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Исследовано влияние температуры в диапазоне от 1 до 15 °С на способность гемоглобина свя-
зывать кислород в крови теплолюбивых – кефаль-сингиль (Liza aurata), хамса (Engraulis encrasicolus) 
и холодолюбивых – тюлька (Clupeonella cultriventris) видов рыб. При температуре воды ниже 10 °С 
тепловая зависимость реакции оксигенации крови у теплолюбивых рыб значительно повышается, о 
чем свидетельствуют высокие значения ΔH. Это сопровождается увеличением сродства гемоглобина 
цельной крови к кислороду и осложняет процесс ее деоксигенации на тканевом уровне. Данная реакция, 
по-видимому, определяется изменением характера взаимодействия гемоглобина с внутриэритроци-
тарной средой. В условиях длительного содержания рыб при 5 °С в эритроцитах наблюдается увеличе-
ние концентрации нуклеотидтрифосфатов (NTP), что частично компенсирует негативные изменения 
сродства гемоглобина крови к кислороду (величина показателя P50 повышается). Однако при более 
низких температурах (1–2 °С) эта реакция не наблюдается.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: гипотермия, гемоглобин, сродство к кислороду, эритроциты, нуклеотид-
трифосфаты, морские рыбы.

С остояние асфиксии, возникающее у 
водных пойкилотермов в условиях 
внешней гипотермии при температуре 

6–7 °С, описано в работах [1, 2]. Это состояние 
в определенной степени парадоксально, так 
как развивается при снижении потребности 
организма в кислороде и повышении раство-
римости кислорода в воде, тканевых и цирку-
ляционных средах. Известно, что гипотермия 
вызывает усиление анаэробных процессов в 
тканевых структурах. Так, у ряда морских рыб 
наблюдали повышение содержания лактата 
при одновременном снижении уровня мета-
болитов цикла Кребса, на фоне уменьшения 
суммы адениловых нуклеотидов и энергетиче-
ского заряда клетки [3, 4]. 

Особый интерес представляет индукция 
образования HIF-1 (hypoxia inducible factor) 
при низких температурах [5]. Сравнительно 
недавно этот фактор был идентифицирован 
в плазме крови форели [6]. Установлено, что 
HIF-1, наряду с другими локусами генома, 
экспрессируется гипоксией [7, 8]. Это означает, 
что гипотермия должна изменять кислород-
ный режим тканей.

Исследования, выполненные нами ра-
нее на кефали-сингиле, подтверждают данное 
предположение [9]. Показано, что при темпе-
ратуре ниже 5 °С напряжение кислорода (РО2) 
в скелетных мышцах и венозной крови пони-
жается, а содержание анаэробных метаболитов 
растет. При этом артериальное РО2 остается в 
пределах нормы. Это означает, что развитие 
состояния гипоксии не связано с внешним 
дефицитом кислорода и функциональной де-
прессией респираторных систем. Ухудшение 
кислородного режима тканей, скорее всего, 
связано с молекулярными системами транс-
порта и утилизацией кислорода. Этим аспек-
там проблемы и посвящена настоящая работа.

Материалы и методы

В работе использовали особей: кефали-
сингиля (Liza aurata, масса тела – 52–74 г), 
хамсы (Engraulis encrasicolus, масса тела – 8,3–
13,1 г) и тюльки (Clupeonella cultriventris, масса 
тела 7,0–9,0 г). Первые два вида толерантны к 
высокой температуре, последний – к низкой.

Контрольную группу кефали содержали 
при температуре воды 15 ± 1 °С. В ходе опы-
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та температуру снижали со скоростью 0,2 °С/ч 
от 15 до 1 °С, оставляя в процессе снижения 
группы особей при 10 ± 1°, 5 ± 1° и 1 ± 1 °С. 
После этого исследовали  адаптацию к указан-
ным температурам в течение 40 сут. Регистра-
цию показателей и отбор проб крови проводи-
ли на 1–5-, 14–15- и 41–46-е сутки.

