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В условиях эксперимента in vivo исследовали влияние острой гипоксии на уровень метгемоглобина
(MtHb) в крови, а также на активность каталазы (CAT) и супероксиддисмутазы (SOD) в эритроци-
тах морского ерша Scorpaena porcus Linnaeus, 1758. Содержание О2 в воде снижали прокачиванием
N2 в течение 1.5–2.0 ч с 8.5–8.7 мгО2/л до требуемых значений. Анализировали диапазон концен-
траций 0.35–8.50 мгО2/л. Экспозиция составляла 4 ч при температуре воды 14–16°С. Показано, что
при концентрации кислорода в воде менее 2 мгО2/л часть гемоглобина переходила в ферри-форму.
Эффект был наиболее выражен при острых формах гипоксии (менее 1 мгО2/л). Максимальный
прирост уровня MtHb составлял 19% от общего содержания пигмента в крови. Это коррелировало с
существенным увеличением активности SOD и CAT в эритроцитах (коэффициент детерминации
превышал 0.750) и отражало усиление процесса дисмутации супероксиданион радикала в клетках
красной крови.
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Низкая скорость диффузии кислорода в воде и
ограничение процессов водообмена являются ос-
новными причинами формирования устойчивых
во времени зон острой гипоксии (oxygen-mini-
mum zones, или OMZ) в ряде акваторий шельфа
Мирового океана (Joyce, 2000; Middelburg, Levin,
2009; Gewin, 2010). Концентрация кислорода в
OMZ обычно не превышает 0.5 мгО2/л (норма
7–8 мгО2/л). Особый интерес представляют мор-
ские организмы, значительная часть жизненного
цикла которых протекает в этих условиях (Stoeck
et al., 2003; El Albani et al., 2010; Danovaro et al.,
2010).

При изучении толерантных к гипоксии форм
жизни основное внимание исследователей сосре-
доточено на изучении биоэнергетических про-
цессов, которые существенно перестраиваются.
Отмечено повышение содержания в тканях ала-
нина и сукцината (Van Waarde, 1988) на фоне уве-
личения продукции  (Chew et al., 2005). Од-
новременно повышалась активность аланин- и
аспартатаминотрансфераз, а также активизиро-

вались процессы переаминирования аминокис-
лот (Mommsen et al., 1980; Soldatov et al., 2009).
Ферментативные системы цикла Кребса были за-
действованы в анаэробных процессах генерации
энергии (Van Waarde, 1988), а дыхательная цепь
митохондрий приобретала нескомпенсирован-
ный тип организации (Савина, 1992).

Определенные закономерности выявлены и на
уровне клеток красной крови. Так, эритроциты
толерантных к гипоксии рыб в условиях дефици-
та кислорода способны к сбалансированному
угнетению мембранных и метаболических функ-
ций (Soldatov et al., 2014), при этом повышается их
деформируемость (Chiocchia, Motais, 1989). В ря-
де работ отмечено увеличение клеточного объема
(swelling) (Jensen, 2004; Wells, 2009). Процесс кон-
тролируется катехоламинами (Perry et al., 1999),
взаимодействующими с поверхностными β-адре-
норецепторами эритроцитов (Jahns et al., 1996),
которые активизируют Na+/H+ и HCO3/Cl– анти-
порты клеток (Wood, Simmons, 1994; Jensen, 2004).

+
4NH

УДК 597.556.331.1:591.111:577.15

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 47  № 4  2021

АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ 263

Наряду с изменениями метаболизма и реакци-
ями клеточных систем выявлено несколько пара-
доксальных событий. В условиях гипоксии, когда
окислительная нагрузка снижена, наблюдался
значительный рост активности каталазы (CAT) и
супероксиддисмутазы (SOD) (Lushchak, Bagnyu-
kova, 2006; Stara et al., 2012), отмечено также по-
вышение содержания метгемоглобина (MtHb) в
крови (Affonso et al., 2002; Chen et al., 2017). По-
скольку большинство гидробионтов перманент-
но сталкиваются с условиями гипоксии, предло-
жено рассматривать увеличение активности CAT
и SOD как подготовку к последующему окисли-
тельному стрессу (Lushchak, Bagnyukova, 2006).
Второе событие – увеличение содержания MtHb
пока не находит достойного объяснения, при
этом оно отмечено не только у рыб (Affonso et al.,
2002; Chen et al., 2017), но и у высших позвоноч-
ных (Olander, Parr, 1977), в том числе у человека
(Arnaud et al., 1979). Показано, что частично деок-
сигенированный гемоглобин легче подвергается
окислению и переходит в мет-форму (Mansouri,
1981). Мы предполагаем, что данные процессы
взаимосвязаны, так как увеличение содержания
MtHb сопровождается освобождением суперок-
сиданионрадикала ( ), который последователь-
но нейтрализуется в реакции дисмутации при
участии SOD и CAT.

