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Статья посвящена особенностям проведения кислородных (O2) измерений в биологических средах
(культивационные среды, реакционные среды, среды для изолированных клеточных и субклеточ-
ных структур) и иных сложносоставных средах амперометрическим методом с помощью электродов
Кларка. А именно, рассмотрен вопрос о влиянии качественного и количественного состава жидких сред
на показания этих O2-датчиков. На примерах сахарозы, сорбитола, NaCl и фосфатного буфера показа-
но, что, при условии постоянства содержания растворенного O2, увеличение содержания сопутствую-
щих кислороду веществ в исследуемой среде приводит к усилению сигнала у находящегося в этой среде
электрода Кларка. На основе полученных и литературных данных произведена оценка степени влияния
качественного и количественного состава сред на показания электродов Кларка. В свою очередь, само
это влияние объяснено тем, что электроды Кларка в действительности измеряют активность рас-
творенного O2, которая обычно возрастает при увеличении содержания сопутствующих кислороду
веществ. Поскольку электроды Кларка измеряют активность, а не истинное содержание O2 в среде, и
поскольку соотношение между активностью и истинным содержанием O2 часто неизвестно, в статье
рассмотрен также вопрос о калибровке электродов Кларка. Отмечено, что использованные в настоящей
работе способы добавления известного количества молекул O2 в жидкие среды (посредством реакции
Хилла, каталазной реакции или впрыскивания насыщенной чистым O2 микропорции воды) для демон-
страции влияния состава среды на показания электрода Кларка могут быть применены для калиб-
ровки электродов Кларка в единицах истинного содержания O2 и, таким образом, могут быть ис-
пользованы для учета влияния сред на показания этих O2-датчиков. Высказано мнение, что, благо-
даря почти безграничным возможностям применения и своим другим достоинствам, калибровка,
основанная на добавке в среду с электродом Кларка O2-насыщенной микропорции воды или, при
необходимости, O2-насыщенной микропорции другой жидкости, является во всех смыслах самым
выгодным способом калибровки. Можно ожидать, что приобщение данного способа калибровки к
другим, уже известным способам калибровки и введение его в исследовательский обиход позволит
во многих затруднительных случаях сделать измерения электродами Кларка более точными.
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ВВЕДЕНИЕ

Кислородные измерения (O2-измерения) явля-
ются важной и часто необходимой частью большого
числа биологических исследований. Чаще всего при
проведении биологических исследований O2-изме-
рения производят амперометрическим методом с
помощью электродов Кларка (электрохимические
O2-измерительные устройства, у которых анод и
катод защищены от окружающей среды O2-про-
ницаемой мембраной) [1–6]. Особенность O2-из-

мерений в биологических исследованиях состоит
в том, что их обычно производят в богатых по со-
ставу биологических средах, оказывающих по
этой причине заметное влияние на активность
растворенных в них молекул O2. Между тем из-
вестно, что электроды Кларка и родственные им
гальванические O2-датчики измеряют как раз ак-
тивность, а не истинное содержание растворен-
ных в жидких средах молекул O2 [2–4, 6–10]. По-
следнее было показано на примере среды для
изолированных хлоропластов, а также на приме-
рах растворов, содержащих NaCl, моносахариды,
дисахариды, длинно-цепочечные спирты, пиро-Сокращения: ФЦ – феррицианид калия.
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фосфатный буфер [2–4, 6, 7, 10, 11]. Если отме-
ченную выше особенность электродов Кларка не
учитывать и представлять результаты O2-измере-
ний этими устройствами в количественном виде,
то представленные результаты будут тем ошибоч-
нее, чем больше отличаются друг от друга значе-
ния видимого содержания O2 (активности O2) и
истинного содержания O2 в среде при проведении
O2-измерений электродом Кларка.

