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Ереванский витаминный завод

Проведен фазовый анализ кинетики гемолиза эритроцитов работников 
различных цехов и отделений Ереванского витаминного завода Показана 
возможность использования лого метода а качестве бномоннтори.ч։ и дей
ствия условий производства. Наибольшая чувствительность наблюдалась 
при анализе параметров кислотного гемолиза и частности, остаточного еве- 
топропускания.

Կատարված է երևանք։ վիտшմինft գործարանի տարրեր յյեխերի Լ բտման ■ 
մյէնրների աշխատողների Լյէիթրէպյիւրւների • նմոլիզի կինետիկայի ֆաղաէքին 
վեր/ուծությունւ ftntjg Լ տրված այդ մեթոդի օդտադործմ ա՛հ Հնարավորությունր 
որպես արտադրության պայմանների ներգործության ր իոմոնիտորինդւ Ամենա՝ 
բարձր զգայունություն ( նկատվել թթվային հևմո/իդի պարամետրերի անալիզի, 
մաւէնավււրապես մնարորղային յուսանրման '.՛ամանակ։

The phase analysis ol kinetics о.’ hemolysis of erythrocytes of the Yerevan 
vitamin եւ֊ lory workers oi different shops and departments :$ realized. 
The possibility oi using this method as an action ot conditions ol Indust
ry has been shown. The sensibility was mostly observed In analysis o’ 
acid hemolysis, speallcally remaining liglitgetttng.

Гемо tta иритроцитоо—иммуноглобулин Л— биомониторинг.

Решение проблем медицинской экологии гесно связано с разработкой 
способов выявления ранних изменений в организме человека. С этой 
целью необходимо внедрение высокоспецифичных, чувствительных ме
тодов биомоииторинга, которые доступны для массовых исследований. 
Их поиск диктуется ограниченностью и недостаточностью информа
ции, получаемой в результате определения в окружающей среде кон
центрации промышленных отходов, продуктов сгорания и других атмос
ферных выбросов. Прямое определение указанных ксенобиотов в орга
низме затруднено не только из-за отсутствия простых методов :ix коли
чественной оценки, но и разной скорое:и метаболизирования, накопле
ния в тканях и биологических жидкостях или из-за нерастворимости их 
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в водных средах. Предлагаемые методы биомониторйнга должны об
ладать селективностью, а также давать информацию о состоянии тех 
или иных звеньев в организме, которые испытывают действие вредных 
факторов. В этом случае могут быть обнаружены ранние изменения, ког
да клинические признаки отравления или заболевания нс выражены, а 
возникшие нарушения легко обратимы |16| Такое состояние организ
ма, названное пограничным, характеризует ситуацию, когда он нахо
дится на трани нормы и патологии [3].

Исходя из этих положений и теории «мишеней» для описания дей
ствия биологически активных соединений на организм в качестве объек- 
ш биомоиигорни։а, мы избрали мембрану красных кровяных клеток 
эритроцитов. Клеточные мембраны—первый барьер в организме, с ко
торым взаимодействуют химические соединения, способные модифици
ровать липидный матрикс и белки эритроцитарной мембраны и влиять 
на ее физико-химические свойства, в час։ нос । и, на гемолиз [5, 9]. Кро
ме того, но изменению устойчивости эритроцитов к гемолизу можно су- 
;ить о выбросе в кровяное русло новых порций «молодых» эритроцитов 

с высокой мембранной устойчивостью. Литературные сведения указы
вают также на возможность влияния факторов биотехнологического и 
других видов производства на физико-химические свойства крови, имму
нореактивность и ход адаптационных реакций со стороны кроветворных 
органов [2, 4. 5, Ь, 13. 14].

Для количественной оценки процесса разрушения клеточном мем
браны использован фазовый анализ кинетики процесса гемолиза эри
троцитов работников на различных производственных участках вита
минного завода, где рабочие, контактируют с разными комплексами хи
мических веществ, с целью дифференциации их действия на организм 
человека.

.Члтершы и методика. Наблюдения проведены у 91 работника Ереванского вита
минного завода н возрасте 18—60 лет. обоих полон, в течение 1989 г. С целью прове
дения фазового анализ:։ хода гемолиза эритроцитов был использован модифицирован
ный нами способ автоматической непрерывной регистрации изменений светопоглоще- 
иия гсмолмзатй [1] Сравнивали два типа гемолиза Осмотический и кислотный.

