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Ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ ÷åðíîìîðñêîãî ìîðñêîãî åðøà

Ãèïîêñèÿ ïîëó÷èëà øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå â âîäàõ Ìèðîâîãî îêåàíà. Â äàííîé ðàáîòå èññëåäî-
âàëè ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ýðèòðîöèòîâ ìîðñêîãî åðøà Scorpaena ðorcus L. â óñëîâèÿõ îñòðîé ãè-
ïîêñèè â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé êèñëîðîäà 0.57—8.17 ìã Î2/ë (in vitro) ïî îöåíêå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ðîäàìèíà 123 (R123) è äèàöåòàòà ôëóîðåñöåèíà (ÄÀÔ). Â ýòèõ óñëîâèÿõ íàáëþäàëè óâåëè÷å-
íèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îáîèõ êðàñèòåëåé (R123 — íà 12—60, ÄÀÔ — íà 30—184 %).
Â îñíîâå îòìå÷åííîé ðåàêöèè, âîçìîæíî, ëåæèò ñíèæåíèå ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Óìåíü-
øåíèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ñèñòåì òðàíñïîðòà èîíîâ â ýðèòðîöèòàõ âûçûâàåò çàäåðæêó ÄÀÔ â öè-
òîïëàçìå è ñíèæàåò çàòðàòû ýíåðãèè, íåîáõîäèìûå íà ïîääåðæàíèå òðàíñìåìáðàííîãî ãðàäèåíòà êîí-
öåíòðàöèé èîíîâ, ÷òî òàêæå ìîæåò ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè R123.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýðèòðîöèòû, ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, ãèïîêñèÿ, Scorpaena porcus L., R123,
ÄÀÔ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÀÔ — äèàöåòàò ôëóîðåñöåèíà, R123 — ðîäàìèí 123.

Óñòîé÷èâûå è çíà÷èòåëüíûå ïî ïëîùàäè çîíû ãèïîê-
ñèè (ñ êîíöåíòðàöèåé ðàñòâîðåííîãî â âîäå Î2 ìåíåå
0.5 ìã/ë) îáíàðóæåíû â àêâàòîðèÿõ Àòëàíòè÷åñêîãî, Òè-
õîãî è Èíäèéñêîãî îêåàíîâ, â òîì ÷èñëå è íà øåëüôå ×åð-
íîãî ìîðÿ (íîðìîêñèÿ 7—8 ìã Î2/ë) (Levin, 2002; Middel-
burg, Levin, 2009; Gewin, 2010). Îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿþò îðãàíèçìû, ïîñòîÿííî îáèòàþùèå â çîíàõ
êèñëîðîäíîãî ìèíèìóìà è ñïîñîáíûå äîëãî âûäåðæèâàòü
àíîêñè÷åñêèå óñëîâèÿ (McEnroe et al., 1998; Danovaro
et al., 2010; Ãóëèí, 2012). Ñîñòîÿíèå ãèïîêñèè äëÿ íèõ ÿâ-
ëÿåòñÿ ôóíêöèîíàëüíîé íîðìîé, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ñóùå-
ñòâåííóþ ðåîðãàíèçàöèþ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, íà-
ïðàâëåííóþ íà îïòèìèçàöèþ ýíåðãåòè÷åñêèõ òðàò îðãà-
íèçìà (Hochachka, 1986). Íà ôîíå îáùåé ìåòàáîëè÷åñêîé
äåïðåññèè â èõ òêàíÿõ ïîâûøàåòñÿ ñîäåðæàíèå ñîåäèíå-
íèé, íåñâîéñòâåííûõ àýðîáíîìó îáìåíó (àëàíèí, ñóêöè-
íàò) (Hughes, Johnston, 1978; Waarde, 1988), è óñèëèâàåò-
ñÿ âûðàáîòêà NH4

+ (Chew et al., 2005). Ïðè ýòîì äûõàòåëü-
íàÿ öåïü ìèòîõîíäðèé ïðèîáðåòàåò íåêîìïåíñèðîâàííûé
òèï îðãàíèçàöèè (Ñàâèíà, 1992; Soldatov, 1996a).