Поскольку электроды Кларка получили очень
широкое распространение в качестве инструмен-
та для O2-измерений [12, 13], отрицательные по-
следствия от ошибок при их использовании могут
быть значительными. К ошибкам, совершаемым
при использовании электродов Кларка, можно от-
нести также вольное или невольное пренебрежение
отмеченным выше влиянием качественного и коли-
чественного состава жидких сред на показания этих
O2-измерительных устройств. Указанная методиче-
ская ошибка совершается по трем причинам:
(1) из-за незнания вопроса о влиянии сред на по-
казания электродов Кларка вообще, (2) из-за не-
знания того, каким образом можно учесть влия-
ние некоторых сред на показания электрода
Кларка при знании вопроса в целом, (3) из-за не-
возможности учесть влияние некоторых сред на
показания электрода Кларка с нужной точностью
в принципе. Вопросу влияния состава жидких
сред на показания электродов Кларка и, таким
образом, вопросу повышения точности проводи-
мых электродами Кларка измерений через устра-
нение причин их неправильного использования и
посвящена настоящая статья.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе был использован самодельный элек-

трод Кларка классического типа с платиновым
катодом (рабочий электрод; диаметр 4.0 мм) и се-
ребряным анодом (вспомогательный Ag/AgCl
электрод). Корпус электрода Кларка представлял
собой полый эбонитовый цилиндр (внутренний
диаметр 6.0 мм, внешний диаметр 9.0 мм). Внут-
ренняя часть корпуса электрода Кларка с находя-
щимися в ней рабочим электродом, вспомога-

тельными электродом и электролитом (0.1 М KCl)
была отделена от окружающей среды тефлоновой
мембраной (толщина 15 мкм, рабочая площадь
мембраны 28.3 мм2). Плато вольт-амперной кри-
вой у электрода Кларка при его нахождении в воде,
насыщенной атмосферным воздухом, начиналось и
заканчивалось при -500 мВ и -800 мВ, соответствен-
но. При рабочем напряжении, соответствующем
диффузионному току и 25оС, сигнал погруженного
в воду электрода Кларка линейно зависел от содер-
жания O2 в пределах 0–100% насыщения воды кис-
лородом. Для проведения O2-измерений электрод
Кларка подсоединяли к полярографу LP7 (“Labo-
ratorni Pristroje”, Чехия), позволяющего перево-
дить датчик в рабочее состояние и записывать
производимый им сигнал.

O2-измерения проводили в стеклянной цилин-
дрической термостатируемой O2-измерительной
ячейке (объем 3.8 мл). Электрод Кларка был
вставлен в ячейку с боковой стороны. Заполне-
ние и опорожнение ячейки производили через
отверстие в ее верхней части. Для перевода ячей-
ки в рабочее положение это отверстие закрывали
стеклянным запорным приспособлением, имею-
щим канал (диаметр 0.8 мм, длина 20.0 мм) для
ввода добавок внутрь запертой O2-измерительной
ячейки. Содержимое O2-измерительной ячейки
перемешивали с помощью магнитной мешалки,
на которой ячейка располагалась.

Изменение содержания O2 в среде с помощью ре-
акции Хилла. Реакцией Хилла называется перенос
электронов от воды к акцептору электронов в
освещенных изолированных хлоропластах, кото-
рый сопровождается разложением воды и образо-
ванием из нее молекул O2. Одним из часто ис-
пользуемых акцепторов электронов в реакции
Хилла является феррицианид калия (ФЦ). Реак-
ция Хилла с ФЦ была использована для точного
изменения содержания O2 в среде в связи с ее
протеканием до полного исчерпания ФЦ и стро-
гим соответствием количества образованного O2
количеству восстановленного хлоропластами ФЦ
(реакция 1).

ФЦ-восстанавливающие хлоропласты для
проведения реакции Хилла извлекали из листьев
гороха и хранили при плотности 1.8–2.5 мг Хл/мл
[14]. Чтобы при проведении O2-измерений весь
добавленный к хлоропластам ФЦ расходовался
только на реакцию Хилла и не тратился, в том
числе и на окисление оставшихся в препарате
хлоропластов эндогенных растительных восста-

новителей, хлоропласты при извлечении тща-
тельно промывали. ФЦ-зависимое выделение O2
хлоропластами измеряли при атмосферном со-
держании растворенного O2, 25оС и при плотности
хлоропластов 30–45 мкг Хл/мл. Реакцию Хилла в
изолированных хлоропластах производили в ре-
акционной среде, содержащей сахарозу (0–1.2 M)
или сорбитол (0–1.2 M), NaCl (50.0 мМ), NaH2PO4

