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Свежеизолированные спленоциты (5⋅106 клеток на 1 мл культуры) 
инкубировали в среде 199. Такое же количество спленоцитов параллельно 
инкубировали с добавлением 100 мкМ ацетата свинца. После 60-минут-
ной преинкубации части контрольных и опытных культур с хлорпромази-
ном (10 мкМ) в культуры вносили 14С-гидролизат белков хлореллы на весь 
период культивирования. Синтез прерывали через 3, 4, 5, и 10 ч. Количе-
ство включенного радиоактивного предшественника оценивали по радио-
активности кислотоосаждаемого материала (см. главы 2). На горизон-
тальной оси — время культивирования спленоцитов (час), на вертикаль-
ной оси — количество включенных 14С-аминокислот в белки в импульсах в 
минуту на 5⋅106клеток. 

Видно, что к 10-му ч культивирования клеток наблюдается досто-
верное увеличение включения 14С-аминокислот в белки Pb2+-обработан-
ных спленоцитов по сравнению с контрольными клетками. Преинкубация 
клеток с хлорпромазином резко ускоряет наступление этого эффекта. Так, 
активация синтеза белка в Рb2+-обработанных спленоцитах, преинкубиро-
ванных с хлорпромазином, наблюдается уже через 2 ч культивирования 
клеток и сохраняется в течение всего периода культивирования клеток. 
Такое изменение характера кинетики синтеза белка под влиянием ацетата 
свинца в клетках, обработанных хлорпромазином, свидетельствует о том, 
что наблюдаемая активация синтеза белка не является кальмодулин-
зависимым процессом. Более того, приведенные выше данные позволяют 
предположить, что кальмодулин, наоборот, играет негативную роль в 
процессе активации синтеза белка в Рb2+-обработанных спленоцитах. Ме-
ханизм такой негативной регуляции неясен. 

Степень угнетения синтеза белка в интактных и Рb2+-обработанных 
спленоцитах под влиянием хлорпромазина составляет соответственно  
к 4-му ч культивирования 46,5 и 60,0 %; к 5-му ч — 60,3 и 48,0 %;  
к 10-му ч — 63,5 и 57,0 %. 

На наш взгляд, особого внимания заслуживает факт значительного 
несоответствия между степенью угнетения включения 3Н-уридина в РНК 
(90 %) и синтеза белка (57 %) хлорпромазином в Рb2+-обработанных спле-
ноцитах к 10-му ч культивирования клеток. Другими словами, включение 
14С-аминокислот в белки является гораздо большим, чем следовало бы 
ожидать из данных по включению 3Н-уридина в РНК Рb2+-обработанных 
спленоцитов, преинкубированных с хлорпромазином. По-видимому, в 
этом несоответствии проявляется общая стратегия клетки на пути преодо-
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ления катастрофической ситуации, навязанной ей экспериментом, заклю-
чающаяся в активации предсуществующих в цитоплазме клеток стабиль-
ных долгоживущих мРНК и, возможно, в использовании предсуществую-
щих первичных транскриптов различных типов мРНК. Это предположе-
ние хорошо согласуется с данными о том, что актиномицин Д в эукарио-
тических клетках вызывает быстрое угнетение синтеза РНК [81], но по-
степенное снижение синтеза белка [214]. 

 
 

4.4. ВЛИЯНИЕ АЦЕТАТА СВИНЦА НА ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ УРОВЕНЬ ЦИКЛИЧЕСКИХ  
НУКЛЕОТИДОВ И ПРОСТАГЛАНДИНОВ В СПЛЕНОЦИТАХ КРЫС 

Циклические нуклеотиды являются ведущим эффекторным звеном, 
опосредующим влияние на клетку различных физических и химических 
факторов. Поэтому понятен интерес к изучению роли циклических нук-
леотидов в механизме цитотоксического действия соединений свинца. В 
литературе имеются единичные сведения о влиянии ионов свинца на ме-
таболизм циклических нуклеотидов в иммунокомпетентных клетках. Так, 
опыты in vitro на нейтрофилах крыс показали, что свинец активирует 
фосфодиэстеразу циклических нуклеотидов также эффективно, как каль-
ций, и только в присутствии кальмодулина [230]. 

Полученные нами данные (табл. 4.4) свидетельствуют о том, что 
культивирование спленоцитов крыс в присутствии ацетата свинца в кон-
центрации 100 мкМ сопровождается увеличением внутриклеточного 
уровня цАМФ, обнаруживаемого через 30 мин инкубации; концентрация 
цГМФ в течение всего периода инкубации клеток остается неизменной. 