Îïðåäåëåííûå çàêîíîìåðíîñòè âûÿâëåíû è íà óðîâíå
êëåòî÷íûõ ñèñòåì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ýðèòðîöèòû òîëå-
ðàíòíûõ ê ãèïîêñèè ðûá â óñëîâèÿõ äåôèöèòà êèñëîðîäà
ñïîñîáíû ê ñáàëàíñèðîâàííîìó óãíåòåíèþ ìåìáðàííûõ
è ìåòàáîëè÷åñêèõ ôóíêöèé (Ñîëäàòîâ è äð., 2010; Solda-
tov et al., 2014). Ïðè ýòîì íàáëþäàþòñÿ õàðàêòåðíûå ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê è ïîâûøàåòñÿ èõ äåôîð-
ìèðóåìîñòü (Gilles, Motais, 1989). Â áîëüøèíñòâå ðàáîò
êîíñòàòèðóåòñÿ ôàêò ðîñòà îáúåìà ýðèòðîöèòîâ (Jensen,

2004; Wells, 2009). Ýòîò ïðîöåññ êîíòðîëèðóåòñÿ êàòåõîë-
àìèíàìè (ïðåèìóùåñòâåííî íîðàäðåíàëèíîì) (Tetens
et al., 1988; Perry et al., 1999), âçàèìîäåéñòâóþùèìè ñ ïî-
âåðõíîñòíûìè b-àäðåíîðåöåïòîðàìè ýðèòðîöèòîâ (Reid,
Perry, 1995) è àêòèâèðóþùèìè Na+/H+ è HCO
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– /Cl–-àíòè-
ïîðòû êëåòîê (Wood, Simmons, 1994; Jensen, 2004). Äåé-
ñòâèå êàòåõîëàìèíîâ îïîñðåäóåòñÿ ÷åðåç öÀÌÔ (Gilles,
Motais, 1989). Îáùåå íàçíà÷åíèå ýòîãî ïðîöåññà — êîíò-
ðîëü âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ è ïàðàìåòðîâ ñðîäñòâà ãåìî-
ãëîáèíà ê êèñëîðîäó. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýòà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ðåàêöèé èìååò àäàïòèâíîå çíà÷åíèå è ìîæåò áûòü
ðåàëèçîâàíà òîëüêî íà ñèñòåìíîì óðîâíå. Îäíàêî ïîäîá-
íûå ðåàêöèè êëåòî÷íûõ ñèñòåì óñòàíîâëåíû è äëÿ îðãà-
íèçìîâ-êîíôîðìåðîâ (ìîëëþñêè) (Íîâèöêàÿ, Ñîëäàòîâ,
2011). Èçâåñòíî, ÷òî â óñëîâèÿõ âíåøíåãî ýêñòðåìóìà ó
íèõ àêòèâèçèðóþòñÿ âåñüìà ýôôåêòèâíûå ìåõàíèçìû àâ-
òîíîìíîãî êîíòðîëÿ êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçèñà, äîïóñêàþ-
ùèå çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ âíóòðåííåé
ñðåäû. Òàêàÿ ñòðàòåãèÿ ïîçâîëÿåò èì âûäåðæèâàòü óñëî-
âèÿ àíîêñèè íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ìåñÿöåâ (Vaquer-Su-
nyer, Duarte, 2008). Ñîõðàíÿþò ëè ïîäîáíûå ðåëèêòîâûå
ìåõàíèçìû ïðè àäàïòàöèè ê ãèïîêñèè è àíîêñèè îðãàíèç-
ìû-ðåãóëÿòîðû, ïîêà íåÿñíî.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ïðîâåðêå ýòîãî ïðåäïî-
ëîæåíèÿ â óñëîâèÿõ in vitro: èññëåäîâàëè âëèÿíèå äîçèðî-
âàííîé ãèïîêñèè íà ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ìèòîõîíä-
ðèé è öåëîñòíîñòü öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ÿäåðíûõ
ýðèòðîöèòîâ Scorpaena porcus L. ñ èñïîëüçîâàíèåì êðà-
ñèòåëåé R123 è ÄÀÔ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë î ì ñëóæèëè âçðîñëûå îñîáè S. porcus L.
(äëèíà òåëà — 10.7—17.0 ñì, ìàññà òåëà — 83.6—133.7 ã)
â ñîñòîÿíèè îòíîñèòåëüíîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ïîêîÿ
(ñòàäèÿ çðåëîñòè ãîíàä II—III). Ïðåäñòàâèòåëè äàííîãî
âèäà ñóùåñòâóþò â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè (7—8 ìã Î2/ë),
íî ñïîñîáíû òàêæå íàõîäèòñÿ è â ãèïîêñè÷åñêîé ñðåäå
ïðè 15—20%-íîì íàñûùåíèè âîäû êèñëîðîäîì áåç âèäè-
ìûõ ïðèçíàêîâ àñôèêñèè (Shulman et al., 2003). Ðûáó ðàñ-
ñàæèâàëè â àêâàðèóìû îáúåìîì 50 ë ïðè òåìïåðàòóðå
âîäû 18—22 °C, îáîðóäîâàííûå ïðîòî÷íîé ñèñòåìîé.
Êîíöåíòðàöèþ êèñëîðîäà ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå
7.5—8.0 ìã/ë. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü àäàïòàöèè ê äàííûì
óñëîâèÿì ñîñòàâëÿëà 10—12 ñóò. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ïîäâèæíûõ, àêòèâíî ïèòàþùèõñÿ îñîáåé.