Контрольные группы рыб тюльки и хам-
сы содержали при 15 ± 1 °С, а опытные – 
при 5 ± 1 °С. Длительность экспозиции была 
15 сут.

Пробы крови получали пункцией сердца 
в шприц под слой вазелинового масла. Стенки 
шприца предварительно ополаскивали раство-
ром 0,9% NaCl, содержащим 10 U мл-1 гепари-
на (Richter, Венгрия). В момент отбора проб и 
регистрации показателей применяли уретано-
вую анестезию [10].

Для получения гемолизатов плазму от-
деляли от форменных элементов посредством 
центрифугирования (750 g, 30 мин, центрифуга 
MPW-310, Польша). Эритроциты трижды от-
мывали от плазмы в изотонических растворах 
глюкозы. Полученную эритроцитарную мас-
су лизировали двумя объемами охлажденного 
бидистиллята. Мембраны эритроцитов осаж-
дали при 9000 g в течение 30 мин. Гемолизат 
использовали для построения кривых диссо-
циации и определения концентрации нуклео-
тидтрифосфатов (NTP) и Cl-. 

Кривые кислородного насыщения для 
цельной крови и гемолизатов строили при 
помощи спектрофотометрического метода 
с использованием кювет-десатураторов [11]. 
Спектрофотометрические кюветы имели тол-
щину 10 мм, объем сатуратора – 50 мл, изме-
рения выполняли при 15 °С. При работе с ге-
молизатами использовали 20 мМ фосфатный 
буфер (pH 7,8). Величину рН крови и гемоли-
затов контролировали при помощи рН-метра 
(ELWRO N 5123, Польша). Величину P50 рас-
считывали по кривым кислородного насыще-
ния. Тепловой эффект реакции оксигенации 
(ΔH) оценивали по уравнению Вант-Гоффа.

Концентрацию NTP в эритроцитах опре-
деляли при помощи неэнзиматического метода 
Сейца [12], а уровень Cl- измеряли на спектро-
фотометре с применением набора реактивов 
(Lacheme, Чехия).

Результаты представлены в виде xSx   . 
Достоверность полученных результатов оцени-
вали при помощи t-критерия Стьюдента [13]. 
Объем выборочных совокупностей (n) состав-
лял 5–8 особей.

Результаты и обсуждение

Показано, что при снижении температу-
ры воды от 15 до 10 °С величина показателя P50 

уменьшается на 4,3 гПа (рис. 1). Одновременно 
происходит увеличение pH артериальной кро-
ви на 0,13 единиц и концентрация Cl- в эри-
троцитах снижается на 30,5 ммоль л-1 (рис. 2). 
Содержание NTP в красных клетках крови 
при этом остается на уровне контроля (рис. 1).

В течение первых пяти суток содержания 
рыб при 5 °С значительно увеличивается срод-
ство гемоглобина крови к кислороду. Величина 
показателя P50 снижается на 14,9 гПа (рис. 1) 
по сравнению с контролем. Теплота оксигена-
ции, рассчитанная для интервала температур 
5–10 °С, равняется -5,36 ккал моль-1 O2, а для 
интервала 10–15 °С – -1,24 ккал моль-1 O2. Па-
раллельно снижается концентрация Cl- в эри-
троцитах, а значение pH артериальной крови 
остается таким же как и при 10 °С (рис. 2).

Дальнейшее (36–41 сут) содержание кефа-
ли при 5 °С приводит к частичной компенса-
ции отмеченных выше изменений. Сродство 
гемоглобина крови к кислороду уменьшает-
ся, о чем свидетельствует увеличение P50 на 
6,5  гПа. Одновременно растет концентрация 
NTP (на 1,7 мкмоль г-1·Hb) в красных клетках 
крови (рис. 1). Тогда как концентрация Cl- в 
эритроцитах и значение рН артериальной кро-
ви остаются на уровне значений, зарегистри-
рованных в первые пять суток адаптации при 
температуре 5 °С.