Таблица 4.4 

Динамика изменения внутриклеточной концентрации цАМФ и цГМФ 
(пкМоль/107 клеток) в Pb2+-обработанных спленоцитах 

цАМФ цГМФ Время  
культивирования контроль опыт контроль опыт 

30 мин 2,58 ± 0,28 
(4) 

4,33 ± 0,43*
(4) 

0,49 ± 0,08 
(4) 

0,73 ± 0,1 
(3) 

6 ч 1,63 ± 0,15 
(6) 

2,38 ± 0,27*
(5) 

0,65 ± 0,05 
(6) 

0,94 ± 0,14 
(5) 

 
Является ли обнаруженное нами стойкое и выраженное повышение 

внутриклеточного уровня цАМФ важным, по крайней мере, для проявления 
рассматриваемых в данной работе изменений интенсивности макромолеку-
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лярных биосинтетических процессов в спленоцитах под влиянием ионов свинца, 
или это повышение необходимо для осуществления каких-либо других функций 
клетки однозначно сказать трудно. В любом случае можно полагать, что в 
интимных механизмах цитотоксического действия ионов свинца на спленоци-
ты крыс существенную роль играют цАМФ-зависимые процессы. 

Касаясь возможных причин повышения внутриклеточного уровня 
цАМФ в спленоцитах под влиянием ионов свинца, можно предположить 
два механизма. Во-первых, ионы свинца, проникая внутрь клетки, могут 
образовывать активный Рb2+-кальмодулиновый комплекс, активирующий 
аденилатциклазу. Во-вторых, не исключено и прямое ингибирующее дей-
ствие ионов Рb2+ на SH-содержащий фермент — фосфодиэстеразу цикли-
ческих нуклеотидов [1]. 

В настоящее время доказано, что существенное влияние на регуля-
цию клеточного метаболизма совместно с Са2+-кальмодулиновой систе-
мой, циклическими нуклеотидами оказывают и простагландины. 

В литературе имеются обширные сведения о влиянии ионов тяже-
лых металлов на биосинтез простагландинов. Так, Nugteren и соавт. [186] 
показали, что ионы Сu2+, Zn2+ и Cd2+ ингибируют синтез простагландинов 
группы Е в концентрациях менее 10 мкМ, а добавление G-SH снижает их 
ингибирующее действие. Deby и соавт. [112] обнаружили ингибирующее 
действие ионов золота и серебра в концентрации 1–10 мкМ на биосинтез 
ПГЕ2 и ПГF2α с использованием в качестве фермента микросомальной 
фракции семенных пузырьков быка. 

Интересно проследить мнение различных авторов о роли Сu2+ в про-
цессе биосинтеза простагландинов. Oesterling и соавт. [187] отмечают, что 
ионы Сu2+ являются ингибитором процесса энзиматического биосинтеза 
простагландинов как ионы тяжелого металла. Tobias и соавт. [226], наобо-
рот, установили, что ионы Сu2+, введенные в среду биосинтеза, увеличи-
вают выход ПГF2α. 

Наиболее убедительное объяснение влиянию ионов Сu2+ дает Mad-
dox [167]. Он считает, что Сu2+ активирует эндопероксидизомеразу, при-
чем данное действие Сu2+ протекает во времени. Именно этим объясняется 
избирательное увеличение выхода простагландинов группы F за счет 
уменьшения выхода простагландинов группы Е. 

Следует также отметить, что нельзя рассматривать роль ионов тяже-
лых металлов в биосинтезе простагландинов в отрыве от ко-факторов, на-
пример, глютатиона [206]. 
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В свете приведенных данных значительный интерес представляет 
исследование влияния ацетата свинца на уровень простагландинов в спле-
ноцитах крыс (табл. 4.5). 

Таблица 4.5 
Динамика изменения внутриклеточной концентрации простагландинов  

(пкг/107 клеток) в Рb2+-обработанных (100 мкМ ) спленоцитах крыс 

ПГЕ2 ПГF2αВремя  
культивирования контроль опыт контроль опыт 

30 мин 15,2 ± 2,4 
(4) 

5,7 ± 0,6* 
(6) 

44,6 ± 4,7 
(4) 

196,5 ± 26,8* 
(6) 

6 ч 6,9 ± 0,21 
(4) 

4,95 ± 0,27 
(4) 

24,95 ± 1,2 
(4) 

34,7 ± 5,0 
(6) 

 
Видно, что после 30-минутного контакта спленоцитов крыс с ацета-

том свинца (100 мкМ) в них достоверно снижен уровень ПГЕ2, и повышен 
уровень ПГF2α по сравнению с интактными клетками. При увеличении 
времени культивирования спленоцитов до 6 ч не обнаружено достоверных 
различий в уровне содержания ПГЕ2 и ПГF2α в Рb2+-обработанных и ин-
тактных клетках. 

Следует отметить, что соотношение концентраций ПГF2α/ПГЕ2 в 
контроле остается постоянным в течение всего периода инкубации клеток 
и равно ~ 3. При этом соотношение уровней ПГF2α/ПГЕ2 в Рb2+-обработан-
ных спленоцитах изменяется в процессе увеличения длительности культи-
вирования клеток с ~ 33 после 30-минутной инкубации до ~ 7 после 6 ч 
культивирования спленоцитов. При оценке влияния ацетата свинца на 
спленоциты во времени обращает на себя внимание факт значительного 
падения первоначально повышенного уровня содержания ПГF2α в Рb2+-об-
работанных спленоцитах, а также выравнивание до контрольного уровня 
первоначально пониженной концентрации ПГЕ2. 