В связи с этим цель настоящей работы – в
условиях эксперимента in vivo исследовать влия-
ние ранжированной гипоксии на уровень MtHb в
крови и на активность CAT и SOD в эритроцитах
толерантного к гипоксии морского ерша Scorpae-
na porcus Linnaeus, 1758.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на взрослых особях морско-
го ерша Scorpaena porcus в состоянии относитель-
ного физиологического покоя (III–IV стадия зре-
лости гонад): длина тела – 14–19 см, масса тела –
124–182 г. Данный вид отличается повышенной
устойчивостью к гипоксии. Среди представите-
лей донной ихтиофауны черноморского региона
для него характерны наиболее низкие критиче-
ские и пороговые концентрации кислорода (Пар-
фенова, 2004). Рыб отлавливали ставным нево-
дом и в течение 3 ч доставляли в лабораторию в
пластиковых баках объемом 60 л с использовани-
ем принудительной аэрации, затем рассаживали в
аквариумы с естественным протоком. В этих
условиях морских ершей выдерживали в течение
1 нед. для снятия стресса; кормили фаршем из ма-
лоценных видов рыб. Суточный пищевой рацион
рыб составлял 6–7% от массы тела. В работе ис-
пользовали только подвижных активно питаю-
щихся рыб; при их отлове из аквариума применя-
ли уретановый наркоз (Soldatov, 2005).
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Экспериментальная часть работы выполнена с
использованием специально разработанного экс-
периментального стенда, который позволяет под-
держивать требуемые концентрацию О2 в воде и
температуру в течение неограниченного периода
времени. Температура в рабочей камере (объем
13.5 л) составляла 14–16оС. В камере находилась од-
на особь морского ерша. Фотопериод: 12 ч день –
12 ч ночь. После адаптации к этим условиям (1 сут)
содержание О2 в воде снижали прокачиванием N2 в
течение 1.5–2.0 ч с 8.5–8.7 мгО2/л до требуемых
значений. Исследовали диапазон концентраций
0.35–8.50 мгО2/л. Постоянство заданной концен-
трации О2 в воде обеспечивалось воздушной аэра-
цией. Экспозиция составляла 4 ч. Содержание О2
контролировали оксиметром DO Meter ST300D
RU (“Ohaus”, USA).

Кровь брали шприцем (2 мл) из хвостовой ар-
терии. В качестве антикоагулянта применяли ге-
парин (“Рихтер”, Венгрия). Образцы помещали в
пластиковую пробирку под слой вазелинового
масла, что исключало контакт с воздухом.

Концентрацию MtHb в полученных образцах
крови определяли спектрофотометрически по
методике H. Evelyn и H. Malloy в модификации
М.С. Кушаковского (с применением ацетонци-
ангидрина) (см.: Кушаковский, 1970).

При определении активности CAT и SOD
клетки крови предварительно осаждали центри-
фугированием (800 g, 15 мин, центрифуга Elmi
СМ-50). Плазму и поверхностный слой клеток
(фракция лейкоцитов) удаляли. Эритроциты три-
жды отмывали от плазмы в среде следующего со-
става: 128 мМ NaCl, 3 мМ KCl, 1.5 мМ CaCl2,
1.5 мМ MgCl2, 15 мМ трис и 2.2 мМ D-глюкозы
(рН 7.8) (Tiihonen, Nikinmaa, 1991), используя эти
же режимы центрифугирования. Концентрацию
О2 в инкубационной среде поддерживали на уровне
экспериментальных значений (барботаж N2), кон-
тролировали оксиметром DO Meter ST300D RU
(“Ohaus”, USA). Полученную клеточную массу
лизировали охлажденным дистиллятом. Строму
разрушенных клеток осаждали центрифугирова-
нием (15294 g, 15 мин, Elmi СМ-50). В получен-
ных гемолизатах определяли активность CAT и
SOD.

