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В условиях краткосрочного эксперимента исследовали влияние острой гипоксии на морфо-
функциональное состояние эритроцитов морского ерша (Scorpaena porcus L. 1758). Рыб со-
держали при 8,5–8,7 мгO2 · л-1 (100% насыщение, контроль), 2,6 мгO2 · л-1 (30% насыщение)
и 1,3 мгO2 · л-1 (15%насыщение) в течение 90минут. При 30%насыщении воды кислородом не на-
блюдали каких-либо изменений, показатели состояния эритроцитов сохранялись на уровне кон-
трольных значений. При 15% насыщении воды кислородом происходило угнетение эритропоэти-
ческих процессов, выраженное в преимущественном снижении содержания в крови наименее диф-
ференцированных эритроидных форм (базофильных нормобластов). Одновременно отмечались
набухание циркулирующих эритроцитов и лизис осмотически низкостойких и аномальных клеток,
что приводило к снижению кислородной ёмкости крови и к росту осмотической резистентности
циркулирующей эритроцитарной массы. Выявленный порядок изменений в системе красной кро-
ви способен индуцировать продукцию эритропоэтинов в почках и активизировать эритроидный
росток в гемопоэтической ткани.
Ключевые слова: гипоксия, эритроциты, гемоглобин, эритрограмма крови, морфометрия клеток,
Scorpaena porcus L.

Механизм участия системы красной крови костистых рыб в адаптации к среде с низкой кон-
центрацией кислорода наиболее активно исследуется последние 30 лет. Показано, что гипоксия
и анемия усиливают продукцию эритропоэтина в почках рыб [18, 19]. Эритропоэтин впервые был
идентифицирован у данной систематической группы с использованием методов иммунохимическо-
го анализа [30], а к настоящему времени уже подробно описана структура его гена на примере
Fugu rubripes [12]. Эритропоэтин повышает темпы пролиферации и дифференцировки в эритро-
идном ростке гемопоэза, что с течением времени смещает эритроцитарный баланс в пользу про-
дукционных процессов и сопровождается ростом кислородной ёмкости крови [6, 21]. Однако
это сравнительно инерционный процесс, развивающийся на протяжении нескольких дней [6].

Другой, более лабильной компенсационной реакцией на гипоксию следует считать опорожнение
кровяных депо [29], которое позволяет повысить кислородную ёмкость крови в относительно корот-
кий промежуток времени. У рыб соответствующуюфункцию выполняет селезёнка [14, 17], при этом
в крови появляются старые эритроциты, имеющие ограниченный срок циркуляции в перифери-
ческом русле [17]. Между тем продолжительность жизни клеток красной крови у рыб высока [2],
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поэтому данная компенсационная реакция может быть эффективной на значительном временном
отрезке. Сравнительная оценка резервов крови у пелагических и донных рыб показала, что у первых
объём депо почти в 5 раз выше [7].

Рост кислородной ёмкости крови в условиях гипоксии может быть обусловлен и частичной де-
гидратацией плазмы, что сопровождается увеличением вязкости крови и негативно сказывается
на работе сердца; в связи с этим процесс эффективен только на начальных этапах адаптации к де-
фициту кислорода. Ранее данный механизм был изучен в эксперименте у особей скорпены [9].

Существенным дополнением к процессам, происходящим на системном уровне, является также
выявленная коррекция положения кривых диссоциации оксигемоглобина. В условиях гипоксии от-
мечаются количественные и качественные перестройки в гетерогенной системе данного белка [20].
Появляются компоненты, обладающие обратным эффектом Бора [13, 15], не чувствительные
к рН [25, 28], сочетающие высокое сродство с выраженным эффектом Бора [8], и др.

