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Effect of Mercury Chloride on Development of Hypotonic Hemolysis  
of Mammalian Erythrocytes
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Аннотация. В работе представлены результаты о взаимодействии хлорида ртути с эритроцитами человека, быка 
и кролика, находящимися в гипотонических растворах NaCl. Используя кривые изменения оптической плотно-
сти эритроцитов разных видов млекопитающих, оценивали скорость гемолиза и конечный уровень повреждения 
клеток. Наиболее подверженными повреждающему действию ионов ртути оказались эритроциты быка, наиме-
нее – клетки кролика. Полученные в работе результаты свидетельствуют в пользу того, что ионы ртути в первую 
очередь взаимодействуют с липидной компонентой эритроцитарной мембраны.
Summary. In the work the results on the interaction of mercury chloride with human, bovine and rabbit erythrocytes being 
in NaCl hypotonic solutions are presented. Using the curves of the changes in optical density of erythrocytes of various 
mammals there were assessed hemolysis rate and final rate of cell damage. Bovine erythrocytes were the most confirmed 
to damaging effect of mercury ions and rabbit erythrocytes were the least confirmed. The findings testify to the favor  
of the fact that mercury ions primarily interact with lipoid component of erythrocyte membrane.

Введение
Изучение влияния на биологические объ-

екты неблагоприятных факторов окружаю-
щей среды, в частности тяжелых металлов, 
соли которых высокотоксичны для живых 
организмов, является важной задачей со-
временной науки. Их токсическое действие 
в значительной степени связано со струк-
турными и, как следствие, функциональ-
ными изменениями в клеточной мембране, 
которая является местом связывания ионов 
тяжелых металлов. Существует большое ко-
личество работ, описывающих влияние ио-
нов ртути на эритроциты человека [3, 4, 6].  
Эритроциты животных менее изучены в 
этом отношении. В связи с этим представля-
ло интерес изучить эффекты солей ртути на 
эритроциты разных видов млекопитающих, 
клетки которых характеризуются особен-
ностями липидного и белкового состава их 

мембран, функционирования транспортных 
систем.

В данной работе представлены результа-
ты о взаимодействии неорганической ртути 
с эритроцитами человека, быка и кролика 
в условиях помещения их в растворы NaCl 
пониженной тоничности, где наблюдается 
увеличение объема и частичное разрушение 
эритроцитов. Исследование влияния ионов 
ртути на эритроциты разных видов млекопи-
тающих позволит получить дополнительные 
данные о взаимодействии металла с клеткой 
и выявить межвидовые особенности реак-
ции эритроцитов человека, быка и кролика 
на действие ионов ртути.

Материалы и методы
Для исследования использовали эри-

троциты, полученные из крови человека 
(Нomо sapiens), быка (Bos taurus) и кроли-
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ка (Oryctolagus cuniculus), заготовленной на 
консерванте «Глюгицир». После удаления 
плазмы эритромассу дважды отмывали в 
10-кратном объеме физиологического рас-
твора (0,15 М NaCl, 0,01 М фосфатный буфер, 
pH 7,4) путем центрифугирования при 1500 g 
в течение 3 мин. и хранили в виде плотного 
осадка не более двух часов при температуре 
0 °С. Все используемые в работе среды гото-
вили на 0,01 М фосфатном буфере, pH 7,4.

Концентрацию растворов контролирова-
ли измерением осмоляльности на осмометре 
ОМКА 1Ц–01 (Украина).

Регистрацию динамики гипотонического 
гемолиза эритроцитов проводили на установ-
ке для измерения светорассеяния клеточных 
суспензий. Уровень гемолиза рассчитывали 
по формуле: Гемолиз = (1 - А/Ао) · 100 %,  
где А – оптическая плотность исследуемого 
образца после завершения гемолиза, Ао – оп-
тическая плотность контрольного образца, 
соответствующая 0 % уровню гемолиза. Ско-
рость гемолиза рассчитывали как изменение 
оптической плотности за единицу времени. 
Использовали максимальное значение ско-
рости для каждого образца.

Хлорид ртути в различных концентраци-
ях вносили в кювету перед добавлением эри-
троцитов.

Статистически результаты были обрабо-
таны с помощью критерия Манна – Уитни.