Активность SOD (КФ 1.15.1.1) определяли по
степени ингибирования восстановления нитро-
синего тетразолия в присутствии NAD ⋅ Н2 и фе-
назинметасульфата (Переслегина, 1989). Актив-
ность CAT (КФ 1.11.1.6) определяли по реакции
Н2О2 с молибдатом аммония и по образованию
желтоокрашенного комплекса (Гирин, 1999). Со-
держание белка в пробе контролировали с помо-
щью метода Лоури (Lowry et al., 1951). Более де-
тально процедура определения активности CAT и
SOD в тканях морских организмов описана ранее
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(Солдатов и др., 2008). Все измерения проведены
на спектрофотометре PerkinElmer Lambda 35 (USA).

Статистическая обработка и графическое
оформление полученных результатов выполнены
с применением стандартного пакета, программа
Grapher 7 (Golden Software, USA). Результаты
представлены в виде M ± m. Достоверность разли-
чий между выборочными совокупностями оце-
нивали при помощи непараметрического крите-
рия Манна–Уитни. В работе использовано 22 экз.
морского ерша.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Концентрация метгемоглобина в крови

В условиях нормоксии (8.5–8.7 мгО2/л) уро-
вень MtHb не превышал 4% от общего содержа-
ния гемоглобина в крови морского ерша (рис. 1).
Понижение концентрации О2 в воде в диапазоне
2.0–8.7 мгО2/л значимо не влияло на содержание
ферри-формы в крови рыб. Фактически оно оста-
валось на уровне контрольных значений (нор-
моксия). Имеющиеся различия были статистиче-
ски незначимы. Однако при более низких кон-
центрациях О2 (менее 2.0 мгО2/л) отмечено
существенное повышение уровня окисленного
пигмента в крови морского ерша. По сравнению с
условиями нормоксии различие составило около
6 раз (p < 0.001). Основное увеличение отмечено
при концентрациях О2 менее 1.0 мгО2/л. У отдель-
ных особей уровень мет-формы достигал 19% от
общей концентрации гемоглобина в крови. Зави-

симость хорошо аппроксимировалась уравнени-
ем степенной функции (R2 = 0.849).

Активность SOD и CAT в эритроцитах

Изменение активности СОД и КАТ в целом
совпадало с отмеченным ранее для MtHb (рис. 2).
При концентрации О2 в воде менее 2.0 мгО2/л ак-
тивность обоих ферментов существенно повыша-
лась. По сравнению с результатами, полученны-
ми для условий нормоксии, она была в 5.0–5.5 и
2.0–2.5 раза выше (p < 0.001) соответственно для
CAT и SOD. При этом более выраженную связь
отмечали между активностью SOD и концентра-
цией О2 в воде. Об этом свидетельствовали срав-
нительно более высокие значения коэффициента
детерминации – 0.707 и 0.589 соответственно.
Увеличение активности SOD наблюдали уже при
концентрации О2 в воде 2–6 мгО2/л. Различия с
условиями нормоксии составляли почти 50%, но
не были статистически значимы.

Корреляционные отношения

Анализ корреляционных отношений для систем
“SOD–MtHb”, “CAT–MtHb” и “SOD–CAT” пока-
зал (рис. 3), что между содержанием ферри-фор-
мы гемоглобина в крови и активностью SOD и
CAT существует выраженная связь. Коэффици-
ент детерминации составлял соответственно
0.776 и 0.817. Связь в системе “SOD–CAT” была
менее выражена (R2 = 0.480).

Рис. 1. Концентрация метгемоглобина (MtHb) в крови морского ерша при адаптации к среде с разной концентрацией
кислорода (R2 = 0.849 для системы “MtHb–O2”).