[ ] [ ] ( )
Освещенные 
хлоропласты

3 6 2 4 6 24K Fe CN 2H O 4K( ) Fe CN O 4H реакци( ) я 1++ ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ + ↑ +
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(6.0 мМ), MgCl2 (2.0 мМ), трис-HCl (10.0 мМ), АДФ
(1.0 мМ) при рН 7.9 (рис. 1а) или рН 8.0 (рис. 2).
При проведении опытов в реакционной среде из-
меняли содержание только того вещества, влияние
которого на показания электрода Кларка изучали.
Содержание других компонентов среды при
этом оставалось неизменным. В O2-измеритель-
ную ячейку вносили 3.75 мл реакционной среды и
50 мкл хлоропластов, после чего ячейку закрыва-
ли и начинали запись показаний электрода Клар-
ка. Вначале записывали изменение содержания O2
в суспензии хлоропластов в темноте. Затем в за-
крытую ячейку к хлоропластам добавляли 30 мкл
водного раствора ФЦ (50 мМ) и записывали уве-
личение содержания O2 (ΔO2) в суспензии на све-
ту вплоть до исчерпания всего добавленного ФЦ
(рис. 2). Для уверенности, что при проведении
O2-измерений добавленный в суспензию хлоро-
пластов ФЦ не расходуется на окисление возмож-
но не до конца удаленных промывкой хлоропла-
стов эндогенных растительных восстановителей,
на одной и той же суспензии хлоропластов делали
2–3 измерения ΔO2. При определении ΔO2 ФЦ
добавляли в закрытую ячейку микрошприцом че-
рез предназначенный для этого канал (см. выше).

Обычно, благодаря хорошей промывке хлоро-
пластов при их извлечении из листьев, величины
ΔO2 после первой и второй добавок ФЦ были
одинаковыми. В этом случае, обе величины ΔO2
использовали для вычисления среднего значения
ΔO2. В тех случаях, когда величина ΔO2 после пер-

вой добавки ФЦ из-за постороннего расходования
ФЦ была постоянно меньше, чем величина ΔO2
после второй и третьей добавок ФЦ, значение
первого ΔO2 при вычислении среднего значения
ΔO2 не учитывали. При проведении измерений
исходили из допущения, что поглощение O2 хло-
ропластами и электродом Кларка в темноте до на-
чала реакции Хилла продолжается с той же скоро-
стью на свету в ходе реакции Хилла. Поэтому, при
вычислении окончательного ΔO2 к показанному
прибором ΔO2 прибавляли количество O2, сум-
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Рис. 1. Зависимость сигнала электрода Кларка, произ-
водимого добавкой одного и того же количества моле-
кул O2 в среду в O2-измерительную ячейку, от содержа-
ния сахарозы и сорбитола в этой среде. (а) Испытатель-
ная среда – суспензия изолированных хлоропластов
гороха с разным содержанием сахарозы и сорбитола.
Нормированную добавку O2 в среду (добавляли
97.9 нмоль O2/мл среды) делали при помощи реакции
Хилла в хлоропластах с одним и тем же количеством
ФЦ (391.7 нмоль Фц/мл среды). Представлены средние
значения результатов 9 опытов с сахарозой и 4 опытов
с сорбитолом с доверительным интервалом 95%.
(б) Испытательная среда – раствор каталазы и 50 мМ
фосфатного буфера с разным содержанием сахарозы и
сорбитола. Нормированную добавку O2 в среду (в зави-
симости от опыта добавляли 194.3–388.2 нмоль O2/мл
среды) делали при помощи каталазной реакции с од-
ним и тем же количеством H2O2 (в зависимости от
опыта 388.5–776.3 нмоль H2O2/мл среды). Представле-
ны средние значения результатов 4 опытов с сахарозой
и 3 опытов с сорбитолом с доверительным интервалом
95%. (в) Испытательная среда – вода с разным содер-
жанием сахарозы. Нормированную добавку O2 в среду
(32.6 нмоль O2/мл среды) делали посредством впрыски-
вания в нее одного и того же количества O2-насыщен-
ной воды (26.3 мкл/мл среды). Представлены средние
значения результатов 2 опытов, в каждом из которых из-
мерения сделаны в 4–7 кратной повторности. Во всех
случаях ответ электрода Кларка на добавку O2 при нуле-
вом содержании сахарозы и сорбитола принят за 100%.
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марно поглощенное хлоропластами и электродом
Кларка за время измерения ΔO2.