Результаты и их обсуждение
Гипотонический гемолиз эритроцитов ча-

сто используется как тест для определения из-
менений в их плазматической мембране. Сте-
пень повреждения клетки в гипотонической 
среде определяется способностью мембраны 
к растяжению и репарации возникших в ней 
повреждений. Поскольку эритроциты мле-
копитающих обладают различной чувстви-
тельностью к снижению тоничности окружа-
ющей среды [2], то в работе были выбраны 
различные гипотонические среды, в которых 
уровень гемолиза эритроцитов составляет 
примерно 60 %. Концентрация NaCl в этих 
средах была 75, 80 и 85 мМ для эритроцитов 
человека, кролика и быка соответственно. 
Исходя из приведенных значений, наиболее 
чувствительными к гипотоническому гемо-

лизу являются эритроциты быка, наименее –  
клетки человека. Возможно, отмеченная раз-
ница в гипотонической чувствительности 
эритроцитов млекопитающих обусловлена 
качественно-количественными особенностя-
ми липидного состава их мембран. Посколь-
ку холинсодержащие фосфолипиды в эри-
троцитах быка представлены исключительно 
сфингомиелином (при фактически полном 
отсутствии фосфатидилхолина), их мембра-
на является более жесткой по сравнению с 
мембраной эритроцитов человека, в которой 
представлены оба фосфолипида [10]. Оче-
видно, что более жесткая мембрана эритро-
цитов быка обладает меньшей способностью 
к растяжению, что и проявляется в большей 
чувствительности этих клеток к действию 
гипотонических сред. Степень повреждения 
в гипотонической среде может также опреде-
ляться значениями поверхностно-объемного 
отношения клеток. Известно [1], что для эри-
троцитов быка, кролика и человека величины 
отношения площади поверхности к объему 
составляют 2,22; 2,11; 1,99 соответственно. 
Таким образом, клетки, характеризующиеся 
большим значением поверхностно-объемно-
го отношения, легче повреждаются в гипото-
нических средах.

На рис. 1 представлены типичные кривые 
гипотонического гемолиза эритроцитов мле-
копитающих на примере клеток человека в 
средах, содержащих различные концентра-
ции HgCl2. Динамика изменения оптической 
плотности эритроцитов в присутствии хло-
рида ртути характеризуется определенными 
особенностями. Для небольших концентра-
ций ртути (рис. 1б) наблюдается рост как 
уровня, так и скорости повреждения эритро-

Рис. 1. Типичные кривые гипотонического гемолиза 
эритроцитов человека в средах с различными  
концентрациями HgCl2; а – контроль, б – 25 мкМ,  
в – 100 мкМ, г – 500 мкМ .
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цитов по сравнению с контрольным образцом 
(рис. 1а), в то время как при более высоких 
значениях (рис. 1в, 1г) – на фоне дальнейшего 
роста скорости гемолиза отмечается сниже-
ние конечного уровня повреждения клеток. 
Используя кривые изменения оптической 
плотности эритроцитов разных видов млеко-
питающих, мы оценивали скорость гемоли-
за и конечный уровень повреждения клеток.  
Полученные данные для эритроцитов челове-
ка представлены на рисунке 2. 

Рис. 2. Зависимость уровня (□) и скорости (■) гемо-
лиза эритроцитов человека от концентрации HgCl2 
в среде инкубации (75 мМ NaCl, 5 мМ фосфатный 
буфер, рН 7,4).

Рис. 3. Зависимость уровня (□) и скорости (■) гемо-
лиза эритроцитов кролика от концентрации HgCl2 
в среде инкубации (80 мМ NaCl, 5 мМ фосфатный 
буфер, рН 7,4).

 Видно, что с увеличением концентрации 
HgCl2 до определенного значения уровень 
гемолиза эритроцитов несколько возрастает, 
после чего наблюдается выраженное сниже-
ние повреждения (более чем в 3 раза по срав-
нению с контролем). В то же время следует 
отметить, что скорость гемолиза нарастает 
во всем диапазоне исследуемых концентра-
ций HgCl2. 

Аналогичные данные были получены 
для эритроцитов кролика (рис. 3) и быка  
(рис. 4). Обращает на себя внимание тот 
факт, что концентрационные зависимости 
уровня и скорости гипотонического гемо-
лиза эритроцитов человека, кролика и быка 
имеют схожий характер.

Из результатов, представленных на рисун-
ках 2–4, видно, что существует критическая 
концентрация хлорида ртути, при превы-
шении которой наблюдается снижение ко-
нечного уровня повреждения. Если для эри-
троцитов быка и человека эта критическая 
концентрация – 50 мкМ HgCl2, то для клеток 
кролика она ниже и составляет 25 мкМ.

Следует отметить, что при одном и том же 
уровне гемолиза (~ 60 %) контрольных кле-
ток значения скорости гипотонического по-
вреждения эритроцитов разных видов мле-
копитающих различны, причем эта величина 
максимальна для эритроцитов человека и ми-
нимальна для эритроцитов быка (рис. 2–4).  
Согласно работам [5, 8], различия в скоро-
сти гипотонического гемолиза эритроцитов 
млекопитающих могут быть обусловлены 
текучестью их мембран. Авторы этих работ 
полагают, что в эритроцитах, обладающих 
более жесткой мембраной, затруднено фор-
мирование гемолитических пор, что и обу-
славливает меньшую скорость гипотониче-
ского гемолиза этих клеток при одинаковом 
уровне повреждения (рис. 2–4).