Крон՛, в объеме 100 мкл. взятую из пальца, быстро вносили в пробирку с 900 мкл 
разбавленного раствора, содержащего 0.9% Х’аС1, 15 мМ Трис-НС։ буфер (pH 7,4) и 
10 мкл гепарина. Пробу использовали в течение 2—3 часов, при комнатной температуре.

Осмотический гемолиз эритроцитов проводили следующим образом. Пробу крова 
разбавляли в 0.225% Г4йС1, содержащего 15 мМ Трнс-НС1 буфер (pH 7,4). Гемолиз 
шел в термостатированной ячейке фотоколориметра с постоянным перемешиванием 
при 1-2510.2° С [1]

Кислотный гемолиз проводили снижением pH до 2,1, изменение светопоглощепня 
регистрировали на спектрофотометре <Спекорд-М40» при длине волны 740 нм, что по
зволяло учитывать вклад поглощении иы.вобожлеиноп՛ л клеток гемоглобина на ход 
регистрации процесса [2].

Перед приготовлением проб подсчитывали количество эритроцитов в единице объ
ема в свете фазового контраста на микроскопе «Нюмам Р3> с использованием камеры 
Гаряева Исследуемые пробы содержали одинаковое количество эритроцитов— 
К) млн/мл. Эта концентрация клеток оптимальна, т к увеличение их числа ведет к 
нарушению линейной зависимости оптической плотно п։ суспензии от количества к-^е- 
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ток, а уменьшение—увелнчнпает ошибку и.чмсре.чня. и на ход гемолиза начинает ока- 
1ывать влияние изменение формы эритроцитов п процессе гемолиза

Были определены следующие параметры процесса гемолиза эритроцитов: I—об
щая лл1ггсльность в сек; Ь—остаточное светопропускзкие после окончания гемолиза и 
% Т; V—скорость гемолиза на прямолинейном участке кривой изменения сзетопрЬ- 
пусканин и Т/сек, То—«лаг»-фаза скрытого времени до начала гемолиза после окис
ления среды эритроцитов в сек.

На рис. представлены кривые осмотического и кислотного гемолиза, полученные 
автоматической регистрацией изменения светопропускания проб крови

0.4

не 
'■se 
J?

Расчет параметров кинетики осмотически- 
'!> (II и КИСЛОТНОГО (2) гемолиз;։ эритро- 
иггоп но кривым автоматической реги- 
страши- Т конечное светопропусканис 
после гемолиза; Тг—светопропу: канне по- 
,-лг добавки сапонина. вызывающего 

100%-ное разрушение эритроцитов.

Результаты и обсуждение В табл. I приведены данные о качествен 
нрм составе химических соединений на отдельных участках производ
ства. Однако не сделано сопоставление полученных результатов с ко
личественным содержанием этих соединений в воздухе, чго составляет 
предмет специального исследования и по входит в задачу настоящей ра
боты.

Анализ кинетических параметров гемолиза фитронилш табл. 2 по
казывает, что величина 1> является достаточно четким индикатором не
однозначного влияния состава химических соединений на организм ра
ботников разных участков. Увеличение этого показателя указывает на 
повышение устойчивости эритроцитов к гемолизу, одной из причин ко
торого является выброс более устойчивых, молодых эритроцитов в кровь. 
Особенно четко выявляется разница при использовании метола кислот
ного гемолиза. Отметим, что его ход отличается не только наличием 
члаг»-фазы, которая обусловлена преднарушецисм мембраны, се линия֊ 
пых компонентов, по и характеризуется замедленным разрушением 
эритроцитов. Это позволяет более широко использовать кислотный ге
молиз при исследовании состояния эритроцитов как биотсста.