В настоящей работе особое внимание уделяется процессам, происходящим в системе красной
крови толерантных к гипоксии рыб, на начальных этапах адаптации к дефициту кислорода, которые
впоследствии определяют многие из вышеперечисленных адаптивных изменений. Цель работы ―
исследование морфофункциональных характеристик эритроцитов циркулирующей крови морского
ерша в условиях острой гипоксии (краткосрочный эксперимент).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Работа выполнена на взрослых особях морского ерша (Scorpaena porcus L. 1758) в состоянии от-

носительногофизиологического покоя (III–IV стадия зрелости гонад): длина тела―15–17 см, вес―
90–110 г. Данный вид отличается повышенной устойчивостью к гипоксии. Среди представителей
донной ихтиофауны черноморского региона именно скорпена обладает устойчивостью к наиболее
низким критическим и пороговым концентрациям кислорода [3]. Рыбу отлавливали при помощи
ставного невода и доставляли в лабораторию в пластиковых баках объёмом 60 л с принудительной
аэрацией. Транспортировка длилась не более трёх часов. После отлова скорпен рассаживали в ак-
вариумы с естественным протоком, где выдерживали в течение одной недели для снятия состояния
стресса, вызванного отловом и транспортировкой. Особей кормили фаршем из малоценных видов
рыб. Суточный пищевой рацион составлял 6–7% от массы тела. Исследовали только подвижных
и активно питающихся особей.

Экспериментальная часть выполнена с применением специально разработанного стенда, кото-
рый позволяет стабилизировать требуемую температуру и концентрацию кислорода в воде на про-
тяжении неограниченного периода времени. Температура воды в рабочей камере поддерживалась
на уровне 14–16 °C. Фотопериод ― 12 ч день : 12 ч ночь. После адаптации к этим условиям (24 ч)
содержание кислорода в воде в одной серии экспериментов снижали в течение 2,5–3,0 ч с 8,5–
8,7 мгO2 · л-1 (100% насыщение, контроль) до 2,6 мгO2 · л-1 (30% насыщение, опыт), а в другой
серии― до 1,3 мгO2 · л-1 (15% насыщение, опыт) путём прокачивания азота. Экспозиция особей
в обеих сериях эксперимента составляла 90минут. Содержание кислорода в воде контролировали
потенциометрически с помощью оксиметра ELWRO PRL T N5221 (Польша). При изъятии особей
из камеры применяли уретановую анестезию [26].

Кровь получали пункцией хвостовой артерии. В качестве антикоагулянта применяли гепарин
(«Рихтер», Венгрия). Образцы крови помещали в пластиковую пробирку объёмом 0,5 мл. Концен-
трацию гемоглобина в крови определяли при помощи гемиглобинцианидного метода с применени-
ем стандартного набора реактивов («Агат», Россия). Количество эритроцитов подсчитывали в ка-
мере Горяева [1]. Осмотическую резистентность клеток красной крови оценивали по микроскопи-
ческому методу Яновского [1]. Одновременно изготавливали мазки крови, которые окрашивали
по комбинированному методу Паппенгейма (Май-Грюнвальд + Романовский ― Гимза) [1]. На маз-
ках подсчитывали количество незрелых (базофильных и полихроматофильных нормобластов)
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и аномальных эритроидных форм (дакриоцитов, эритроцитарных теней, клеток с микроядерны-
ми включениями и со случаями инвагинации ядер). Объём выборочных совокупностей составил
10 000 клеток на мазок, с учётом зрелых эритроцитов. На основании полученных значений рас-
считывали долю незрелых и аномальных эритроидных форм в процентах. В работе использовали
светооптический микроскоп «Биолар» (Польша), оборудованный камерой Olympus C-7070.