Оценивая приведенные выше изменения внутриклеточного уровня 
простагландинов на начальном этапе культивирования спленоцитов с  
ионами Рb2+, можно, как и в случае с ионами Сu2+, предположить увеличе-
ние выхода простагландинов группы F за счет уменьшения выхода проста-
гландинов группы Е [167], что, по-видимому, является характерным для 
проявления раннего цитотоксического действия ионов тяжелых металлов. 
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4.5. ВЛИЯНИЕ 2-МЕРКАПТОЭТАНОЛА НА ИНТЕНСИВНОСТЬ ВКЛЮЧЕНИЯ  
РАДИОАКТИВНЫХ ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ В ДНК И РНК PB2+ 

-ОБРАБОТАННЫХ СПЛЕНОЦИТОВ 
Нами установлено, что культивирование спленоцитов в присутствии 

ацетата свинца сопровождается активацией процессов перекисного окис-
ления липидов. С этих позиций становится ясной оправданность примене-
ния антиоксидантов для коррекции нарушений клеточного гомеостаза, 
вызываемых ионами свинца. Обрыва свободнорадикальных реакций и 
предупреждения повреждения мембран можно добиться путем введения 
низкомолекулярных тиолов, участвующих в разложении гидроперекисей 
[12]. 

Кроме того, согласно упоминаемой ранее традиционной точке зре-
ния, механизм токсического действия соединений свинца основан на свя-
зывании ионов свинца с сульфгидрильными группами белков и низкомо-
лекулярных соединений и изменении таким образом активности многих 
ферментных систем [18]. Наиболее надежным критерием правильности 
тех или иных представлений о механизме того или иного патологического 
процесса является возможность его предупреждения и лечения. Химиче-
ская патология в этом отношении не является исключением. 

Учитывая вышеизложенное, нам представлялось целесообразным 
изучить влияние 2-меркаптоэтанола (МКЭ) на интенсивность включения 
3Н-тимидина в ДНК и 3Н-уридина в РНК Pb2+-обработанных спленоцитов 
крыс (табл. 4.6). 

Таблица 4.6 
Влияние 2-меркаптоэтанола на включение 3Н-тимидина в ДНК и 3Н-уридина  

в РНК Pb2+-обработанных спленоцитов крыс 

Включение радиоактивных предшественников, 
имп/мин Условия эксперимента 

ДНК РНК 
Клетки 11193 ± 222 17848 ± 1049 
Клетки +100 мкМ МКЭ 10681 ± 349 16569 ± 848 
Клетки + 100 мк Pb(CH3COO)2 6164 ± 649* 14953 ± 1528* 
Клетки + 100 мкМ МКЭ + 
100 мкМ Pb(CH3COO)2

9413 ± 361** 20174 ± 2949** 

Примечание: * — различия по сравнению с контролем достоверны (Р < 0,05);  
** — различия достоверны по отношению к клеткам + 100 мкМ 
Pb(CH3COO)2 (P < 0,05). 
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С одной стороны видно, что добавление 2-мэркаптоэтанола в среду 
культивирования в концентрации 100 мкМ не оказывает влияния на коли-
чество включенных радиоактивных предшественников в ДНК и РНК ин-
тактных клеток. С другой стороны, одновременное добавление в среду 
культивирования 2-меркаптоэтанола (100 мкМ) и ацетата свинца (100 мкМ) 
снижает ингибирующее влияние ацетата свинца на включение радиоак-
тивных предшественников в ДНК и РНК спленоцитов крыс. 

Можно полагать, что выраженный защитный эффект МКЭ при токси-
ческом влиянии ацетата свинца на спленоциты, по-видимому, обусловлен ря-
дом причин. Во-первых, трудно исключить возможность ингибирующего влия-
ния 2-меркаптоэтанола на процессы перекисного окисления липидов в резуль-
тате восполнения убыли природных антиоксидантов. Во-вторых, возможно, 
под влиянием 2-меркаптоэтанола происходит реинактивация SH-содержащих 
ферментов. И, наконец, определенную роль в защитном эффекте 2-
меркаптоэтанола, несомненно, играют его комплексообразующие свойства, 
вызывающие связывание ионов свинца. 

Таким образом, на основании представленных выше данных можно 
сделать следующие выводы. 

Ионы свинца вызывают активацию процессов перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) в спленоцитах крыс, что является отражением общих 
механизмов цитотоксического действия ксенобиотиков. Активацию глю-
татионредуктазы и увеличение внутриклеточного пула восстановленного 
глютатиона на ранней стадии взаимодействия ионов свинца с иммуноком-
петентными клетками можно рассматривать как защитную реакцию, пре-
дохраняющую спленоциты от действия избытка перекисей и свободных 
радикалов. При длительном культивировании спленоцитов с ацетатом 
свинца наблюдается истощение компенсаторных защитных механизмов, 
что проявляется снижением активности глютатионредуктазы и содержа-
ния восстановленного глютатиона. 