Êðîâü ïîëó÷àëè èç õâîñòîâîé àðòåðèè ïóòåì îòñå÷å-
íèÿ õâîñòîâîãî ñòåáëÿ. Â êà÷åñòâå àíòèêîàãóëÿíòà ïðèìå-
íÿëè ãåïàðèí (Richter, Âåíãðèÿ). Ýðèòðîöèòû îòäåëÿëè îò
ïëàçìû ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 1000 g â òå÷åíèå
15 ìèí, ïîñëå ÷åãî òðèæäû îòìûâàëè â ýêâèâàëåíòíîì
îáúåìå ñðåäû (128 ìÌ NaCl, 3 ìÌ KC1, 1.5 ìÌ CaCl2,
1.5 ìÌ MgCl2, 15 ìÌ Òðèñ è 2.2 ìÌ D-ãëþêîçû, ðÍ 7.8),
ïðåäâàðèòåëüíî ñòåðèëèçîâàííîé ïðè 95 °C â òå÷åíèå 3 ÷
(Tiihonen, Nikinmaa, 1991). Ïîñëå ïîñëåäíåãî îòìûâàíèÿ
îñåâøóþ ýðèòðîöèòàðíóþ ìàññó èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðè-
ìåíòàõ.

Ãèïîêñè÷åñêèå óñëîâèÿ ñîçäàâàëè ïóòåì áàðáîòàæà
èíêóáàöèîííîé ñðåäû ãàçîîáðàçíûì àçîòîì â òå÷åíèå
15—120 ñ íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä âíåñåíèåì â âàêóóìíûå
ïðîáèðêè. Èññëåäîâàëè êîíöåíòðàöèîííûé äèàïàçîí
0.57—8.17 ìã Î2/ë. Êîíòðîëü çà êîíöåíòðàöèåé êèñëîðî-
äà îñóùåñòâëÿëè ïîòåíöèîìåòðè÷åñêè (Ñâåòëè÷íûé,
Óìàíñêàÿ, 1991).

Ýðèòðîöèòàðíóþ ìàññó â îáúåìå 0.15 ìë ïîìåùàëè â
ïëàñòèêîâûå âàêóóìíûå ïðîáèðêè Vacuette (Greiner
Bio-One, ÑØÀ) îáúåìîì 6.0 ìë è çàòåì çàïîëíÿëè èõ èí-
êóáàöèîííîé ñðåäîé ñ çàäàííîé êîíöåíòðàöèåé êèñëîðî-
äà ïîä êðûøêó, èçáåãàÿ ïîÿâëåíèÿ ïóçûðüêîâ âîçäóõà.
Àíàëîãè÷íî ãîòîâèëè êîíòðîëüíóþ ïðîáó, ãäå ñîõðàíÿëè
êîíöåíòðàöèþ 7.5—8.0 Î2/ë. Ýðèòðîöèòû èíêóáèðîâàëè
â ãèïîêñè÷åñêîé ñðåäå 4 ÷ ïðè 18—20 °C. Â ìîìåíò îòáî-
ðà ïðîá ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñåé äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè ïðîáèðêè îáúåäèíÿëè â îñîáóþ ñèñòåìó (ðèñ. 1).

Ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ïðîáèðêó (1) ïîñëåäîâàòåëüíî
ñîåäèíÿëè ñ äâóìÿ ïðîáèðêàìè ñ èíêóáàöèîííîé ñðåäîé
ñ çàäàííîé êîíöåíòðàöèåé êèñëîðîäà (2); äëÿ êîíòðîëü-
íîé ïðîáû (4) èñïîëüçîâàëè îäíó ïðîáèðêó ñ èíêóáàöè-
îííîé ñðåäîé (3). Òàêàÿ ñèñòåìà, ñîåäèíåííàÿ øïðèöåâû-
ìè èãëàìè (6) (òîëùèíà 0.7 ìì) è ïîëèõëîðâèíèëîâûìè
òðóáêàìè (äèàìåòð 5 ìì) (8) ïðåäîòâðàùàåò ïîïàäàíèå
ïóçûðüêîâ âîçäóõà â îáðàçöû. Ïðè îòáîðå ìàòåðèàëà ñî
äíà ïðîáèðêè ñóñïåíçèÿ ýðèòðîöèòîâ àâòîìàòè÷åñêè ðàç-
áàâëÿëàñü ðàñòâîðîì èíêóáàöèîííîé ñðåäû ñ òîé æå êîí-
öåíòðàöèåé êèñëîðîäà. Íàëè÷èå äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ïðîáû äâóõ çàïàñíûõ ïðîáèðîê ñ èíêóáàöèîííîé ñðåäîé
îáåñïå÷èâàåò áîëåå òî÷íîå ñîáëþäåíèå óñëîâèé ãèïîê-
ñèè âíóòðè âàêóóìíîé ïðîáèðêè. Òàêèì îáðàçîì èñêëþ-
÷àëè âîçìîæíîñòü ðåîêñèãåíàöèè.