Линейные размеры клеток крови определяли по фотографиям с помощью программы
ImageJ 1.44p [16]. Измеряли большую и малую оси клеток (С1 и С2) и их ядер (N1 и N2). На ос-
новании определённых значений рассчитывали объём эритроцита (Vc), с учётом объёма его ядра
(Vn) и толщины клетки (h), по следующим уравнениям:

Vc = 0, 7012×
(
C1 + C2

2

)
× h+ Vn ,

Vn =
π ×N1 ×N2

2

6
,

h = 1, 8 + 0, 0915× (C1 − 7, 5) .
Статистическую обработку и графическое оформление полученных результатов проводи-

ли с применением стандартного пакета Grapher (версия 7). Результаты представлены в виде
x̄ ± Sx̄. Достоверность различий оценивали при помощи t-критерия Стьюдента, нормальность
распределения ― по критерию Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Концентрация гемоглобина и число эритроцитов в крови контрольной группы рыб составляли

(43,7 ± 2,8) г·л-1 и [(0,86 ± 0,07)·(106)] кл-к·мкл-1. Снижение содержания кислорода в воде до уровня
30% насыщения не оказывало значимого влияния на данные показатели (рис. 1). При более глу-
бокой гипоксии (15% насыщение) концентрация гемоглобина и число эритроцитов в крови ерша
понижались на 17,6 и 12,8% соответственно (p < 0,05).

В условиях эксперимента также отмечено изменение объёма циркулирующих эритроцитов.
При 15% насыщении воды кислородом увеличение составило (270,4 ± 1,7) мкм³, что на 4,1%
(p < 0,01) выше контрольных значений [(259,7 ± 1,3) мкм³]. При 30% насыщении эритроциты, на-
против, уменьшались в объёме на 4,0% (p < 0,01) [(249,1 ± 1,5) мкм³]. Описанные выше изменения
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Рис. 1. Концентрация гемоглобина и число эритроцитов в крови морского ерша при различном
насыщении воды кислородом (1 ― нормоксия; 2 ― 30% насыщение; 3 ― 15% насыщение)
Fig. 1. The hemoglobin concentration and erythrocytes number in the scorpionfish blood under water
with different oxygen saturation (1 – normoxia; 2 – 30% saturation; 3 – 15% saturation)
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происходили на фоне роста осмотической стойкости эритроцитов при 15% насыщении воды кисло-
родом, что допускает лизис части клеток (табл. 1). Максимальная (полный лизис) и минимальная
(начало лизиса) резистентность эритроцитов повышалась на 17–18% (p < 0,01), то есть разрушение
клеток происходило при более низких концентрациях NaCl в инкубационной среде.

Таблица 1. Показатели осмотической стойкости циркулирующих эритроцитов морского ерша
в условиях экспериментальной гипоксии
Table 1. Parameters of osmotic resistance of circulating red blood cells of scorpionfish under experimental
hypoxia

Условия Число Осмотическая резистентность, % NaCl
эксперимента особей минимальная максимальная

Нормоксия 7 0,484 ± 0,013 0,311 ± 0,013
Насыщение 30% 5 0,429 ± 0,029 0,293 ± 0,025
Насыщение 15% 6 0,400 ± 0,020 0,225 ± 0,014

Одновременно наблюдали понижение числа эритроцитарных аномалий в крови в контрольной
группе рыб: дакриоцитов― на 0,4% (p < 0,05), клеток с микроядерными включениями― на 0,05%
(p < 0,001), эритроцитарных теней ― на 0,26% (p < 0,001). Данное явление происходило только
при 15% насыщении воды кислородом (рис. 2).
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Рис. 2. Содержание аномальных эритроидных форм в крови морского ерша при различном насыщении
воды кислородом (1 ― нормоксия; 2 ― 30% насыщение; 3 ― 15% насыщение)
Fig. 2. The content of abnormal erythroid forms in the scorpionfish blood under water with different oxygen
saturation (1 – normoxia; 2 – 30% saturation; 3 – 15% saturation)
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Единственной аномалией, процентное содержание которой сохранялось в крови на уровне кон-
трольных значений, являлись клетки со случаями инвагинации ядра. При 30% насыщении во-
ды кислородом, в сравнении со 100% (контрольная группа рыб), различия не были выражены.
Морфологические особенности аномальных клеток показаны на рис. 3.