Начальная фаза токсического действия ионов свинца на спленоциты, 
выражающаяся в увеличении включения радиоактивных предшественни-
ков в ДНК и РНК, не зависит от трансмембранного потока ионов кальция. 
Внеклеточные ионы кальция проявляют защитное действие на синтез нук-
леиновых кислот при длительном культивировании спленоцитов с ацета-
том свинца. 

Данные, полученные в опытах с использованием хлорпромазина, 
свидетельствуют о различной роли кальмодулина в кинетике включения 
радиоактивных предшественников в ДНК, РНК и белок под влиянием аце-
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тата свинца в спленоцитах крыс. Так, если Рb2+-индуцированное увеличе-
ние включения радиоактивных предшественников в ДНК спленоцитов не 
зависит от кальмодулина, то для РНК этот эффект является кальмодулин-
зависимым. 

По-видимому, одним из механизмов развития раннего цитотоксиче-
ского действия ионов свинца может быть увеличение выхода простаглан-
динов группы F за счет уменьшения выхода простагландинов группы Е. 
Цитотоксическое действие ионов свинца на спленоциты крыс, вероятно, 
осуществляется посредством цАМФ и ПГF2α-зависимых процессов. 

2-Меркаптоэтанол оказывает выраженный защитный эффект на ин-
гибирующее влияние ацетата свинца на синтез ДНК и РНК в спленоцитах 
крыс, что свидетельствует о важной роли внутриклеточных SH-содержа-
щих соединений в генезе цитотоксического действия ионов свинца на им-
мунокомпетентные клетки. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Описанные в монографии экспериментальные данные дают возмож-

ность суммировать представления о взаимодействии ацетата свинца с им-
мунокомпетентными клетками, выделить фазность его цитотоксического 
влияния, а также оценить роль ПОЛ, Са2+-кальмодулиновой системы, сис-
темы циклических нуклеотидов и простагландинов в генезе нарушений 
макромолекулярных биосинтетических процессов в спленоцитах, индуци-
руемых ионами свинца. 

Судя по опытам in vitro с включением 3Н-тимидина в ДНК спленоци-
тов, концентрация ацетата свинца, равная 1 мкМ, является нетоксичной [29]. 

Доказано, что ацетат свинца в концентрации 10–100 мкМ оказывает 
существенное влияние на синтез ДНК, РНК и белка в спленоцитах [26, 29, 
31]. Важно отметить, что обнаруженные изменения синтеза ДНК и РНК 
носят фазный характер [26, 29]. Так, на начальных этапах культивирова-
ния клеток в присутствии ацетата свинца наблюдается достоверное увели-
чение включения радиоактивных предшественников в ДНК и РНК  
Рb2+-обработанных спленоцитов по сравнению с контролем [31, 60]. В 
случае с ДНК это увеличение может быть обусловлено как активацией 
синтеза ДНК, так и стабилизирующим влиянием ионов свинца на структу-
ру макромолекулы ДНК [31]. Уместно напомнить, что в литературе име-
ются сведения о стимуляции синтеза ДНК ацетатом свинца в печени и 
почках крыс [103, 114], а также о стабилизирующем влиянии ионов свин-
ца на структуру ДНК [220]. 

Наблюдаемая на начальном этапе культивирования клеток фаза уве-
личения включения 3Н-уридина в РНК Рb2+-обработанных спленоцитов 
также может быть обусловлена как активацией синтеза РНК, так и умень-
шением скорости распада новосинтезированной РНК в результате стаби-
лизирующего эффекта ионов свинца на структуру макромолекулы и (или) 
угнетения рибонуклеаз [14, 54, 91, 204]. 

Отмечено, что увеличение длительности культивирования спленоци-
тов с ацетатом свинца приводит к нивелированию описанного выше эф-
фекта, а затем наступает фаза уменьшения включения 3Н-тимидина и  
3Н-уридина в ДНК и РНК Рb2+-обработанных спленоцитов по сравнению с 
контролем [26, 29, 31, 60]. Последняя фаза может быть обусловлена, с од-
ной стороны, угнетением синтеза ДНК и РНК, возможно, вследствие ин-
гибирования ацетатом свинца ДНК- и РНК-полимераз [127], а с другой 
стороны, увеличением скорости распада новосинтезированных молекул в 
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результате специфического взаимодействия ионов свинца с нуклеиновы-
ми основаниями, дестабилизирующего структуру макромолекулы ДНК 
[220] или специфической реакции деполимеризации РНК под влиянием 
ионов свинца [122]. 