Для освещения хлоропластов использовали
диапроектор с лампой накаливания мощностью
400 Вт. Данные, представленные на рис. 1а, полу-
чены на красном свету интенсивностью 21 Вт/м2 или
45 Вт/м2. Данные, представленные на рис. 2, полу-
чены на белом свету интенсивностью 250 Вт/м2.
Интенсивность и качество падающего на хлоро-
пласты света изменяли при помощи стеклянных
нейтральных и красного светофильтров. Интен-
сивности падающего на хлоропласты света изме-
ряли при помощи термостолбика Козырева.

Изменение содержания O2 в среде с помощью
каталазной реакции. Каталазная реакция – реак-
ция разложения перекиси водорода (H2O2) на O2
и H2O ферментом каталазой (H2O2 : H2O2-оксидо-
редуктаза, КФ 1.11.1.6). Каталазная реакция была
использована для точного изменения содержания
O2 в водной среде в связи с тем, что каталаза осу-
ществляет реакцию разложения H2O2 на O2 и H2O
с высокой скоростью, до полного исчерпания
H2O2 и в строгом соответствии количеств добав-
ленных к каталазе молекул H2O2 и количеств об-
разовавшихся из H2O2 молекул O2 (реакция 2).

Каталазную реакцию осуществляли в водной
среде, содержащей сахарозу (0–1.2 M) или сорбитол
(0–1.2 M), NaH2PO4-KOH буфер (5 мМ или 50 мМ,
рН 7.0) и каталазу (80.0 мкг/мл) при 25°С. При
проведении опытов в среде изменяли содержание
только того вещества, влияние которого на пока-
зания электрода Кларка изучали. Содержание дру-
гих компонентов среды при этом оставалось неиз-
менным. Среда содержала 50 мМ NaH2PO4-KOH
буфера при получении данных, представленных
на рис. 1, и 5 мМ или 50 мМ NaH2PO4-KOH буфе-
ра при получении данных, представленных в
табл. 1. Раствор H2O2 для каталазной реакции
приготавливали из аптечного раствора H2O2 пу-
тем разведения последнего дистиллированной
водой. Точное содержание H2O2 в добавляемом в
O2-измерительную ячейку растворе H2O2 опреде-
ляли фотометрически с использованием моляр-
ного коэффициента светопоглощения ε240 nm =
= 43.6/(М см). Для проведения каталазной реак-
ции в O2-измерительную ячейку вносили 3.79 мл
реакционной среды, ячейку закрывали и ждали
наступления устойчивости в показаниях электро-
да Кларка. Затем в закрытую ячейку добавляли
микрошприцом в зависимости от опыта 10–20 мкл
раствора H2O2 (74–295 мМ) и записывали обу-
словленное каталазной реакцией увеличение со-
держания O2 в ячейке (ΔO2). При вычислении
окончательного ΔO2 к показанному прибором ΔO2
прибавляли количество O2, поглощенное электро-
дом Кларка за время измерения ΔO2.

Изменение содержания O2 в среде с помощью
O2-насыщенной микродобавки воды. O2-насы-
щенную воду приготовляли в стеклянном сосуде
объемом 14 мл и диаметром 20 мм. Для этого со-
суд заполняли дистиллированной водой (~9 мл) и
закупоривали резиновой пенициллиновой пробкой.
Чтобы сосуд случайно не открылся, пробку прижи-
мали к сосуду винтовым прижимным устройством.
Через пробку вводили две одинаковые шприце-
вые иглы для продувки воды в сосуде O2-газом.
Через одну иглу, конец которой опускали при-