Рис. 3. Морфологические особенности незрелых и аномальных эритроидных форм крови морско-
го ерша (1 ― базофильные нормобласты; 2 ― полихроматофильные нормобласты; 3 ― дакриоциты;
4 ― эритроцитарные тени; 5 ― клетки с микроядерными включениями; 6 ― клетки со случаями
инвагинации ядер)
Fig. 3. Morphological features of immature and abnormal erythroid forms of the scorpionfish blood
(1 – basophilic normoblasts; 2 – polychromatophilic normoblasts; 3 – dacryocytes; 4 – erythrocyte shadows;
5 – cell with a micronucleus inclusions; 6 – cell with nuclear invaginations)

Анализ содержания незрелых эритроидных форм (базофильных и полихроматофильных нор-
мобластов) в крови ерша показал (рис. 3), что при 15% насыщении воды кислородом их пока-
затели относительно контрольных значений уменьшались на 2,2% (p < 0,05) (рис. 4). В боль-
шей степени это затрагивало мало дифференцированные эритроидные формы (базофильные нор-
мобласты, далее ― БН), чем полихроматофильные нормобласты (далее ― ПН), причём индекс
БН/ПН уменьшался на 26%. При более высоком насыщении воды кислородом (30%) данное
явление не наблюдали.

ОБСУЖДЕНИЕ
Необходимо обратить внимание на то, что основные эффекты выявлены только при акклимации

рыб к условиям 15% насыщения воды кислородом. Ключевыми результатами являются:
• понижение концентрации гемоглобина и числа эритроцитов в крови;
• рост осмотической стойкости клеток красной крови;
• уменьшение относительного содержания в крови аномальных и незрелых эритроидных форм.
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Рис. 4. Содержание незрелых эритроидных форм в крови морского ерша при различном насыщении
воды кислородом (1 ― нормоксия; 2 ― 30% насыщение; 3 ― 15% насыщение)
Fig. 4. The content of immature erythroid forms in the scorpionfish blood under water with different oxygen
saturation (1 – normoxia; 2 – 30% saturation; 3 – 15% saturation)

Уменьшение концентрации гемоглобина и числа эритроцитов в крови в условиях краткосрочной
адаптации к гипоксии отмечено и у высших позвоночных [4, 5]. В основе наблюдаемых изменений
могут лежать несколько процессов:
1) смещение эритроцитарного баланса в пользу деструктивных процессов;
2) депонирование части циркулирующей эритроцитарной массы;
3) гидратация плазмы крови;
4) лизис части старых и аномальных эритроцитов.
Последние два упомянутых процесса могут дополнять друг друга.

Изменение баланса между продукцией и деструкцией эритроидных клеток в системе крас-
ной крови — весьма инерционный процесс, эффект от которого можно наблюдать только спустя
несколько суток (в течение 90минут это сделать не удастся). Данный процесс можно исключить
из рассмотрения, поскольку гипоксия обычно не подавляет, а индуцирует продукцию эритроцитов
в кроветворной ткани на значительном отрезке времени [21].

Резервирование части циркулирующей эритроцитарноймассы в кровяных депо―реакция, кото-
рая может протекать в относительно короткий промежуток времени. Соответствующую роль у рыб,
как и у других организмов, в основном выполняет селезёнка [14, 17]. Мембраны старых эритро-
цитов имеют изменённый антигенный комплекс [11], что позволяет строме селезёнки избиратель-
но аттрактировать данные клетки на своей поверхности, выводя их из системы циркуляции. Вме-
сте с тем маловероятно предположение, что за 90минут экспериментальной гипоксии число этих
клеток может существенно возрасти. К тому же, как уже отмечалось, функция депо крови у донных
видов рыб, к которым относится и морской ёрш, развита значительно хуже, чем у пелагических [7].
Тем не менее процесс извлечения клеток из депо не следует исключать из рассмотрения.

Также лишь теоретическим является предположение о возможности частичной гидратации плаз-
мы крови в условиях гипоксии. Ранее показано, что у ерша при гипоксии, напротив, незначитель-
ной дегидратации подвергается кровь [9], что должно приводить к относительному росту числа
эритроцитов в крови, а не к его понижению.

