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В останні десятиліття у зв'язку з інтенсив"
ним розвитком промисловості значно

зріс вміст важких металів у довкіллі. Вони
впливають на організм, що призводить до ви"
никнення різноманітних патологічних станів
не лише внаслідок гострої інтоксикації, але й
за умов надходження до організму у відносно
низьких концентраціях [1]. Кадмій входить до
групи особливо небезпечних екотоксикантів.

При надходженні до організму через трав"
ний канал Кадмій переважно всмоктується в
тонкій кишці [2]. В результаті перорального
поглинання він абсорбується в кишці, а далі
надходить до печінки з портальним кровото"
ком та інтенсивно поглинається гепатоцитами.

Мітохондрії є чутливими клітинними орга"
нелами до різних токсичних агентів. Це підтве"
рджується зміною їхньої форми, структури та
розмірів при морфологічних дослідженнях
печінки тварин, які зазнавали дії солей важких
металів [3]. За хронічної дії кадмій сульфату на
організм щурів відбувається пошкодження
мітохондріальних мембран гепатоцитів, що
призводить до набрякання і деструкції міто"
хондрій. Окрім збільшення площі мітохондрій,
у результаті набрякання спостерігається знач"
не розшарування зовнішньої та внутрішньої
мембран мітохондрій, деструкція крист [4].
Поряд зі збільшенням площі мітохондрій гепа"
тоцитів відбувається і збільшення довжини
зовнішньої мембрани мітохондрій. Відношен"
ня довжини внутрішньої мембрани міто"

хондрій до зовнішньої можуть відображати
стан дихальної функції цих органел, оскільки в
них розміщені ферменти окисного фосфори"
лування і перенесення електронів [5].

Порушення функціонування мітохондрій є
одним з визначальних механізмів, за яким ре"
алізується токсичний ефект Кадмію [6]. Це
пов'язують із переважним розподіленням
Кадмію у мітохондріальній фракції клітин [3, 7]. 

Тому при надходженні в організм Кадмію
важливого значення набуває використання
препаратів мембранотропної та репаративної
дії, до яких відноситься і розроблена на ка"
федрі біохімії тварин, якості і безпеки сільсь"
когосподарської продукції імені акад. М. Ф.
Гулого Національного університету біоресурсів
і природокористування України ліпосомальна
форма біологічно активної добавки (БАД)
FLP"MD на основі ФЛ молока [8].

Метою нашої роботи було дослідити струк"
турні характеристики внутрішньої мембрани
мітохондрій гепатоцитів при введенні в ор"
ганізм щурів кадмію хлориду та застосуванні
ліпосомальної форми БАД FLP"MD.

Матеріали та методи досліджень. Досліджен"
ня були проведені на безпородних щурах"сам"
цях масою тіла 180"200 г, яких утримували на
стандартному раціоні віварію. Тварин"аналогів
розділяли на групи по 5 голів у кожній. У
першій групі знаходились контрольні тварини;
у другій — тваринам упродовж 14 діб перораль"
но вводили кадмію хлорид у дозі 1,0 мг/кг ма"
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си тіла, що відповідає 1/50 ЛД50; у третій — тва"
ринам вводили 1% розчин ліпосомальної фор"
ми БАД FLP"MD на основі ФЛ молока у дозі
13,5 мг/кг маси тіла упродовж 5 діб, а потім на
тлі застосування біодобавки вводили кадмію
хлорид у дозі 1,0 мг/кг маси тіла (впродовж 
14 діб). Щурів декапітували після закінчення
експерименту. 

Мітохондрії гепатоцитів отримували мето"
дом диференційного центрифугування, а після
заморожування"відтаювання цієї фракції та
при подальшому її центрифугуванні при 25 000 g
упродовж 30 хв отримували осад, який являв
собою субмітохондріальні частинки —
внутрішню мембрану мітохондрій (ВММ) [9].