( )Каталаза
2 2 2 22H O 2H O O реакция 2⎯⎯⎯⎯⎯→ + ↑

Рис. 2. Приборные записи изменения содержания O2
в суспензии изолированных хлоропластов гороха до и
после добавления к ним ФЦ. Записи (типичный ре-
зультат) произведены при 0.4 М содержании сахарозы
в суспензии хлоропластов плотностью 14.4 мкг Хл/мл в
отсутствии и в присутствии NaN3 (0.5 мМ). ФЦ до-
бавлен к хлоропластам в конечной концентрации
259.07 нмоль/мл непосредственно перед их освеще-
нием белым светом мощностью 250 Вт/м2. 
Примечание к рисунку: демонстрируемый кривыми 1
и 2 переход хлоропластов на свету от выделения O2 к
поглощению O2 обусловлен исчерпанием добавленно-
го к хлоропластам ФЦ и переключением хлоропластов
с нециклического транспорта электронов (от H2O к
ФЦ) на псевдоциклический транспорт электронов
(от H2O к O2 с образованием H2O2), называемый так-
же реакцией Мейлера. Сильное поглощение O2 хло-
ропластами на свету в присутствии ингибитора ката-
лазы азида натрия, NaN3, (кривая 2) обусловлено тем,
что образованная H2O2 без существенных изменений
накапливается в хлоропластной среде. Более слабое
поглощение O2 хлоропластами на свету в отсутствие
NaN3 (кривая 1) является следствием газообмена O2 в
суспензии хлоропластов в двух противоположных на-
правлениях: поглощение O2 в реакции Мейлера с об-
разованием H2O2 и выделение O2 в каталазной реак-
ции из образованной в реакции Мейлера H2O2 (реак-
ция 2). Следующее за выключением света довольно
быстрое обратное повышение содержания O2 в среде в
отсутствие NaN3 до соответствующего концу реакции
Хилла уровня (кривая 1) также обусловлено каталаз-
ным разложением накопившейся в суспензии хлоро-
пластов за счет реакции Мейлера H2O2 на O2 и H2O.

1

2

Темнота

Темнота

Свет

5 мин

–NaN3

+NaN3
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мерно на 2 см вглубь воды в сосуде, воду в сосуде
для ее насыщения кислородом продували с уме-
ренной (чтобы не вызвать повышения давления в
сосуде) скоростью O2-газом из баллона со сжатым
O2. Через вторую иглу, конец которой распола-
гался в верхней газовой части сосуда, выходящий
из воды газ уходил во внешнюю среду. Насыще-
ние воды кислородом, как и собственно O2-изме-
рения, производили при 25°С.

Для определения ответа электрода Кларка на
добавку O2 в виде O2-насыщенной воды, в O2-из-
мерительную ячейку вносили 3.7 мл насыщенных
воздухом дистиллированной воды или водного
раствора сахарозы, ячейку закрывали и ждали на-
ступления устойчивости в показаниях электрода
Кларка. После этого из непрерывно продуваемо-
го чистым O2 сосудика через пробку в газовый
микрошприц (“Hamilton Co”, Швейцария) раз-
меренно набирали 100 мкл O2-насыщенной воды,
шприц из сосуда вынимали и набранную шпри-
цем воду добавляли в закрытую O2-измеритель-
ную ячейку для записи ответа электрода Кларка
(ΔO2) на добавленный вместе с водой O2. При вы-
числении окончательного значения ΔO2 к пока-
занному прибором ΔO2 прибавляли количество
O2, поглощенное электродом Кларка за время из-
мерения ΔO2.

В работе, наряду с веществами отечественного
производства, использовали вещества иностранно-
го производства: трис (биохимический буфер для
систем с низким содержанием металлов, “Koch-
Light Laboratories Ltd”, Англия), каталазу из бы-
чьей печени (“Sigma Chemical Co”, США), сорби-
тол (“Panreac Química SLU”, Испания) и АДФ
(“Reanal”, Венгрия).

Статистические сведения приведены в подпи-
сях к рисункам и таблицам.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 представлены данные по влиянию
растворенных в водных средах разного состава са-
харозы и сорбитола на показания погруженного в
эти среды электрода Кларка. При получении этих
данных содержание O2 в использованных средах
изменяли тремя способами. Первый способ (рис. 1а)
состоял в нормированном повышении содержа-
ния O2 в среде посредством проведения реакции
Хилла в изолированных хлоропластах с ФЦ, как
акцептором электронов (см. “Материалы и ме-
тоды”). Второй способ (рис. 1б) состоял в нор-
мированном увеличении содержания O2 в среде
посредством проведения каталазной реакции (см.
“Материалы и методы”). Третий способ (рис. 1в) со-
стоял в нормированном повышении содержания
O2 в среде посредством добавки в нее микропор-
ции воды, насыщенной чистым O2 (см. “Матери-
алы и методы”). Можно видеть, что, несмотря на
постоянство количества добавляемого O2 в среды
с электродом Кларка, увеличение содержания са-
харозы и сорбитола в этих средах с 0 до 1.2 М при-
водило к существенному линейно зависимому
увеличению сигнала O2-датчика. Более того, не-
смотря на большую разнородность сред (суспен-
зия хлоропластов (рис. 1а), среда для каталитиче-
ской реакции (рис. 1б), просто водные растворы
сахарозы (рис. 1в)), зависимости сигнала элек-
трода Кларка от содержания сахарозы и сорбито-
ла в средах для каждого из этих веществ в отдель-
ности получились очень похожими. А именно,
при увеличении содержания сахарозы и сорбито-
ла в средах с 0 до 1.2 М сигнал электрода Кларка
увеличивался на 52–56% и 32–34%, соответ-
ственно. Преобразование данных Robinson and
Cooper [7] в графический вид показало, что сигнал
электрода Кларка увеличивается линейным обра-