Èç ïðîáèðîê îòáèðàëè ðàâíûå îáúåìû âçâåñè, êîòî-
ðûå ðàçâîäèëè â 100 ðàç èíêóáàöèîííîé ñðåäîé ñ çàäàí-
íîé êîíöåíòðàöèåé êèñëîðîäà. Îêðàøèâàíèå ýðèòðîöè-
òîâ R123 è ÄÀÔ (Molecular Probes, ÑØÀ) ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 10 è 30 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. Ôèíàëüíàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ R123 â ðàñòâîðå ñîñòàâëÿëà 2.5 ìêë/ìë, ÄÀÔ —

10 ìêë/ìë. Èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ýðèòðîöèòîâ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå Cyto-
mics FC500 (Beckman Coulter, ÑØÀ), îáîðóäîâàííîì îä-
íîôàçíûì àðãîíîâûì ëàçåðîì (äëèíà âîëíû 488 íì).
Àíàëèç öèòîãðàìì ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå Flowing Soft-
ware 2.0. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè îöåíèâàëè íà
äâóõïàðàìåòðè÷åñêèõ öèòîãðàììàõ (êàíàë FL1 â çåëåíîé
îáëàñòè ñïåêòðà, 525 íì) ïî ñìåùåíèþ ìàêñèìóìà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ äàííûõ.

R123 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñàìûõ øèðîêî èñïîëüçóåìûõ
â àíàëèçå ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèé êðàñèòåëåé. Áëàãîäàðÿ
ñâîåé ëèïîôèëüíîé ïðèðîäå îí ñâîáîäíî ïðîõîäèò ÷åðåç
ïîëÿðèçîâàííûå ìåìáðàíû, ñïåöèôè÷íî íàêàïëèâàÿñü â
ìèòîõîíäðèÿõ è íå îêðàøèâàÿ ïðè ýòîì äðóãèå ìåìáðàíû
êëåòêè (Shapiro, 2000; Toescu, Verkhratsky, 2000). Íàêîï-
ëåíèå ôëóîðîõðîìà â êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì âíóò-
ðèìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó êðàñèòåëåì è
ìåìáðàííûìè áåëêàìè ìèòîõîíäðèé (Weinberg et al.,
2000). R123 â íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ íåòîêñè÷åí äëÿ
êëåòîê (Chen, 1988). Åãî íàêîïëåíèå è ôëóîðåñöåíöèÿ â
êëåòêàõ ñòàáèëüíû âî âðåìåíè, ÷òî ïîçâîëÿåò ñëåäèòü çà
èçìåíåíèÿìè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé (Ha-
gen et al., 1997). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè R123 íà-
ïðÿìóþ çàâèñèò îò âåëè÷èíû ïîòåíöèàëà ìåìáðàí ìèòî-
õîíäðèé (Davis et al., 1985). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äåïîëÿðè-
çàöèè ìèòîõîíäðèé êðàñèòåëü âûñâîáîæäàåòñÿ èç îðãàíåëë,
÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
(Davis et al., 1985; Chen, 1988; Hagen et al., 1997; Toescu,
Verkhratsky, 2000).

Âèòàëüíûé êðàñèòåëü ÄÀÔ ïðèìåíÿþò äëÿ îöåíêè
îáùåé ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê (Diaper et al.,
1992; Jochem, 1999; Stauber et al., 2002). Êàê è R123, äàí-
íûé ôëóîðîõðîì îòíîñèòñÿ ê ëèïîôèëüíûì êðàñèòåëÿì,
áëàãîäàðÿ ÷åìó îí ïàññèâíî ïðîõîäèò ÷åðåç öèòîïëàçìà-
òè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Ïåðåâîä êðàñèòåëÿ â ñâåòÿùóþñÿ
ôîðìó îñóùåñòâëÿåòñÿ íåñïåöèôè÷åñêèìè ýñòåðàçàìè
(Jochem, 1999). Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ÄÀÔ ïîçâîëÿåò îöå-
íèòü öåëîñòíîñòü ìåìáðàí. Ñêîðîñòü âûâåäåíèÿ ôëóîðåñ-
öèðóþùåãî ÄÀÔ èç êëåòîê íèæå ñêîðîñòè åãî ïîñòóïëå-
íèÿ, ïîòîìó óìåíüøåíèå ñâå÷åíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î
ìåìáðàííûõ ïîâðåæäåíèÿõ (Prosperi et al., 1985).
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ýêñïåðèìåíòàëüíîé óñòàíîâêè.