16

12

8

4

0

Концентрация кислорода, мг/л
К

он
це

нт
ра

ци
я 

M
tH

b,
 %

0–2 2–6 8–9

20

16

12

8

4

0 1082
Концентрация кислорода, мг/л

К
он

це
нт

ра
ци

я 
M

tH
b,

 %

64



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 47  № 4  2021

АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ 265

Рис. 2. Активность САТ и SOD в эритроцитах морского ерша при адаптации к среде с разной концентрацией кисло-
рода (R2 = 0.589 для системы “CAT–O2”; R2 = 0.707 для системы “SOD–O2”).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Из представленной информации необходимо
обратить внимание на следующие моменты: в
условиях острой гипоксии (менее 1.0 мгО2/л) часть
гемоглобина переходит в окисленное состояние
(ферри-форму); одновременно повышается ак-
тивность SOD и CAT в эритроцитах; между содер-
жанием MtHb в крови и активностью SOD и CAT
существует выраженная связь.

Концентрация метгемоглобина в крови

Переход гемоглобина в мет-форму при гипо-
ксии был показан для многих групп организмов,

включая рыб (Olander, Parr, 1977; Arnaud et al.,
1979; Affonso et al., 2002; Chen et al., 2017). Это мо-
жет быть обусловлено тем, что в условиях острой
гипоксии существенно увеличивается доля деок-
сигенированного гемоглобина, который легче
подвергается окислению (Mansouri, 1981). Его
ферро-ион находится в высокоспиновом состоя-
нии (4 неспаренных электрона), что облегчает от-
рыв электрона от железа (автоокисление). В дан-
ном случае кислород венозной крови может вы-
полнять роль акцептора электрона, что должно
приводить к образованию  Это наиболее веро-
ятный процесс, объясняющий увеличение содер-
жания MtHb в крови в условиях острой гипоксии.

−i

2О .
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Ядерные эритроциты рыб в отличие от тако-
вых высших позвоночных содержат митохондрии
(Boutilier, Ferguson, 1989; Phillips et al., 2000).
В митохондриях сравнительно активно протека-
ют аэробные процессы ресинтеза АТФ. В услови-
ях острой гипоксии они должны подавляться на фо-
не повышения роли реакций гликолиза. Последнее
должно приводить к снижению внутриклеточного
рН и возникновению дефицита NAD ⋅ H2. Извест-
но, что роль специфического переносчика элек-
трона с NAD ⋅ H2 на цитохром b5, а затем на MtHb
в эритроцитах выполняет NAD ⋅ H2-диафораза
(Percy, Lappin, 2008):

Закисление внутриэритроцитарной среды и
возникновение дефицита NAD ⋅ H2 должно приво-
дить к снижению активности фермента и к увеличе-
нию содержания MtHb и  в крови. Это тоже мо-
жет быть вероятным процессом, объясняющим
рост содержания ферри-формы гемоглобина в
крови рыб в условиях внешней гипоксии. В на-
стоящее время обнаружен факт закисления внут-
риклеточной среды эритроцита при дефиците
кислорода (Adragna et al., 2004). Установлено так-
же, что при снижении рН усиливаются процессы
автоокисления гемоглобина (Wallace et al., 1982;
Adragna et al., 2004).

Закисление внутриэритроцитарной среды в
условиях острой гипоксии активизирует работу
Na+/H+-антипорта и сопровождается поступле-
нием Na+ в клетку (Tufts, 1992). Это приводит к
гидратации цитоплазмы и росту ее диэлектриче-
ской проницаемости, что должно способствовать
проникновению воды в гидрофобную полость ге-
моглобина (White et al., 1978). Вода обычно встра-
ивается на уровне имидазольной группы His, вы-
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+ +
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→ + → +
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зывая окисление преимущественно дезокси-фор-
мы пигмента. Это должно приводить к
освобождению 

Какой из вышеприведенных механизмов
определяет рост содержания MtHb в крови в
условиях острой гипоксии, сказать сложно. Ско-
рее всего, они протекают одновременно, учиты-
вая их взаимозависимость. Необходимо отме-
тить, что в ряде исследований гипоксия не сопро-
вождалась ростом уровня MtHb в крови
(Cameron, 1971; Soldatov, Parfenova, 2001). Это
объясняется тем, что были исследованы умерен-
ные формы гипоксии (более 2.5 мгО2/л), которые
и в нашем случае были малоэффективны.