Изменение характера связывания кисло-
рода кровью, отмеченные у кефали при 5 °С 
(1–5‑е сут), еще более усиливаются при адап-
тации к температуре 1–2 °С: величина P50 со-
ставляет 11,3 ± 0,5 гПа, что на 19,4 гПа ниже 
контрольного уровня и на 4,5 гПа ниже значе-
ний, полученных при 5 °С. При температуре 
1–2 °С также наблюдается снижение концен-
трации Cl- в эритроцитах и увеличение значе-
ний рН артериальной крови (рис. 2). Однако 
отсутствуют компенсационные реакции при 
адаптации к данной температуре. Значения P50 
не изменяются, а внутриклеточная концентра-
ция NTP остается на уровне контрольных ве-
личин (рис. 1).

Для уточнения процессов, определяющих 
влияние низкой температуры на связывание 
кислорода гемоглобином крови рыб были вы-
полнены исследования на теплолюбивой хамсе 
и холодолюбивой тюльке. Показано, что вели-
чина P50 у хамсы при снижении температуры 
воды в диапазоне от 5 до 15 °С уменьшается на 
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Рис. 1. Сродство гемоглобина цельной крови ке-
фали к кислороду (1) и содержание NTP в эри-
троцитах (2) при экспериментальной гипотер-
мии ( xSx   , n = 6–8, P < 0,001)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1.  Сродство гемоглобина кефали цельной крови к кислороду (1) и 

содержание NTP в эритроцитах (2) в условиях эксперимен-
тальной гипотермии (Х  Sx, n = 6–8, P  0,001) 
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Рис. 2. Величина рН артериальной крови и кон-
центрация Cl- в эритроцитах кефали при экс-
периментальной гипотермии (К – контроль при 
15 °С; xSx    , n = 6–8, P < 0,001)
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49,2% (Р < 0,001), тогда как у тюльки – только 
на 27,1% (Р < 0,001) (табл. 1). Теплота окси-
генации по уравнению Вант-Гоффа у хамсы в 
2,1 раза выше, что отражает высокую чувстви-
тельность гемоглобина крови данного вида 
рыб к низким температурам.

В табл. 2 представлены результаты экс-
периментов in vitro по определению сродства 
гемоглобина цельной крови и гемолизата к 
кислороду у хамсы. Как видно, снижение 

температуры в большей степени отражается 
на значениях P50 цельной крови, чем гемоли-
зата. Разница по P50 в первом случае состав-
ляет 40,5% (Р < 0,001), а во втором – только 
27,1% (Р  < 0,05). Это означает, что высокая 
чувствительность гемоглобина крови хамсы к 

а. а. солдатов, и. а. парфенова 
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температуре в большей степени определяется 
внутриэритроцитарным микроокружением, 
чем свойствами самого гемоглобина.

Взаимодействие гемоглобина с кисло-
родом представляет собой экзотермический 
процесс. Поэтому снижение температуры 
должно способствовать образованию оксиге-
моглобинового комплекса. Однако, как следует 
из результатов экспериментов, эта зависимость 
проявляется непропорционально. Сродство ге-
моглобина крови к кислороду у теплолюбивых 
рыб при температуре воды в диапазонах 1–5° 
и 5–10 °С, изменяется в большей степени, чем 
при 10–15 °С, а тепловой эффект реакции ок-
сигенации в 4,3 раза выше. У холодолюбивых 
рыб подобная закономерность не наблюдается. 

Известно, что кровь, обладающая высо-
ким сродством к кислороду, затрудняет «раз-
рядку» оксигемоглобина на тканевом уровне. 
Как следствие, это приводит к уменьшению 
PO2 в тканях, венозной крови, увеличивает ар-
териовенозный градиент по PO2 и сопровож
дается развитием тканевой гипоксии, что по-
казано нами ранее [9].