1 — âàêóóìíàÿ ïðîáèðêà VACUETTETM ñ îïûòíîé ïðîáîé, 2 — âàêóóì-
íàÿ ïðîáèðêà VACUETTETM ñ èíêóáàöèîííîé ñðåäîé ñ çàäàííîé êîí-
öåíòðàöèåé êèñëîðîäà, 3 — âàêóóìíàÿ ïðîáèðêà VACUETTETM ñ èíêó-
áàöèîííîé ñðåäîé ïîëíîñòüþ íàñûùåííîé êèñëîðîäîì (êîíòðîëü), 4 —
âàêóóìíàÿ ïðîáèðêà VACUETTETM ñ êîíòðîëüíîé ïðîáîé, 5 — èíñóëè-
íîâûé ñòåêëÿííûé øïðèö åìêîñòüþ 1 ìë, 6 — øïðèöåâàÿ èãëà (òîëùèíà
0.7 ìì), 7 — èãëà äëÿ îòáîðà îáðàçöîâ âçâåñåé íà ïðîòî÷íóþ öèòîìåò-

ðèþ, 8 — ïîëèõëîðâèíèëîâàÿ òðóáêà äèàìåòðîì 5 ìì, 9 — øòàòèâ.



Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Íîðìàëüíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ äàí-
íûõ ïðîâåðÿëè ïî êðèòåðèþ Ïèðñîíà. Ðåçóëüòàòû ïðåä-
ñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåé è îøèáêè ñðåäíåé (M � m).

Ðåçóëüòàòû

Â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè îòìå÷àëè ðîñò èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè R123 â ýðèòðîöèòàðíîé âçâåñè ñêîðïåíû.
Ìàêñèìóìû ðàñïðåäåëåíèÿ ñìåùàëèñü âïðàâî (ðèñ. 2, à).
Äèàïàçîí âàðèàöèè çíà÷åíèé (FL1log) íå èçìåíÿëñÿ, ò. å.
îäíîðîäíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ïîïóëÿöèè êëåòîê êðàñíîé
êðîâè ïî äàííîìó êðèòåðèþ ñîõðàíÿëàñü.

Âåëè÷èíû, îòðàæàþùèå ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè R123 îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ ïðè
èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè Î2 â èíêóáàöèîííîé ñðåäå,
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, á. Â ïÿòè ñëó÷àÿõ (ïðè 0.91, 1.03,
1.39, 1.76, 3.44 ìã Î2/ë) óâåëè÷åíèå ñîñòàâëÿëî îò 8 äî
61 % (P � 0.05). Â îñòàëüíûõ âàðèàíòàõ ïîñòàíîâêè ýêñ-
ïåðèìåíòà èçìåíåíèÿ îòñóòñòâîâàëè. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî êîíöåíòðàöèîííàÿ çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè R123 îò âåëè÷èíû ãèïîêñè÷åñêîãî âîçäåéñò-
âèÿ òàêæå íå áûëà âûðàæåíà. Ýòî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî
ñ òåì, ÷òî äëÿ êàæäîãî îòäåëüíîãî ýêñïåðèìåíòà ýðèòðî-
öèòàðíóþ ìàññó ïîëó÷àëè ó íîâîãî æèâîòíîãî, ôóíêöèî-
íàëüíîå ñîñòîÿíèå êîòîðîãî ìîãëî áûòü ñïåöèôè÷íûì:
ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè ýðèòðîïîýçà, îñîáåííîñòÿõ

604 À. Þ. Àíäðååâà è äð.

Ðèñ. 2. Ôëóîðåñöåíöèÿ ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñåé, ìå÷åííûõ R123, â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè.

à — ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè R123 â ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñÿõ ìîðñêîãî åðøà. Çäåñü è íà ðèñ. 3: ÷åðíûé öâåò — ïðè íîðìîêñèè
([O2] — 7.5—8.0 ìã O2/ë), ñåðûé öâåò — ïðè ãèïîêñèè ([O2] — 1.03 ìã O2/ë), FL1log — ôëóîðåñöåíöèÿ â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà, âûðàæåííàÿ â

óñëîâíûõ åäèíèöàõ. á — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè R123 â êëåòêàõ â èññëåäóåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé êèñëîðîäà; çâåçäî÷êà — P � 0.05.

Ðèñ. 3. Ôëóîðåñöåíöèÿ ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñåé, ìå÷åííûõ ÄÀÔ, â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè.

à — ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÄÀÔ â ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñÿõ ìîðñêîãî åðøà. á — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÄÀÔ â êëåò-
êàõ â èññëåäóåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé êèñëîðîäà; çâåçäî÷êà — P � 0.05.