При изучении влияния ацетата свинца на синтез быстрометящихся 
РНК в спленоцитах крыс установлено, что на стадии повышенного вклю-
чения 3Н-уридина в общую клеточную РНК Рb2+-обработанных спленоци-
тов интенсивность синтеза тотальной бмРНК не изменена по сравнению с 
интактными клетками, однако обнаружены разнонаправленные изменения 
синтеза различных типов бмРНК [34, 62]. Так, синтез 45S пре-рРНК (ко-
торая, по нашим данным, составляет ~ 50 % от общего пула бмРНК) дос-
товерно угнетен, а синтез суммарного пула гяРНК + пре-тРНК + актино-
мицин-устойчивая РНК, наоборот, активирован по сравнению с интакт-
ными спленоцитами [62]. Учитывая полученные нами данные о том, что 
доля актиномицин-устойчивой РНК среди бмРНК в Pb2+-обработанных 
спленоцитах не изменена по сравнению с таковой в интактных и составля-
ет ~ 7 % [62], а также литературные данные, что гяРНК составляет не бо-
лее 1 % от общей клеточной РНК [55], можно полагать, что увеличение 
включения 3H-уридина в общую клеточную РНК спленоцитов, обработан-
ных ацетатом свинца, с одной стороны, обусловлено активацией ионами 
свинца синтеза и накопления в цитоплазме новосинтезированной тРНК, а 
с другой стороны, связано с уменьшением скорости распада новосинтези-
рованной РНК в результате стабилизации структуры макромолекулы и 
(или) угнетения активности рибонуклеаз, что следует из результатов 
пульс-чейз-экспериментов с использованием актиномицина Д [26, 34, 62]. 

На стадии уменьшения включения 3Н-уридина в общую клеточную 
РНК наблюдается угнетение РНК-синтетической активности и синтеза 
всех типов бмРНК [34]. Эти результаты свидетельствуют в пользу пред-
ставлений об общетоксическом действии ацетата свинца на клетки при 
длительном культивировании Рb2+-обработанных спленоцитов. Несомнен-
но, уменьшение количества включенного 3Н-уридина в РНК связано как с 
РНК-деполимеризирующим действием ионов свинца, что следует из ре-
зультатов пульс-чейз-экспериментов с использованием актиномицина Д 
[26, 34, 62], так и непосредственно с угнетением синтеза РНК. 

В опытах in vivo установлено, что в динамике свинцового отравле-
ния также наблюдается фазный характер изменений синтеза ДНК, РНК и 
белка в спленоцитах опытных животных [25]. 
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При введении крысам ацетата свинца в дозе 5 мг Рb2+/кг ежедневно 
внутрибрюшинно в течение 20 суток наблюдается достоверное увеличе-
ние включения радиоактивных предшественников в ДHK, РНК и белок 
спленоцитов опытных животных на 10-е сутки эксперимента по сравне-
нию с контролем [25, 35]. В основе этого увеличения могут лежать не 
только механизмы, описанные в опытах in vitro. Известно, что попадая в 
организм, ионы свинца образуют соединения с белками [48], формируя 
новые и чуждые для организма антигены, способные активировать имму-
нокомпетентные клетки [140, 141], сенсибилизируя организм в целом.  

По-видимому, этот механизм является причиной того, что за по-
следнее десятилетие чрезвычайно возросла частота аллергических заболе-
ваний, вызываемых химическими соединениями тяжелых металлов, и это 
привело к необходимости выделять их в особую группу аллергических 
болезней — металлоаллергозов [48]. 

Интересен тот факт, что увеличение синтеза белка в спленоцитах 
опытных животных не зависит от синтеза рРНК de novo [62]. Если бы ак-
тивация синтеза белка была обусловлена синтезом рРНК de novo, то в 
присутствии актиномицина Д (0,15 мкг/мл) не наблюдалось бы активации 
синтеза белка.  

К 20-м суткам свинцовой интоксикации наблюдается угнетение син-
теза РНК и белка в спленоцитах опытных крыс [25, 35], что является про-
явлением общетоксического эффекта ионов свинца. 

На наш взгляд, заслуживает также особого внимания факт значи-
тельного несоответствия между степенью угнетения синтеза РНК (~ на  
82 %) и синтеза белка (~ на 44 %) в спленоцитах опытных крыс на 20-е су-
тки свинцовой интоксикации. Иными словами, включение 14С-аминокис-
лот в белки является гораздо большим, чем следовало бы ожидать из дан-
ных по угнетению синтеза РНК в спленоцитах опытных крыс [60]. По-
видимому, в этом несоответствии проявляется общая стратегия клетки на 
пути преодоления катастрофической ситуации, навязанной ей экспери-
ментом, заключающаяся в активации предсуществующих в цитоплазме 
клеток стабильных долгоживущих мРНК и, возможно, в использовании 
предсуществующих первичных транскриптов различных типов РНК. 

Использование в экспериментах высокой дозы ацетата свинца  
(25 мг РЬ2+/кг) в качестве «внезапного химического удара», приводящее к 
значительному увеличению общего клеточного свинца, резко сокращает 
время, необходимое для достижения общетоксического действия ионов 
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свинца, что проявляется угнетением всех макромолекулярных биосинте-
тических процессов в спленоцитах опытных крыс уже на 3-тьи сутки экс-
перимента [25, 35]. Интересно, что в данном случае наблюдается практи-
чески полное соответствие между степенью угнетения синтеза РНК и бел-
ка в спленоцитах опытных крыс. Очевидно, что при сильном «химическом 
ударе» клетка не успевает перестроить свой метаболизм на использование 
предсуществующих в цитоплазме стабильных долгоживущих мРНК или 
предсуществующих первичных транскриптов различных типов РНК. 