Таблица 1. Влияние NaCl, сахарозы и фосфатного буфера на показания электрода Кларка

Примечание. * Нормированное увеличение содержания O2 в средах производили посредством разложения H2O2 каталазой в
опыте 1 и посредством реакции Хилла в изолированных хлоропластах в опыте 2, как описано в разделе “Материалы и мето-
ды”. В таблице указаны только те компоненты сред, содержание которых изменялось и, соответственно, которые изменяли
показания электрода Кларка.
** Приведены данные двух разных единичных опытов в виде средних значений 4–7 измерений в опыте 1 и 6–8 измерений в
опыте 2. При определении ответа электрода Кларка содержание O2 в среде в O2-измерительной ячейке увеличивали на одно
и то же количество молекул O2: 200.0 и 64.8 нмоль/мл в опытах 1 и 2, соответственно.

№ опыта Содержание в среде изменяемых веществ*
Ответ электрода Кларка 

на нормированную добавку O2, %**

1
5 мМ NaH2PO4-KOH
50 мМ NaH2PO4-KOH

100.0
107.1

2
0 мМ сахарозы + 50 мМ NaCl
0 мМ сахарозы + 200 мМ NaCl
200 мМ сахарозы + 50 мМ NaCl

100.0
104.2
108.7
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зом также и при увеличении содержания NaCl в
водной среде снаружи O2-датчика с 0.5 до 5.43 М.

Хотя исследование влияния NaH2PO4-KOH бу-
фера и NaCl на показания электрода Кларка перво-
начально не входило в задачу настоящей работы, та-
кое исследование со вспомогательной целью в ходе
работы все же было проведено. Результаты этого ис-
следования, которые следует рассматривать как
приблизительные с точки зрения статистических
требований, приведены в табл. 1. Можно видеть,
что при увеличении содержания NaH2PO4-KOH
буфера в среде в O2-измерительной ячейке с 5 до
50 мМ (опыт №1) сигнал электрода Кларка увели-
чился на 7.1%, при увеличении содержания сахарозы
с нуля до 200 мМ (опыт №2) сигнал увеличился на
8.7%, а при увеличении содержания NaCl с 50 до
200 мМ сигнал увеличился только на 4.2%. Что
касается влияния NaCl на показания электрода
Кларка, то его значение 4.2% в табл. 1 не очень су-
щественно отличается от значения ~7%, получен-
ного автором данной статьи для тех же концен-
траций NaCl при обработке данных Robinson and
Cooper [7]. То же самое можно сказать о влиянии
сахарозы. Данные в табл. 1 по влиянию сахарозы
на сигнал электрода Кларка хорошо согласуются
с данными, представленными на рис. 1. В обоих
случаях сигнал электрода Кларка при 200 мМ са-
харозы увеличился на ~9%.