ýðèòðîêèíåòèêè, âîçðàñòå öèðêóëèðóþùèõ ýðèòðîöèòîâ
è ò. ä.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ýðèòðîöèòàðíûõ âçâå-
ñåé, ìå÷åííûõ ÄÀÔ, â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãè-
ïîêñèè òàêæå âîçðàñòàëà. Ìàêñèìóìû ðàñïðåäåëåíèÿ
ñìåùàëèñü â îáëàñòü áîëåå âûñîêèõ çíà÷åíèé îòíîñè-
òåëüíî êîíòðîëÿ (ðèñ. 3, à). Êàê è â ñëó÷àå ñ R123, èçìå-
íåíèÿ äèàïàçîíà âàðèàöèè çíà÷åíèé (FL1log) â áîëüøèí-
ñòâå ñëó÷àåâ íå îòìå÷àëè.

Óñðåäíåíèå ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèé ïîçâîëèëî îöå-
íèòü âåëè÷èíû ðîñòà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñåé, ìå÷åííûõ ÄÀÔ, â óñëîâèÿõ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ãèïîêñèè (ðèñ. 3, á). Â 9 èç 11 âàðèàíòîâ
ïîñòàíîâêè ýêñïåðèìåíòà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ïîâûøàëàñü íà 27—184 % (Ð � 0.02). Êîíöåíòðàöèîííàÿ
æå çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÄÀÔ îò
ñîäåðæàíèÿ Î2 â èíêóáàöèîííîé ñðåäå, êàê è â ñëó÷àå ñ
R123, îòñóòñòâîâàëà. Ïðè÷èíû ýòîãî ðàññìîòðåíû âûøå.

Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ âèäíî, ÷òî íàïðàâ-
ëåííîñòü èçìåíåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ýðèò-
ðîöèòàðíûõ âçâåñåé â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ìå÷åííûõ
R123 è ÄÀÔ, ñîâïàäàåò. Îäíàêî ìåæäó ýòèìè ïðîöåññà-
ìè îòñóòñòâóåò êàêàÿ-ëèáî ñâÿçü. Âåëè÷èíà êîýôôèöèåí-
òà äåòåðìèíàöèè (R2) íå ïðåâûøàëà 0.15 (ðèñ. 4). Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî çà îòìå÷åííûìè âûøå èçìåíåíèÿìè ñòîÿò
ñàìîñòîÿòåëüíûå, íèêàê íå ñâÿçàííûå ìåæäó ñîáîé ïðî-
öåññû.

Îáñóæäåíèå

Â áîëüøèíñòâå èññëåäîâàíèé îòìå÷àåòñÿ, ÷òî ãèïîê-
ñèÿ îãðàíè÷èâàåò âêëþ÷åíèå R123 â êëåòî÷íûå ñèñòåìû,
÷òî ñâÿçûâàþò ñî ñíèæåíèåì ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
ìèòîõîíäðèé âñëåäñòâèå óìåíüøåíèÿ àêòèâíîñòè åå äû-
õàòåëüíîé öåïè (Weinberg et al., 2000). Ýòî ïîêàçàíî â ðà-
áîòàõ, âûïîëíåííûõ íà ÷óâñòâèòåëüíûõ ê äåôèöèòó êèñ-
ëîðîäà íåéðîíàõ êðûñ è ãëàäêîìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ÷å-

ëîâåêà (Bahar et al., 2000; Perez Velazquez et al., 2000;
Wang et al., 2005).

Óâåëè÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ýðèòðî-
öèòîâ, ìå÷åííûõ R123, â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ïîêàçàííîå
â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ðàíåå íå
îòìå÷àëè. Íàèáîëåå âåðîÿòíîé ïðè÷èíîé ðîñòà èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè R123 âî âçâåñÿõ ýðèòðîöèòîâ â
óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ïðåäñòàâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ïðîíèöà-
åìîñòè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê. Ýòî âûòåêà-
åò èç ðàáîò Ï. Î÷à÷êà, êîòîðûé âïåðâûå îïèñàë ÿâëåíèå,
èìåíóåìîå «ìåòàáîëè÷åñêèì àðåñòîì». Îíî âûðàæàåòñÿ
â îãðàíè÷åíèè ÷èñëà ôóíêöèîíèðóþùèõ èîííûõ êàíàëîâ
íà îñíîâå èõ êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåñòðîåê, ÷òî ïîçâîëÿ-
åò ñíèçèòü ýíåðãåòè÷åñêèå çàòðàòû êëåòîê íà ïîääåðæà-
íèå òðàíñìåìáðàííûõ èîííûõ ãðàäèåíòîâ è óìåíüøèòü
òåì ñàìûì ôóíêöèîíàëüíóþ íàãðóçêó íà ìèòîõîíäðèè.
Ïîäîáíûå ðåàêöèè êëåòî÷íûõ ñèñòåì îòìå÷åíû ó îðãà-
íèçìîâ, òîëåðàíòíûõ ê ýêñòðåìàëüíûì óñëîâèÿì ñðåäû
(ãèïîêñèÿ, ãèïîòåðìèÿ) (Hochachka, 1986).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýðèòðîöèòû S. porcus
ñïîñîáíû ê ñáàëàíñèðîâàííîìó óãíåòåíèþ ìåìáðàííûõ
è ìåòàáîëè÷åñêèõ ôóíêöèé â óñëîâèÿõ äåôèöèòà êèñëî-
ðîäà (Ñîëäàòîâ è äð., 2010). Ýòèì, ïî âñåé âèäèìîñòè, è
ìîæíî îáúÿñíèòü ôàêò ðîñòà ôëóîðåñöåíöèè R123 ýðèò-
ðîöèòàðíûõ âçâåñåé ïðè ãèïîêñèè.