При помещении эритроцитов в гипотони-
ческую среду, содержащую HgCl2, происхо-
дит взаимодействие ионов ртути с поверхно-
стью клеточной мембраны. Связывание ионов 
ртути происходит как с липидами, так и с бел-

Рис. 4. Зависимость уровня (□) и скорости (■) 
гемолиза эритроцитов быка от концентрации HgCl2 
в среде инкубации (85 мМ NaCl, 5 мМ фосфатный 
буфер, рН 7,4).



11Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (15), 2012

ФИЗИОЛОГИЯ
ками эритроцитарной мембраны. В работе [3]  
показано, что преимущественным местом 
связывания являются аминогруппы полярных 
головок фосфолипидов, в частности фосфа-
тидилсерина и фосфатидилэтаноламина, что 
приводит к значительному увеличению жест-
кости мембраны. Это, в свою очередь, обу-
славливает снижение способности клеточной 
мембраны к растяжению в гипотонической 
среде и, как следствие, увеличению уровня 
гемолиза. Известно [10], что эритроциты всех 
исследуемых видов млекопитающих незначи-
тельно отличаются по содержанию фосфати-
дилэтаноламина. В то же время содержание 
фосфатидилсерина в эритроцитах быка при-
мерно в 1,5 раза выше, чем в эритроцитах 
человека и кролика. Следовательно, увели-
чение жесткости мембраны в результате мо-
дификации фосфатидилсерина ионами ртути 
может лежать в основе более значительного 
роста повреждения клеток быка при неболь-
ших концентрациях HgCl2 (рис. 4) по сравне-
нию с клетками кролика и человека (рис. 2, 3).  
К уменьшению текучести мембран может 
привести и взаимодействие HgCl2 с белками 
мембран, поскольку возможно как прямое 
взаимодействие ионов ртути с белками, так и 
опосредованное влияние через фосфатидил-
серин, участвующий в прикреплении цито-
скелета к эритроцитарной мембране [9].

Известно, что взаимодействие ионов рту-
ти с эритроцитами ведет к потере клетка-
ми ионов калия [4]. Это может приводить к 
уменьшению объема набухшей клетки, ро-
сту оптической плотности и, соответственно, 
снижению уровня конечного повреждения.  
Для эритроцитов кролика снижение конечно-
го уровня повреждения происходит при мень-
ших значениях концентрации хлорида ртути 
(рис. 3), чем для эритроцитов быка и человека. 
Это можно объяснить более высоким содер-
жанием аквапоринов в эритроцитах кролика. 
Ртутьсодержащие вещества, в том числе и 
HgCl2, взаимодействуют с аквапоринами, что 
проявляется в блокировании водного транс-
порта [6]. В условиях гипотонии это приведет 
к замедлению набухания клетки и в сочетании 
с выходом ионов калия является дополнитель-
ным фактором, обуславливающим снижение 
уровня конечного повреждения.

Однако следует отметить, что эритроци-
ты быка являются низкокалиевыми клетка-
ми [1] и рост оптической плотности в этом 
случае нельзя объяснить уменьшением объ-
ема клеток из-за выхода ионов калия. Воз-
можно, при увеличении концентрации HgCl2 
часть ионов ртути проникает внутрь клетки 
через повреждения мембраны и связывает-
ся с гемоглобином и цитоплазматически-
ми белками, формируя комплексы, которые  
не могут покинуть клетку. Проведенные нами 
микроскопические исследования эритроци-
тов человека в гипотонических растворах в 
присутствии HgCl2 выявили формирование 
крупных образований на поверхности эри-
троцита, предположительно в районе фор-
мирования гемолитической поры (данные  
не приведены). Вследствие этого может по-
вышаться плотность самой клетки и, как след-
ствие, оптическая плотность суспензии [7].  
Также нельзя исключить возможность ми-
кровезикуляции, которая будет вносить 
вклад в рост оптической плотности в резуль-
тате увеличения числа рассеивающих цен-
тров [4]. 

Заключение
Таким образом, наиболее подверженными 

повреждающему действию ионов ртути ока-
зались эритроциты быка, так как для них на-
блюдалась наиболее выраженная активация 
гипотонического гемолиза. Для эритроцитов 
кролика характерен наименьший рост уровня 
гемолиза, однако снижение повреждения на-
блюдалось при более низкой концентрации 
HgCl2, чем для эритроцитов других видов 
млекопитающих. Это может свидетельство-
вать о том, что нарушение водного транспор-
та в эритроцитах кролика наступает при бо-
лее низких значениях концентрации HgCl2. 
Тот факт, что вначале происходит активация 
гемолиза эритроцитов, связанная с увеличе-
нием жесткости мембраны, свидетельствует 
о том, что в первую очередь происходит вза-
имодействие ионов ртути с липидной ком-
понентой мембраны. Взаимодействие ионов 
ртути с белками либо запаздывает, либо про-
цесс взаимодействия занимает больше вре-
мени, и, как следствие, видимые результаты 
взаимодействия проявляются позже.
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