Последующее содержание животных на общем рационе вивария в 
течение 18 суток, сопровождающееся резким снижением общего клеточ-
ного свинца, приводит к достоверному увеличению включения радиоак-
тивных предшественников в ДНК и РНК опытных животных по сравне-
нию с контролем [25, 35]. 

Таким образом, последствия взаимодействия ацетата свинца с имму-
нокомпетентными клетками являются довольно сложными и в значитель-
ной степени варьируют в зависимости от дозы и продолжительности его 
действия. Обнаруженный нами фазный характер изменений синтеза ДНК 
и РНК в спленоцитах крыс под влиянием ацетата свинца в опытах in vitro 
и in vivo указывает на необходимость проведения именно кинетических 
исследований при оценке влияния соединений свинца на интенсивность 
макромолекулярных биосинтетических процессов. 

Особый интерес для понимания и расшифровки молекулярных ме-
ханизмов модифицирующего влияния ацетата свинца на биосинтетиче-
ские макромолекулярные процессы имеют данные по исследованию ПОЛ, 
кальций-кальмодулиновой системы, циклических нуклеотидов и проста- 
гландинов. 

Весьма оригинальные, на наш взгляд, данные получены при иссле-
довании роли ПОЛ в цитотоксическом действии ионов свинца на сплено-
циты крыс. Доказано, что ионы свинца оказывают модифицирующее 
влияние на интенсивность (активацию) процессов переокисления липи-
дов, что можно рассматривать как признак общей неспецифической реак-
ции на воздействие ксенобиотика [30]. 

Особая роль в функционировании системы детоксикации как меха-
низма гомеостаза и резистентности отводится глютатиону и связанным с 
ним ферментным системам [56]. Так как глютатион и глютатионредуктаза 
занимают центральное место в антирадикальной и антиперекисной защите 
организма, то активацию глютатионредуктазы и увеличение внутрикле-
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точного пула восстановленного глютатиона на ранней стадии взаимодей-
ствия ионов свинца со спленоцитами можно рассматривать как защитную 
реакцию, повышающую резистентность клеток к токсическому действию 
ацетата свинца. При длительном культивировании спленоцитов с ацетатом 
свинца наблюдается снижение активности глютатионредуктазы и концен-
трации восстановленного глютатиона, что, по-видимому, является отраже-
нием истощения компенсаторных защитных механизмов клеток [30]. 

Рассматривая модифицирующее влияние ионов свинца на ПОЛ в 
свете гипотезы свободнорадикальной регуляции процессов роста и раз-
множения клеток [6], можно выдвинуть предположение о том, что актива-
ция перекисного окисления липидов под влиянием ионов свинца является 
одним из важнейших триггерных механизмов перевода спленоцитов из 
одного метаболического состояния в другое. 

Учитывая антиоксидантное действие тиоловых соединений [5], на 
следующем этапе работы нами было проведено исследование влияния  
2-меркаптоэтанола на интенсивность макромолекулярных биосинтетиче-
ских процессов в Рb2+-обработанных спленоцитах. 

Доказано, что использование 2-меркаптоэтанола (100 мкМ) снимает 
ингибирующее влияние ацетата свинца (100 мкМ) на включение радиоак-
тивных предшественников в ДНК и РНК спленоцитов крыс. Полученные 
результаты свидетельствуют в пользу представлений о важной роли 
сульфгидрильных соединений в механизмах токсического действия ацета-
та свинца на спленоциты. Защитное действие 2-меркаптоэтанола может 
быть обусловлено, с одной стороны, хелатированием ионов свинца 2-мер-
каптоэтанолом, а с другой — обрывом свободнорадикальных реакций [27]. 

Приведенные выше результаты и соображения оправдывают возможность 
патогенетически обоснованного использования низкомолекулярных тиолов в 
качестве протекторов от повреждающего воздействия на клетку ионов свинца. 

В работе проведен анализ влияния дефицита внеклеточного кальция 
на проявление цитотоксического эффекта ацетата свинца на спленоциты 
крыс [32]. Наличие стадии повышенного включения 3Н-тимидина и  
3Н-уридина в ДНК и РНК Рb2+-обработанных спленоцитов как в кальцие-
вой, так и бескальциевой средах свидетельствуют о том, что трансмем-
бранные потоки ионов Са2+ не играют существенной роли в возникнове-
нии этого эффекта. При рассмотрении кинетики включения радиоактив-
ных предшественников в ДНК и РНК спленоцитов с 5-го по 10-й ч куль-
тивирования клеток обращает на себя внимание тот факт, что при наличии 
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кальция в среде культивирования наблюдается достоверное увеличение 
включения радиоактивных меток в ДНК и РНК как интактных, так и  
Pb2+-обработанных спленоцитов. Удаление же Са2+ из культуральной сре-
ды нивелирует этот эффект, а в случае с РНК даже приводит к достовер-
ному уменьшению включения 3H-уридина в РНК Рb2+-обработанных 
спленоцитов [32]. 