Íå ñëåäóåò èñêëþ÷àòü èç âíèìàíèÿ è äðóãèå ïðîöåñ-
ñû. Ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè R123 ìîæåò ÿâ-
ëÿòüñÿ ñëåäñòâèåì íà÷àëüíûõ ýòàïîâ ðàçâèòèÿ ðåàêöèè
ýðèòðîöèòîâ íà ãèïîêñèþ, à èìåííî ñèíòåçà ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè àäàïòèâíûõ ãåíîâ è ïåðåõîäà êëåòêè íà
àíàýðîáíûé ìåòàáîëèçì. Ýòî äîïóùåíèå âïîëíå âåðîÿò-
íî, ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ êèñëîðîäíîãî
ñåíñîðà HIF-1a â êëåòêàõ ïðîèñõîäèò â òå÷åíèå íåñêîëü-
êèõ ÷àñîâ ïîñëå ñíèæåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ñðåäå
(Rus et al., 2011), ÷òî ñîèçìåðèìî ñ âðåìåíí *ûìè ìàñøòà-
áàìè íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ïðè ãèïîêñèè ïðîèñõîäèò
êðàòêîâðåìåííàÿ èíòåíñèôèêàöèÿ ïðîöåññîâ îêèñëèòåëü-
íîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ìèòîõîíäðèÿõ, ñâÿçàííàÿ ñ îá-
ðàçîâàíèåì ôåðìåíòîâ àíàýðîáíîãî ìåòàáîëèçìà (Ïîðò-
íè÷åíêî è äð., 2012). Îòìå÷åíà ïðÿìàÿ êîððåëÿöèîííàÿ
ñâÿçü ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè R123 è êî-
ëè÷åñòâîì ÐÍÊ â êëåòêå (Darzynkiewicz et al., 1982). Ãè-
ïîêñèÿ ìîæåò èíäóöèðîâàòü è àìèòîòè÷åñêèé öèòîêèíåç
ýðèòðîöèòîâ, êîòîðûé òàêæå ìîæåò ñòàòü ïðè÷èíîé èí-
òåíñèôèêàöèè àýðîáíûõ ïðîöåññîâ (Soldatov, 1996b).

Ãèïîêñèÿ îêàçûâàëà ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå è íà èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòî÷íûõ âçâåñåé, ìå÷åí-
íûõ ÄÀÔ, — âîçðàñòàíèå îòìå÷àëè âî âñåì èññëåäóåìîì
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé êèñëîðîäà. Ýòî ìîæåò îïðåäåëÿòü-
ñÿ öåëîé ñîâîêóïíîñòüþ ïðîöåññîâ — óâåëè÷åíèåì àê-
òèâíîñòè êëåòî÷íûõ ýñòåðàç, ðîñòîì âåëè÷èíû ðÍ âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ñðåäû è èçìåíåíèåì ïðîíèöàåìîñòè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí.

Ïîñêîëüêó ïåðåâîä êðàñèòåëÿ â àêòèâíóþ ôîðìó
(ãèäðîëèç ýôèðíîé ñâÿçè è îñâîáîæäåíèå ôëóîðåñöèíà)
îñóùåñòâëÿåòñÿ ýñòåðàçàìè (ëèïàçû, àöèëàçû) (Ãàìàëåé
è äð., 1989; Prosperi, 1990), âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ÄÀÔ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èçìå-
íåíèÿõ àêòèâíîñòè êîìïëåêñà ôåðìåíòîâ ëèïèäíîãî îá-
ìåíà è îá óâåëè÷åíèè îáùåé èíòåíñèâíîñòè ìåòàáîëèçìà
â êëåòêàõ (Heslop-Harrison, Heslop-Harrison, 1970). Ïî-
äîáíàÿ òðàêòîâêà ìîæåò áûòü ïðèíÿòà äëÿ îáúÿñíåíèÿ
ïîëó÷åííûõ íàìè ðåçóëüòàòîâ. Îäíàêî îòñóòñòâèå êîððå-
ëÿöèè ìåæäó çíà÷åíèÿìè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
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Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè
ýðèòðîöèòîâ ìîðñêîãî åðøà, îêðàøåííûõ R123 è ÄÀÔ, â óñëî-

âèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãèïîêñèè in vitro.