Скорость реакции кислотного гемолиза (м) г. два раза ниже, чем 
Осмотического, а длительность процесса соответственно в два раза боль
ше. Менсе интенсивное разрушение эритроцитов при кислотном гемо
лизе способствует более гонкой сортировке эритроцитов с разной устой
чивостью. и этот способ может быть применен для изучения действия 
ксенобнотов па отдельные компоненты мембраны при бномо.читоринге 
гп \ntro. Разница в величине Ь постатейно большая для ■ челлтного ге-
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Таблица 1, Химические соединения и факторы, 8 )з действующие на работником витаминного завода н процессе производства 
■ ■ ■ ““ “ ■ - ~ '  ■ ' ‘ Т 1 ■■■■■  - ' — '■ "■ — ■ ■ - ■ ■ ֊  —   — -- —- - — ■    - - - „„ ,, .  — ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■■ I . —

Н.л.а.<и»| цехов и отделов производств.!

Отдел 
получении 
диацегон- 
сорбоэы

Отдел элОкт 
। ^химическое 

окислении
ЛН.тетОнСОр- 

бозы

Отдел полу 
•։сн я техн I 
ческой декор

МИНИНОЙ 
кислоты

Отдел получе
ния я: (ки! н- 
ско։։ аскорби
новой кислоты

Отдел фа
совки аскор

биновой 
кислоты

Лаборатория 
цеха аскорбино

вой кислоты

Iйпкенеротехн, 
персонал к мех, 

служба цеха 
аскорбиновой 

кислоты

11риИЗ:ЮДСП! । 
витамина Е

Произволе тио 
вигами 1,т Д.

Ацетон.
серная кнс- 
лога. елки । 
л атрий

едкий |ш- хлороформ. этил Ы1ЫН
рш! асетон* соля СРИр!

ная к-та. эти-
топки спирт,
вибрация

пыль пита хлороформ д( е- ацетон, хлоро
мина < тон. ЭТИЛ ВЫII форм. эти ювый

• пир г. солянач и спирт, кисло ы,
серная кислоты, 
едкий натрии

едкий натрий

серная и азоная 
КН ТОТЫ. толу։ Л, 
гидросульфит 
натрия уксусный 
ангидрид, уксус 
к.чп кисло։а. ед։ ий 
калий. ,:ммилчнля 
пода

толуол. а етон. 
четыреххлтри 
стый углйрод, 
пи ИДИН, кси
лол, бон тил 
хлористый,либ- 
ремппин, эти 
лопин и неги 
левый спирты.



I а б.и։ на 2. Параметры кинетики гемолиза эритроцитов работником Ереванского витаминного занэда и НИИ кардиологии М3 Арм v 
лип — контрольная группа (М+т)

*—данные. тостоверио отличавшиеся от контроля (Р<0.05)

Нз»иан!Я Отделов 
и недов

Чи
сл

о 
не

гд
ез

о«
 

ва
нн

ы
х

Осмотически.', i е мол и з Кислотный гемолиз

V ։ Ь V То 1 b

Отдел л։ ааетонсорбизы 12 4.57+0.29 .83,25+4 58 7.6ОЧ-О.43 1 87+0.22 84.73+7 55 176.82+17.74 11.3 +2.10*
Отдел технического витамина С 6 1.33+0.33 83 53+4.95 8.33+0.74 1 75+0.39 90 33 + 13.93 189.33+3.24 13.63+3 82*
Отдел медицинского витамина С 8 4.561:0.23 74.93+2 91 6.88+0.43 1.82+0.22 87.63-F7.65 175+17.42 8.20+2 54
Лаборатория цеха ни га мши С 13 4.69+0.16- 77.71+2.43 7 13+0.33 1.99+0.19* 88.08-*-8 41 173.23+15.29 10.52+2 26*
Отдел электрохимии ■1 4 434 0.81 87.9.5+12.77 8.31+1.24 2.014=0.43 82.59+12.53 174.75+32.17 11.78+4.ЗЦ
Отдел фасовки витамина С 3 4 63+0.56 81 33+5.46 8.58-ТО..58 2.15+0.03- 75.452:0 99 148.33+7 12’ 8.46+3 24
ИТР и механическая служба цеха