Структурний стан мітохондріальної мемб"
рани оцінювали за допомогою флуоресцент"
них зондів [10, 11], які локалізуються в різних
ділянках біомембран: 1"анілінонафталін"8"
сульфонат (АНС) — в основному на поверхні
мембранного бішару, пірен — в зоні жирно"
кислотних ланцюгів ФЛ [11]. Крім того,
вимірювали власну триптофанову флуорес"
ценцію біомембран [12] та визначали ефек"
тивність індуктивно резонансного перенесен"
ня енергії (ІРПЕ) в донорно"акцепторних па"
рах різної локалізації в біомембрані (пірен"
АНС) [13]. 

При взаємодії з біомембраною від'ємно за"
ряджена молекула АНС не може занурюватись
глибоко в ліпідну фазу, а локалізується на межі
ліпід"вода в області гліцеролових залишків.
Оскільки майже вся вимірювана флуорес"
ценція АНС зумовлена тільки флуоресценцією
зв'язаного зонду, це надає можливість за дани"
ми флуоресценції визначати параметри його
зв'язування з мембраною: константу зв'язуван"
ня (КАНС) і кількість місць зв'язування (NАНС). 

Результати експериментальних досліджень
обробляли загальноприйнятими методами
варіаційної статистики. Зміни показників вва"
жали вірогідними при Р <0,05.

Результати роботи. У результаті проведених
досліджень встановлено зниження інтенсив"

ності флуоресценції АНС при зв'язуванні з
мембранними препаратами мітохондрій гепа"
тоцитів в умовах надходження Кадмію до ор"
ганізму щурів (табл. 1). Це може бути зумовле"
но зниженням на 24,4 % кількості місць зв'язу"
вання зонду з ВММ. 

При застосуванні піддослідним тваринам
ліпосомальної форми БАД FLP"MD спос"
терігається відновлення величин досліджува"
них показників. Слід відзначали, що введення
тваринам тільки ліпосомальної форми БАД
FLP"MD не впливає на показники структур"
ного стану ВММ (ці дані не наведено). 

Зміни кількості місць зв'язування АНС з
біологічною мембраною є відображенням
інтегральних процесів (зміни мікрооточення
зонду, поверхневого заряду, структурних пере"
будов тощо), які протікають у мембрані за дії
різноманітних чинників, враховуючи, що флу"
оресценція АНС визначається його складом
[14]. Молекула АНС локалізується в полярній
ділянці мембрани, утворюючи комплекси з
білковими та ліпідними молекулами. Отримані
результати щодо вивчення взаємодії флуорес"
центного зонду АНС з ВММ можуть свідчити
про зміну її поверхневої структури, що може
зумовлюватися модифікацією як ліпідної ком"
поненти в зоні полярних голівок гліцеролових
залишків ФЛ, так і мембранних білків.

За умов надходження до організму щурів
Кадмію знижується ступінь ексимеризації піре"
ну для ВММ гепатоцитів у середньому  на 
17,9 % (N335) та 20,0 % (N280) і може свідчити про
підвищення мікров'язкості ліпідної фази мемб"
ран (табл. 2). Введення щурам ліпосомальної
форми БАД FLP"MD на тлі надходження
Кадмію призводить до покращення досліджува"
них показників у препаратах ВММ. Зростання
мікров'язкості ліпідної компоненти
внутрішньої мембрани мітохондрій гепатоцитів
може бути пов'язане зі структурними змінами
білкових молекул (наприклад, окиснення
сульфгідрильних груп) внаслідок надходження
та накопичення Кадмію в гепатоцитах.

Умови досліду Інтенсив. F, від.од.
Константа зв'язування,

мкМ,1
Кількість місць зв'язування,

нмоль /мг білка

Контроль 1,0 18,7 ± 1,4 12,7 ± 0,4

Сd 0,92 ± 0,05 19,6 ± 1,5 9,6 ± 0,5*

Cd+БАД FLP"MD 0,96 ± 0,03 18,8 ± 1,3 13,8 ± 0,3

Таблиця 1

Спектральні характеристики зв'язаного з внутрішньою мембраною мітохондрій гепатоцитів щурів
флуоресцентного зонду АНС за експериментальних умов ( М±m, n = 5)