Как уже отмечалось, в организме кефали 
при 5 °С в течение 46 сут развиваются компен-
сационные процессы. Сродство крови к кисло-
роду частично восстанавливается (снижается). 
При более низких температурах эти процессы 
не выражены. Коррекция кислородосвязую-
щих свойств крови происходит на фоне увели-
чения концентрации NTP в красных клетках 
крови. Концентрация Cl- в эритроцитах и pH 
крови не претерпевают существенных измене-

ний. Известно, что изменение концентрации 
NTP в эритроцитах рыб является основным 
фактором, регулирующим связывание кисло-
рода гемоглобином [14, 15]. Увеличение кон-
центрации NTP в эритроцитах снижает срод-
ство гемоглобина крови к кислороду. Ранее 
было установлено, что кровь кефали-сингиля, 
обладающая низким сродством к кислороду, 
облегчает его отдачу на тканевом уровне и спо-
собствует нормализации кислородного режима 
тканей [9].

Эксперименты, выполненные in vitro на 
гемолизатах и цельной крови хамсы, показа-
ли, что высокая чувствительность гемоглоби-
на теплолюбивых рыб к низким температурам 
скорее связана с изменением характера взаи-
модействия между гемоглобином и внутриэри-
троцитарным микроокружением, чем со свой-
ствами самого гемоглобина.

Известно, что при снижении температуры 
значение рН в жидких средах повышается, что 
отражает зависимость диссоциации водных 
растворов от температуры [16]. Однако в тече-
ние 5–15 сут эксперимента эта закономерность 
не проявлялась. Величина рН при 5° и 1–2 °С 
совпадает со значениями, отмеченными при 
10  °С. Это свидетельствует о поступлении в 
плазму крови кислых компонентов. Такая си-
туация возможна, если принять во внимание 
развитие состояния тканевой гипоксии, отме-
ченное у теплолюбивых рыб при низких темпе-
ратурах [9]. В результате в тканях повышается 
содержание лактата, который может поступать 
в циркуляционные среды, вызывая понижение 

Т а б л и ц а  1. Сродство гемоглобина крови к кислороду у хамсы и тюльки при температуре воды 5 и 
15 °С

Виды рыб
Р50, гПа

ΔH, ккал моль-1 О215 °С 5 °С

Хамса 31,9 ± 1,0 (6) 16,2 ± 1,7 (5) -10,1

Тюлька 28,4 ± 1,1 (5) 20,7 ± 1,2 (5) -4,7
Примечание: в скобках указано число особей

Таблица 2. Сродство гемоглобина цельной крови и гемолизата к кислороду у хамсы в условиях in vitro 
при температуре 5 и 15 °С

Температура
инкубационной среды

Р50, гПа

Кровь Гемолизат

15 °С 30,4 ± 1,1 (5) 21,0 ± 1,5 (5)

5 °С 18,1 ± 1,8 (5) 15,3 ± 0,8 (5)
Примечание: в скобках указано число проб

короткі повідомлення
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величины рН [3, 4, 9]. Одновременно происхо-
дит усиление трансмембранного обмена Na+/
H+ у эритроцитов, которое индуцируется кате-
холаминами в условиях гипоксии [17,18]. Вы-
ход Н+, за пределы эритроцитов способствует 
не только развитию ацидоза плазмы, но и рос
ту сродства гемоглобина крови к кислороду в 
соответствии с прямым эффектом Бора.

Одним из эффектов, показанным в рабо-
те, является относительно равномерный рост 
содержания в эритроцитах Cl-. Данный анион 
вовлечен в сеть электростатических взаимо-
действий Valα1(NA1) с Argα141(HC3), которые 
определяют около 20% эффекта Бора [19, 20]. 
В оксисостоянии связь нарушается, Cl- диссо-
циирует, рК снижается на 0,5 единиц. Отсюда 
следует, что снижение содержания Cl- в крас-
ных клетках крови способствует увеличению 
сродства гемоглобина к кислороду.