R123 è ÄÀÔ íå ïîçâîëÿåò îêîí÷àòåëüíî ïðèíÿòü äàííóþ
òî÷êó çðåíèÿ.

Ìàëî âåðîÿòíî òàêæå è òî, ÷òî â óñëîâèÿõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ãèïîêñèè ðîñò âåëè÷èíû ðÍ öèòîïëàçìû
ýðèòðîöèòîâ âíîñèë ñóùåñòâåííûé âêëàä â èçìåíåíèÿ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÄÀÔ ýðèòðîöèòàðíûõ
âçâåñåé. Îáùåèçâåñòíî, ÷òî óñèëåíèå àíàýðîáíûõ ïðî-
öåññîâ â êëåòêå ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ ëàêòàòà è ðàçâè-
òèþ ëîêàëüíîãî àöèäîçà, ÷òî èñêëþ÷àåò óâåëè÷åíèå çíà-
÷åíèé ðÍ (Baldisserotto et al., 2008).

Áîëåå âåðîÿòíîé ïðè÷èíîé ðîñòà èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ÄÀÔ âî âçâåñÿõ ýðèòðîöèòîâ â óñëîâèÿõ ãè-
ïîêñèè ïðåäñòàâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ïðîíèöàåìîñòè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòêè, êîòîðîå îáñóæäàëîñü
ðàíåå â îòíîøåíèè R123. Èçâåñòíî, ÷òî ïîëÿðíàÿ ôëóî-
ðåñöèðóþùàÿ ôîðìà ÄÀÔ, îáðàçóþùàÿñÿ â êëåòêå, íå-
ñïîñîáíà áûñòðî ïðîõîäèòü ÷åðåç âíåøíþþ ìåìáðàíó è
÷òî â ñëó÷àå îãðàíè÷åíèÿ åå ïðîíèöàåìîñòè êðàñèòåëü
äîëæåí íàêàïëèâàòüñÿ â êëåòêàõ (Prosperi, 1990).

Òàêèì îáðàçîì, ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ãèïîêñèÿ â óñëî-
âèÿõ in vitro èíäóöèðóåò ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè R123 è ÄÀÔ â ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñÿõ óñòîé÷èâîé ê
äåôèöèòó êèñëîðîäà S. porcus. Â îñíîâå äàííîãî ÿâëåíèÿ,
ïî-âèäèìîìó, ëåæèò ïðîöåññ ñíèæåíèÿ ÷èñëà ôóíêöèî-
íèðóþùèõ èîííûõ êàíàëîâ íà óðîâíå öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû êëåòîê. Îíî ñïîñîáñòâóåò çàäåðæêå ïî-
ëÿðíîé ôëóîðåñöèðóþùåé ôîðìû ÄÀÔ â öèòîïëàçìå è
îäíîâðåìåííî ñíèæàåò ýíåðãåòè÷åñêèå çàòðàòû íà ïîä-
äåðæàíèå òðàíñìåìáðàííûõ êàòèîííûõ ãðàäèåíòîâ. Ïî-
ñëåäíåå íàõîäèò îòðàæåíèå â óâåëè÷åíèè ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé, íà ÷òî óêàçûâàåò ðîñò ôëóîðåñ-
öåíöèè R123 ýðèòðîöèòàðíûõ âçâåñåé.
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Hypoxia is a wide spread phenomena throughout the world’s aquatic systems. This paper investigates the
functional state of scorpion fish red blood cells under acute hypoxia between 0.57—8.17 mg Î2/l (in vitro) by
assessing of the fluorescence of Rhodamine 123 (R123) and Fluorescein diacetate (FDA). Acute hypoxia indu-
ced a significant increase in the fluorescence of both fluorochromes (R123 — 12—60, FDA — 30—184 %).
This reaction is based on a probable decrease in erythrocyte membrane permeability. The reduction of functio-
nal ionic channels in red blood cells delays FDA in the cytoplasm and lowers the energy costs required for
transmembrane cationic gradient maintenance, which reflects an intensification of R123 fluorescence.

K e y w o r d s: red blood cells, flow cytometry, hypoxia, Scorpaena porcus L., R123, FDA.
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