* — р < 0,05 відносно контрольних значень.
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Отримані дані вказують на зміни структур"
ної впорядкованості ліпідної компоненти
ВММ. В'язкість ліпідів, як відомо, є інтеграль"
ною величиною і залежить від складу ФЛ,
вмісту холестеролу, який впорядковує структу"
ру мембрани, рівня ненасичених жирних кис"
лот, ступеня їхньої ненасиченості та від інтен"
сивності протікання ПОЛ у мембранах тощо
[15]. Застосування ліпосомальної форми БАД
FLP"MD в умовах дії на організм тварин іонів
Кадмію покращує фізичні властивості
(мікров'язкість) ліпідної компоненти
внутрішньої мітохондріальної мембрани гепа"
тоцитів.

Емісійний спектр триптофанової флуорес"
ценції мембранних білків для ВММ гепато"
цитів подібний за всіх умов досліду з λмакс. =
340 нм. Гасниками власної флуоресценції мо"
жуть бути розташовані поряд із триптофанови"
ми хромофорами: карбонільні групи пептид"
ного зв'язку, бокові кінцеві карбоксильні та
аміногрупи, дисульфідні групи та імідазол
гістидину [16]. Застосування в якості гасника
триптофанової флуоресценції — акриламіду
свідчить, що акриламід у середньому на 90 %
гасить триптофанову флуоресценцію ВММ  ге"
патоцитів за всіх умов досліду. 

Аналіз даних щодо гасіння акриламідом
триптофанової флуоресценції мембранних

препаратів  при використанні модифікованого
графіка Штерна"Фольмера представлено в
табл. 3. За умов надходження до організму
щурів Кадмію величина ефективної константи
гасіння знижується для препаратів ВММ у се"
редньому на 32,2 %. Відомо, що зміна констан"
ти гасіння (константа Штерна"Фольмера, Кsv)
відображає внутрішньо"молекулярну динаміку
отриманих білкових молекул [16]. 

Таким чином, зниження ефективності
гасіння триптофанової флуоресценції, про що
свідчить КSV, може бути зумовлено збільшен"
ням структурної жорсткості мембранних білків
[17]. Використання ліпосомальної форми БАД
FLP"MD на тлі надходження Кадмію призво"
дить до змін, подібних як і для окремого вве"
дення металу.

Отримані результати вказують на конфор"
маційну модифікацію білкових молекул мемб"
ран мітохондрій гепатоцитів при надходженні
Кадмію в організм щурів. За умов профілак"
тичного введення ліпосомальної форми БАД
FLP"MD, як і за окремої дії Кадмію, характер"
ним є збільшення структурної жорсткості
мембранних білків. Водночас, інші структурні
характеристики внутрішньої мембрани міто"
хондрій гепатоцитів за умов  введення ліпосо"
мальної форми БАД FLP"MD відновлюються
до контрольних значень.

Умови досліду
Триптофанова

флуоресценція, відн.од.
Частка доступних гасінню
триптофанових залишків 

Константа Штерна,Фольмера
(КSV), M,1

Контроль 1,00 0,89 ± 0,03 3,58 ± 0,18

Сd 1,03 ± 0,02 0,90 ± 0,03 2,43 ± 0,16*

Cd+БАД FLP"MD 1,02 ± 0,02 0,88 ± 0,03 2,66 ± 0,18*

Таблиця 3

Триптофанова флуоресценція білкових молекул у препаратах внутрішньої мембрани мітохондрій гепатоцитів
за експериментальних умов, М±m, n = 5

* — р < 0,05 відносно контрольних значень.

Умови досліду N335, відн.од. N280, відн.од.

Контроль 0,28 ± 0,02 0,25 ± 0,01

Сd 0,23 ± 0,02* 0,20 ± 0,03*

Cd+БАД FLP"MD 0,26 ± 0,03 0,21 ± 0,02*

Таблиця 2

Ступінь ексимеризації пірену в препаратах внутрішньої мембрани мітохондрій гепатоцитів для загальної
ліпідної фази (N335) та анулярних ліпідів (N280) за експериментальних умов, М±m, n = 5

* — р < 0,05 відносно контрольних значень.
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