Полученные результаты показали, что из-
менение внутриэритроцитарного окружения 
теплолюбивых рыб приводит к увеличению 
сродства гемоглобина к кислороду. Это, в свою 
очередь, должно было бы усиливать тепловой 
эффект реакции оксигенации, однако при ра-
боте с гемолизатами это не было обнаружено. 
Следовательно повышенная чувствительность 
крови теплолюбивых рыб к гипотермии как 
уже отмечалось не определяется свойствами 
самого гемоглобина. Компенсационный рост 
содержания NTP в эритроцитах при 5 °С сни-
мает негативный эффект, что еще раз дока-
зывает роль внутриэритроцитарной среды в 
адаптации теплолюбивых рыб к низким тем-
пературам.

Таким образом, при температуре воды 
ниже 10 °С тепловая зависимость реакции 
оксигенации крови у теплолюбивых рыб по-
вышается. Это сопровождается значительным 
увеличением сродства гемоглобина цельной 
крови к кислороду и осложняет процесс ее де-
оксигенации на тканевом уровне. В условиях 
длительного содержания рыб при 5 °С в их 

эритроцитах происходит увеличение концен-
трации NTP, что компенсирует негативные из-
менения сродства гемоглобина крови к кисло-
роду. Однако при более низких температурах 
(1–2 °С) эта реакция полностью подавляется.

зв’язування кисню кров’ю 
морських риб в умовах 
експериментальної гіпотермії

О. О. Солдатов1, І. О. Парфьонова2

1Інститут біології південних морів ім. 
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Досліджено вплив температури в діапазоні 
від 1 до 15 °С на властивості гемоглобіну 
зв’язувати кисень у крові теплолюбних – ке-
фаль-сингиль (Lіza aurata), хамса (Engraulіs 
encrasіcolus), і холодолюбивих – тюлька 
(Clupeonella cultrіventrіs) видів риб. У разі тем-
ператури води нижче 10 °С теплова залежність 
реакції оксигенації крові теплолюбних риб 
надмірно підвищується, про що свідчать 
високі значення ΔH. Це супроводжується знач-
ним збільшенням спорідненості цільної крові 
до кисню й ускладнює процес її деоксигенації 
на тканинному рівні. Ця реакція, очевид-
но, визначається зміною характеру взаємодії 
гемоглобіну з еритроцитарним середовищем. В 
умовах тривалого утримання особин при 5 °С 
в еритроцитах спостерігається збільшення 
концентрації NTP, що частково компенсує 
негативні зміни спорідненості крові до кисню 
(величина показника P50 підвищується). Од-
нак за нижчих температур (1–2 °С) ця реакція 
відсутня.

К л ю ч о в і  с л о в а: гіпотермія, гемо
глобін, спорідненість до кисню, еритроцити, 
нуклеотидтрифосфати, морські риби.

а. а. солдатов, и. а. парфенова 
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S u m m a r y

Influence of temperature in the range of 
1-15 °С on oxygen binding properties of blood of 
thermophilic – golden mullet (Liza aurata), an-
chovy (Engraulis encrasicolus), and cold-tolerant – 
sardelle (Clupeonella cultriventris) fishes has been 
investigated under experimental conditions. Heat 
dependence of oxygenation reaction in thermo-
philic fish blood at temperature below 10 °C con-
siderably increases, which is evidenced by high ΔH 
values. That is accompanied by a substantial in-
crease of blood oxygen affinity and complicates 
blood deoxygenation at the tissue level. This reac
tion is apparently determined by the change of 
hemoglobin interaction with intraerythrocyte me-
dium. The concentration of NTP in erythrocytes 
increases, that partially compensates negative 
changes of blood oxygen affinity (parameter P50 is 
raised) under long-term maintenance of fishes at 
5 °С. However this reaction is not observed at low 
temperatures (1-2 °C).

K e y  w o r d s: hypothermia, hemoglobin, 
oxygen affinity, erythrocyte, nucleotide triphos-
phate, marine fishes.
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