Результаты этих исследований однозначно позволяют отвергнуть 
теорию общего конечного Са2+-индуцированного пути гибели клеток при 
воздействии ацетата свинца, которая связана с различными биохимиче-
скими изменениями в клетках под влиянием высокой внутриклеточной 
концентрации свободных ионов Са2+, возникающей в результате избыточ-
ного поступления их внутрь клеток при изменении проницаемости кле-
точных мембран. Более того, полученные нами данные исследований ци-
тотоксического действия ацетата свинца на спленоциты, культивируемые 
в кальциевой и бескальциевой средах, свидетельствуют о защитной роли 
внеклеточных ионов Са2+ при воздействии ацетата свинца на макромоле-
кулярные биосинтетические процессы в иммунокомпетентных клетках 
[28, 32]. Эти представления о защитной функции ионов кальция при воз-
действии соединений свинца находят подтверждение в литературе. Так, 
увеличение содержания кальция и фосфора в рационе цыплят оказывает 
защитное действие при свинцовой интоксикации [2]. Нервно-мышечная 
блокада, вызываемая соединениями свинца, снимается ионами кальция 
[211]. Эффект влияния ионов свинца на симпатическую передачу в пери-
ферической нервной системе также является обратимым по отношению к 
ионам Са2+ [156]. 

Данные, полученные в опытах с использованием хлорпромазина — 
ингибитора кальмодулина, свидетельствуют о различной роли кальмоду-
лина в кинетике включения радиоактивных предшественников в ДНК, 
РНК и белок под влиянием ацетата свинца. Так, Рb2+-индуцированное уве-
личение включения радиоактивных предшественников в ДНК спленоци-
тов не зависит от кальмодулина, а для РНК этот эффект является кальмо-
дулин-зависимым. Более выраженное уменьшение доли «хлорпромазин-
устойчивых» РНК в Pb2+-обработанных спленоцитах, несомненно, являет-
ся отражением специфического РНК-деполимеризующего влияния ионов 
свинца, проявляющегося на поздних этапах культивирования клеток [28]. 

Обращает на себя внимание факт значительного несоответствия ме-
жду степенью угнетения включения 3Н-уридина в РНК (90 %) и синтеза 
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белка (57 %) хлорпромазином в Рb2+-обработанных спленоцитах к 10-му ч 
культивирования клеток. Эти данные служат ещё одним доказательством 
ранее высказанного нами предположения, что в условиях токсического 
воздействия ацетата свинца клетки способны синтезировать белки, ис-
пользуя предсуществующие первичные транскрипты различных типов 
мРНК, а также путем активации предсуществующих в цитоплазме ста-
бильных долгоживущих мРНК [28]. 

Установлено, что культивирование спленоцитов в присутствии аце-
тата свинца (100 мкМ) в течение 6 ч сопровождается увеличением внутри-
клеточного уровня цАМФ, обнаруживаемого уже через 30 мин инкубации; 
концентрация цГМФ в течение всего периода инкубации клеток остается 
неизменной [22, 33]. Эти данные находятся в полном соответствии с пред-
ставлениями о том, что активация аденилатциклазной системы является 
первичным звеном в ответной реакции клеток на действие повреждающих 
агентов [58]. 

Биологические эффекты цАМФ, как известно, обусловлены актива-
цией протеинкиназ [46, 170]. В аспекте рассматриваемой в данной работе 
проблемы состояния макромолекулярных биосинтетических процессов 
при взаимодействии иммунокомпетентных клеток с ацетатом свинца зна-
чительный интерес представляют данные о модулирующем влиянии 
цАМФ-зависимых протеинкиназ на активность РНК-полимераз [66, 95]. 
Важно также отметить, что цАМФ в иммунокомпетентных клетках явля-
ется посредником фрагментации ДНК [219]. Инкубация изолированных 
тимоцитов с агентами, повышающими внутриклеточное содержание 
цАМФ, стимулирует фрагментацию ДНК. Активность фрагментирующей 
ДНК-эндонуклеазы в тимоцитах модулируется цАМФ-зависимой проте-
инкиназой [170]. 

Учитывая приведенные выше данные, можно предположить, что ци-
тотоксическое действие ионов свинца на спленоциты крыс опосредуется 
через цАМФ-зависимые реакции [28, 33]. Вероятно, увеличение внутри-
клеточной концентрации цАМФ в Рb2+-обработанных спленоцитах может 
быть одним из факторов, обусловливающих повышенное включение  
3H-уридина в РНК на начальных этапах культивирования клеток. Несо-
мненно, стойкое и длительное повышение внутриклеточного уровня 
цАМФ в спленоцитах под влиянием ацетата свинца стимулирует фраг-
ментацию ДНК, что вносит определенный вклад в снижение включения 
3H-тимидина в ДНК на поздних этапах культивирования клеток [28, 33]. 
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В последнее время широкое подтверждение получают данные о том, 
что простагландины участвуют в регуляции функционального состояния 
клеток. Конкретные механизмы их действия на функциональную актив-
ность клеток практически не изучены, однако, в ряде случаев доказано, 
что простагландины регулируют синтез ДНК [59, 150, 225]. 