Более вероятным процессом, определяющим сокращение числа эритроцитов в крови ерша, нам
представляется избирательный лизис старых и аномальных клеток. В проведённом эксперимен-
те действительно отмечено понижение содержания большинства аномальных эритроидных форм
в крови скорпены в условиях гипоксии (15% насыщение).

Причиной лизиса клеток красной крови в условиях экстремальной гипоксии может стать также
их набухание (свеллинг), упомянутое во многих работах. Впервые данная реакция была отмечена

Морской биологический журнал 2018 Том 3 № 4



98 А.А. СОЛДАТОВ, Т. А. КУХАРЕВА, А.Ю. АНДРЕЕВА, И.А. ПАРФЕНОВА

финскими исследователями у радужной форели [22], а затем ― и у многих других видов рыб [24].
В основе процесса лизиса лежит трансмембранный Na+/H+-обмен [23]. Это явление было описано
и у морского ерша, причём как in vitro, так и in vivo [10, 27].

Продукты лизиса эритроцитов должны индуцировать выработку эритропоэтинов в почках [18],
а те, в свою очередь, ― повышать темпы пролиферации в эритроидном ростке гемопоэза [21]. Од-
нако это происходит, по-видимому, не сразу. В нашем эксперименте содержание незрелых эритро-
идных форм в крови понижалось на 48% (p < 0,05) (рис. 3) и в большей степени затрагивало ма-
ло дифференцированные формы БН, чем ПН. Индекс БН/ПН относительно контрольных значений
уменьшался на 26%. Сходные результаты были получены и в экспериментах на высших позвоноч-
ных [4, 5]. Всё вышеизложенное свидетельствует об определённой степени инерционности процес-
сов эритропоэза, активизация которых при гипоксии происходит опосредованно, через выработку
эритропоэтинов в почках.

Заключение.Краткосрочная гипоксическая нагрузка (15% насыщение воды кислородом в кон-
центрации 1,3 мг·л-1 в течение 90минут) вызывает ряд однонаправленных изменений в системе крас-
ной крови рыб. Отмечено угнетение эритропоэтических процессов в гемопоэтической ткани, что вы-
ражается в преимущественном снижении содержания в крови малодифференцированных эритроид-
ных форм (базофильных нормобластов). Одновременно наблюдается набухание циркулирующих
эритроцитов и лизис осмотически низкостойких и аномальных клеток, что приводит к снижению
концентрации гемоглобина и числа эритроцитов в крови, а также к росту осмотической резистент-
ности циркулирующей эритроцитарной массы. Рассмотренные изменения в системе красной кро-
ви способны индуцировать продукцию эритропоэтинов в почках и активизировать эритроидный
росток в гемопоэтической ткани.
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ERYTHROCYTES OF CIRCULATING BLOOD
OF SCORPIONFISH SCORPAENA PORCUS L. 1758
UNDER ACUTE EXPERIMENTAL HYPOXIA
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The effect of short-term hypoxia on the black scorpionfish (Scorpaena porcus L.) red blood cells has been
investigated. Fish were exposed to 8.5–8.7mgO₂ · l-1 (100% saturation, control), 2.6mgO₂ · l-1 (30% sat-
uration) and 1.3mgO₂ · l-1 (15% saturation) for 90minutes. At 30% saturation all parameters were kept
at the control values. At oxygen-saturation level of 15%we observed inhibition of erythropoietic processes
in hematopoietic tissue, as number of immature erythroid forms (basophilic normoblasts) in the blood
has reduced. This process was accompanied with circulating red blood cells swelling and lysis of osmoti-
cally fragile erythocytes and abnormal cells. Thus, blood oxygen capacity declined, and osmotic resistance
of red blood cells increased. It is supposed, that such changes of blood characteristics should induce the pro-
duction of erythropoietin in fish kidneys and also enhance proliferation of erythroid cells in hematopoietic
tissue.
Keywords: hypoxia, red blood cells, hemoglobin, blood erythrograms, cell morphometry,
Scorpaena porcus L.
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