ви।амина С 15 4.3 +0 19 86.76+3.1(1- 8.12-0.39 2.05+0.15* 77.95+2.40 150.05+4.12- 9.21 + 1.00*
Цех витамина I. 16 4 18+0.11 78 94+1.79 8.074 0.29 1.79+0.07 89.81 + 1.54' 177.69+2 4!) 6.33+0.69
Цех ви 1амнил Д3 14 3.94+0.18 85 36+5.04 8 16+0 52 1,77+0.7 83.25+1.72 183.36+4.64 7.28-1-0.67
К :։грол1наг։ группа 12 4 28+0.2J 76.96+5.53 7.73±0 7 1 67+0.11 81 01+2.79 178.32+9.27 5.58+1.34



молиза с. составляв! 9,5 = 2,2% Т, для осмотического же—6,9:±0,3% Т.
Сравнение величин различных кинетических параметров гемоли

за эритроцитов работников завода и контрольной группы показывает, 
что между этими группами существенной достоверной разницы в скоро
сти и длительности процесса осмотического гемолиза нет. Достоверна 
лишь разница в величине Ь. При кислотном же гемолизе обнаружива
ется существенная разница как в скорости гемолиза (у/ длительности 
«лаг»-фазы (То), гак в в величине остаточного светопропускавия (Л). 
Общая длительность гемолиза (!) существенно отличается от таковой 
контрольной группы.

Рассматривая результаты измерения величины Ь кислотного гемо
лиза эритроцитов у работников различных участков производства мож
но увидеть следующее. У работников отдела изготовления технической 
аскорбиновой кислоты и диацетонсорбозы величина Ь значительно боль
ше и составляет соответственно 13.6—3.8% Т и 11,3 = 2,1% Т, тогда как 
в контрольной группе (сотрудники Института кардиологии) она состав 
ляет 5,5±1.3% Т (р<0.05). Значительный рост величины Ь наблюдается 
у работников участка электрохимии, лаборатории и цеха витамина С 
(табл. 1). У работников, занятых на производстве витамина Е. наблюда
ется лишь небольшое повышение значения (р>0,05). С точки зрения 
оценки теста кислотного гемолиза весьма важно, что увеличение пара
метра Ь сопровождается достоверными изменениями скорости кислотно
го гемолиза, а «лаг#-фаза характеризуется тенденцией к уменьшению. 
Изменение в величине не всегда строго совпадает с изменением длитель
ности гемолиза.

Таким образом, наблюдаемые у работников производства витами
на С изменения Ь и указывают па приспособительное повышение со- 
(ержання молодых эритроцитов в кропи с повышенной устойчивостью 

к кислотному гемолизу Это. возможно, связано со стимулирующим 
действием как витамина С, гак и некоторых органических химических 
соединении на кроветворные органы Известно, что увеличение содер
жания этого витамина в организме ведет к индукции в печени фермен
тов биотрансформ ации аскорбиновой кислоты, продукты которой могут 
иметь стимулирующее действие па иммунорейктивиость и сопротивляе
мость организма [6. 12]. Учитывая тот факт, что па участках производ
ства витамина Д$ по наблюдается существенного изменения указанных 
кинетических параметров гемолиза эритроцитов, следует заключить, что 
данный состав органических соединений в условиях производства не от
ражается на выбросе молодых эритроцитов. Дополнительный выброс 
молодых эритроцитов в кровь должен быть обусловлен вдыханием пы
ли витамина С. несмотря на использование респираторов Аскорбино
вая кислота, попавшая в организм через дыхательные нуги, уже через 
несколько дней утилизируется организмом и метаболизируется, гак как 
в моче она не обнаруживается [1()|. Именно эти метаболиты, вероятно, 
способствуют выбросу новых эритроцитов, цикл жизни которых, как хо
рошо известно, составляет около 120 'ней. В этом случае «защитное» 
действие витамина С может выражаться в значительном изменении 
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максимальной скорости в длительности процесса гемолиза, ибо эти па
раметры определяются частью эритроцитов «старой» популяции. В то 
же время рос՝ величины говори.г в пользу сохранения интактных, гемо
литически устойчивых популяций молодых эритроцитов, выбрасываемых 
в кровяное русло.