Поэтому понятен интерес к полученным нами данным о влиянии 
ацетата свинца на уровень простагландинов в спленоцитах, согласно ко-
торым на ранних этапах культивирования клеток наблюдается достовер-
ное снижение концентрации ПГЕ2 и увеличение ПГF2α в Рb2+-обработан-
ных спленоцитах по сравнению с интактными клетками [22, 28, 33]. Нами 
выдвигается предположение, что, как и в случае с соединениями меди 
[167], цитотоксический эффект ионов свинца на начальных этапах культи-
вирования клеток проявляется увеличением выхода простагландинов 
группы F за счет уменьшения выхода простагландинов группы Е. Увели-
чение содержания ПГF2α на начальных этапах культивирования клеток 
может быть одним из факторов, обусловливающих повышенное включе-
ние 3H-тимидина в ДНК Рb2+-обработанных спленоцитов [151]. 

Схема на рисунке представляет собой попытку резюмировать изло-
женные выше экспериментальные данные о молекулярных механизмах 
токсического влияния ацетата свинца на спленоциты крыс и показывает, 
что взаимодействие ионов свинца с клетками приводит к трем наиболее 
существенным сдвигам, составляющим, на наш взгляд, ключевое (первое) 
звено процесса: к активации процессов перекисного окисления липидов, 
увеличению внутриклеточной концентрации цАМФ и ПГF2α, и, наконец, к 
структурно-функциональной реорганизации клеточных мембран, сопро-
вождающейся накоплением общего клеточного свинца (второе звено). 

Всё это на начальных этапах взаимодействия ионов свинца со спле-
ноцитами приводит к увеличению включения радиоактивных предшест-
венников в ДНК, РНК и белок (третье звено), что может быть обусловле-
но, с одной стороны, активацией макромолекулярных биосинтетических 
процессов, а с другой — стабилизацией структуры ДНК и РНК ионами 
свинца. При длительном культивировании, а также при сильном «химиче-
ском ударе» в опытах in vivo, приводящих к значительному накоплению 
общего клеточного свинца, наблюдается уменьшение включения радиоак-
тивных предшественников в ДНК, РНК и белок (четвертое звено), что 
обусловлено как ингибированием синтеза макромолекул, так и цАМФ-за-
висимой фрагментацией ДНК и РНК-деполимеризующим действием  
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ионов свинца. В итоге, в результате значительного уменьшения в клетках 
новосинтезированных ДНК, РНК и белков, спленоциты изменяют свое 
функциональное состояние, характеризующееся угнетением важнейших 
для жизнеспособности клеток макромолекулярных биосинтетических 
процессов (пятое звено).  

Повышение уровня 
цАМФ 

Повышение уровня 
ПГF2α Активация ПОЛ 

Изменение структурно-функционального  
состояния мембран 

Накопление общего  
клеточного свинца 

Стабилизация 
структуры ДНК 

Активация синтеза 
ДНК 

Активация синтеза 
РНК 

Стабилизация 
структуры РНК 

Накопление новосинтезирован-
ных белков 

Накопление новосинтезирован-
ной ДНК 

Накопление новосинтезирован-
ной РНК 

Ингибирование 
синтеза ДНК 

Ингибирование  
синтеза белков 

Ингибирование 
синтеза РНК 

Деполимеризация 
РНК 

Фрагментация  
ДНК 

Уменьшение новосинтезиро-
ванной ДНК 

Уменьшение новосинтезиро-
ванных белков 

Уменьшение новосинтезиро-
ванной РНК 

Изменение функционального  
состояния клетки 

 
Гипотетическая схема цитотоксического действия ионов свинца на спленоциты крыс 

 
Таким образом, на основании всего вышеизложенного, можно сде-

лать вывод о том, что ионы свинца являются «возмущающими» фактора-
ми внешней среды, которые, вмешиваясь в молекулярные механизмы 
функционирования биологических систем, нарушают нормальный ход ме-
таболизма в спленоцитах, что приводит к сдвигам гомеостаза на клеточ-
ном уровне. Ионы свинца оказывают влияние на основные характеристи-
ки спленоцитов, включая процессы синтеза и накопления новосинтезиро-
ванных ДНК, РНК и белка, функционирование мембран, интенсивность 
ПОЛ, внутриклеточную концентрацию циклических нуклеотидов и про-
стагландинов, определяющих функциональную активность иммунокомпе-
тентных клеток. Степень и характер нарушения клеточного гомеостаза за-
висит от интенсивности и продолжительности действия ионов свинца. 
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