Активность SOD и CAT в эритроцитах

Активность SOD и CAT существенно повыша-
лась в условиях острой гипоксии (менее
1.0 мгО2/л) и хорошо коррелировала с уровнем
MtHb в крови рыб. Значения R2 превышали 0.750.
Переход гемоглобина из ферро- в ферри-форму
сопряжен с продукцией супероксиданион ради-
кала ( ). Его нейтрализация должна осуществ-
ляться в реакции дисмутации, в которой прини-
мают участие оба фермента. Вначале SOD пере-
водит  в два этапа в Н2О2:

а затем образующаяся Н2О2 нейтрализуется CAT:
2Н2О2 > 2Н2О + О2.

Эта реакция была отмечена для различных со-
матических тканей рыб, включая эритроциты
крови (Lushchak, Bagnyukova, 2006; Stara et al.,
2012).
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Рис. 3. Корреляционные отношения для систем “SOD–MtHb”(R2 = 0.769), “CAT–MtHb” (R2 = 0.817) и “SOD–CAT”
(R2 = 0.480).
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Известно, что данные ферменты не всегда мо-
гут функционировать совместно, т.е. определять
реакцию дисмутации (Soldatov et al., 2014). CAT
способна самостоятельно нейтрализовать гидро-
перекиси, а SOD может участвовать в проокси-
дантных процессах. В нашем случае мы допускаем,
что данные ферменты в эритроцитах функциони-
руют все же по схеме реакции дисмутации, так
как связь между ними существует: R2 был равен
0.480, что соответствует коэффициенту корреля-
ции 0.693.

Изменения, происходящие в крови морского
ерша, связаны с определенными функциональ-
ными следствиями, позволяющими данному ви-
ду существовать в условиях острой гипоксии. Пе-
реход гемоглобина в мет-форму способствует
деоксигенации венозной крови, насыщенной на
40–60% кислородом. Процесс не требует сниже-
ния тканевого РО2, что особенно актуально в
условиях гипоксии. В наших экспериментах уве-
личение уровня метгемоглобина в крови наблю-
далось при концентрации кислорода в инкубаци-
онной среде менее 2 мгО2/л и становилось еще
более заметным при его содержании 0–1 мгО2/л,
что соответствует венозному насыщению кисло-
рода. Данная реакция должна способствовать
поддержанию окислительных процессов в тканях
в условиях дефицита кислорода.

Таким образом, при концентрации кислорода
в воде менее 2 мгО2/л часть гемоглобина перехо-
дила в ферри-форму. Эффект был наиболее выра-
жен при острых формах гипоксии (менее
1 мгО2/л). Максимальный прирост уровня MtHb
составлял 19% от общего содержания пигмента в
крови. Это коррелировало с существенным ро-
стом активности SOD и CAT в эритроцитах
(R2 превышал 0.750). Последнее отражало усиле-
ние процесса дисмутации 
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Catalase and Superoxide Dismutase Activity in Erythrocytes and Methemoglobin
Level in Blood of Black Scorpionfish Scorpaena porcus Linnaeus, 1758

Exposed to Acute Hypoxia
A. A. Soldatova, b, T. I. Andreenkoa, b, T. A. Kukharevaa, A. Yu. Andreevaa, and E. S. Kladchenkoa

aA.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol 299011, Russia
bSevastopol State University, Sevastopol 299053, Russia

The effect of exposure to acute hypoxia on the level of methemoglobin (MtHb) in blood and the activity of
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in erythrocytes of the Black Scorpionfish Scorpaena porcus
Linnaeus, 1758 was studied in experiments in vivo. The O2 concentration in the seawater was reduced from
8.5–8.7 mgO2/L to the required values by pumping N2 into the water for 1.5–2.0 h. The concentration range
of 0.35–8.50 mgO2/L was studied. The exposure lasted for 4 h at a water temperature of 14–16°C. It has been
shown that at oxygen concentrations in water less than 2 mgO2/L part of hemoglobin passes into the ferric
form. The effect was most pronounced in the case of acute hypoxia exposure (less than 1 mgO2/L). The max-
imum increase in the MtHb level was 19% of the total level of the pigment in blood. This correlated with a
significant increase in the SOD and CAT activity in erythrocytes (with the coefficient of determination R2

higher than 0.750). The latter indicated an increase in the dismutation of superoxide anion in red blood cells.

Keywords: hypoxia, methemoglobin, catalase, superoxide dismutase, erythrocytes, blood, fish
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