Таким образом, измерение кинетических параметров кислотного ге
молиза может быть предложено как чувствительный метод биомоннтб- 
рвнга состояния системы красной крови у работников био::?'умышлен
ности. Метод прост и может быть применен для массовых исследований. 
Весь процесс длится несколько минут, требует 0,1 мл крови из пальца 
испытуемого. Поэтому он может быть использован н.ч рабочем месте. 
Перспективность этого способа биомониторинга еще и в том, что можно 
провести исследования также для характеристики изменения чувстви
тельности мембран эритроцитов к различным ксенобиотам с целью оп
ределения зависимости доза—эффект Полученная таким образом ин
формация важна для оценки пограничного состояния организма, когда 
при отсутствии видимых отклонений в состоянии здоровья человека мо
жет меняться реактивность эритроцитов к тем или н«ым воздействиям 
В этом случае особое значение имеет более точное в четкое определение 
понятия индивидуальной чувствительности групп людей отдельных про
фессий к колебаниям концентрации кс нобиотов в окружающей среде. 
Такой подход значительно дополнит и изменит паше понимание о допу
стимых дозах, пока основанное на грубых методах биомопиторннга. В 
настоящее время авторы работают над развитием этого подхода, а так
же в направлении изучения возможности оценки изменения кинетиче
ских параметров гемолиза эритроцитов и зависимости от количествен
ного содержания биологически активных соединений в окружающей сре
де на разных участках производства витаминов Использование кис
лотного гемолиза эритроцитов позволяет также изучить изменения чув
ствительности мембраны к различным биологически активным всш<* 
стаям естественного и искусственного происхождения Такой подход 
поможет выбрать биотест глобального ответа организма и характери
стики индивидуальной химической чувствительности в условиях воздей
ствия вредных факторов среды, я также для оценки степени риска забо
левания [7, 11, 15].
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ГРАФИЧЕСКОЕ ОПИСАНИЕ ДИНАМИЧЕСКИ РАВНОВЕСНОГО 
СОСТОЯНИЯ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ

В СОСТАВЕ МАКРОСТРУКТУРЫ

Г .1 МНАЦАКАНЯН. Л С. КАЛАЧ ЯН. К. А. ШАГННЯН**.
Т Н АКОПЯН'* I 4 АРУТЮНЯН*'

Институт экспериментальной биологии АН Армении. Ереван, 
••Институт ботаники АН Армении. Ереван

С помощью метода двухкоординатной экстракции составлены трехкоордк- 
натные диаграммы состояния белков мембран эритроцитов кур. По форме 
сечении липни полувыходов изученные белки подразделены ни три груп
пы. Обсуждается причинная связь между физико химическими закономер
ностями комплексообразования белок—мембрана к графическими особен
ностями диаграмм. Показано, что диаграммы являются индивидуальны
ми характеристиками конкретного белка

fm֊t UllflUtnJ tub J tlpnrJHlf IfOl/flfl/Lf kit CtAllfJt l(i[rp{ingfii/'bli- 

fl (i <lujt[iu)>lhuj/։b uu/}iuiuiffni.<)bl‘iifi iintutfn.iprjpbuiiti «/ (i £ и If vuj /ill fiJiwqfiuiHfbfu 

Puin IfflUUlL/flfl tfA/t iU UI if UI Л fill fl ft fl ntonufbuitipfti/n/] llll/fll/HJltinirjllLpp piatfuth-

iffif 111 bfibft [uJpfi-. Pbbiufilfifn.J I. i։tiffiaiuitfniii-ffu>ntubff Ij ni/ицЬрии։ qn pugJ ■>/!< 

fyfiqflhutpfiJftuiffuAi tfiphu/fWipniPjHihlilipfi It ijfituiffiutuLb/ifi tffiuifyfilfiulfutb utrtwbi- 

bui‘iiiitilfriif)]mhblifift и/1иш£шлш1)иЛ lpn»i(u Snt/g I, ap rjftuitfpuiJfibpp

‘iiub ij fi it inti nil! bb intf^uij iiiiffitniutfnigft mpm/b pbntPuttjputlfutbbbppi

With the help of two-coordinaic extraction method the (bree-coordination 
diagrams of hen erytrocyte membrane prate ns’ state were constructed. 
According to the form of half exit line sections the examined proteins were 
subdivided Into three groups. The causal connection between the physico-che
mical peculiarities of protein-membrane complex formation and graphical 
regularities of the diagrams K d scussed It is shown that the diagrams 
arc quite indivi-1՛* •' for a given protein.
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