Из данных, представленных на рис. 1 и в табл. 1,
следует, что растворы, содержащие сахарозу, сор-
битол, NaH2PO4-KOH буфер и NaCl в обычных для
биологических исследований количествах, нерав-
носильно, но при этом довольно существенно уве-
личивают сигнал электрода Кларка. О подобном
действии реакционной среды для изолированных
хлоропластов, а также растворов NaCl, моносаха-
ридов, дисахаридов, длинноцепочечных спиртов,
пирофосфатного буфера на показания электрода
Кларка сообщалось ранее [2–4, 7, 10, 11]. Причина
такого действия жидких биологических сред и
простых химических растворов на сигнал элек-
тродов Кларка состоит в том, что данные O2-изме-
рительные устройства измеряют активность рас-
творенных в жидких средах молекул O2, значение
которой возрастает при увеличении содержания в
этих средах других веществ. Если данное явление
при проведении количественных O2-измерений не
учитывать, то результаты таких измерений получат-
ся тем более ошибочными, чем сильнее находящие-
ся в среде вещества изменяют активность раство-
ренного O2. Не учитывать влияние исследуемых
сред на показания электродов Кларка можно только
в трех одновременно выполняющихся случаях. Пер-
вое, когда значения видимого и истинного содер-
жания O2 в средах равны или почти равны друг
другу, т.е. при проведении O2-измерений в средах,
содержимое которых не влияет или слабо влияет
на активность растворенного в этих средах O2.

Второе, когда в средах не содержатся вещества,
способные изменять проницаемость мембраны
электрода Кларка для O2. Третье, когда в средах
не содержатся вещества, способные наряду с O2
проникать внутрь электрода Кларка и взаимодей-
ствовать электрохимически или химически с ано-
дом и/или катодом O2-датчика [6].

Поскольку растворимость, активность и диф-
фузия O2 в жидких средах часто непредсказуемо
зависят от природы (электролиты, не электроли-
ты, биологический материал, не биологические
нерастворимые частицы), концентрации и физи-
ко-химического состояния компонентов среды
[3, 8, 15–17], вопрос влияния жидких сред на по-
казания электродов Кларка тесно связан с вопро-
сом калибровки этих O2-датчиков. Правильно
выбранный способ калибровки используемого
электрода Кларка является залогом правильности
произведенных этим датчиком количественных
измерений O2. Правильный подход к калибровке
электродов Кларка при проведении биологиче-
ских исследований важен не только потому, что
из-за насыщенности биологических сред веще-
ствами и биологическими объектами значения
активности и истинного содержания растворен-
ного в них O2 заметно, а подчас сильно различа-
ются. Он важен также потому, что точный состав
биологических сред, а значит и растворимость в
этих средах O2, часто не только неизвестны, но и
изменяются прямо в ходе проведения O2-измере-
ний (это может иметь место, например, при про-
ведении измерений в природных условиях, в фер-
ментируемых средах или в ходе культивирования
растений, макро- и микроводорослей, грибов,
бактерий). Важностью калибровки электродов
Кларка для O2-измерений, трудностями, связан-
ными с ее правильным проведением, и наличием
препятствий для создания коммерческих стан-
дартных калибровочных растворов O2 [18] объяс-
няется непрекращающийся поиск новых и как
можно более простых и пригодных для всех или,
по крайней мере, для большого количества случа-
ев O2-измерений способов калибровки данных
O2-измерительных устройств.

Несмотря на многообразие предложенных за
время существования метода способов калибровки
электродов Кларка (в общей сложности не менее
двадцати трех разных по трудоемкости, стоимости и
условиям применения способов), ни один из них
не обладает полным набором таких необходимых
для калибровочного дела качеств, как простота,
точность, дешевизна, быстрота и достаточная
универсальность с точки зрения разнообразия
случаев O2-измерений. Значительные ограниче-
ния имеются и у самой широко применяемой ка-
либровки электродов Кларка газонасыщающим
способом (калибровка, основанная на насыще-
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нии калибровочных сред газовыми смесями с
разным содержанием O2) [3, 4, 8, 9, 19]. Чаще все-
го при калибровке электродов Кларка этим спо-
собом калибровочные среды насыщают разным
количеством O2 путем их продувки купленными
или приготовленными собственными силами га-
зовыми смесями. При этом содержание O2 в на-
сыщенных газовыми смесями средах рассчитыва-
ют с использованием соответствующих справочных
данных. Однако, из-за того, что растворимость, ак-
тивность и диффузия O2, как уже было отмечено
выше, во многих средах неизвестны, но хорошо
известны для чистой воды, калибровку электро-
дов Кларка газонасыщающим способом часто де-
лают не в той среде, в которой измеряют O2, а в
воде, нарушая, таким образом, главное правило
калибровки: калибровать электрод Кларка в той
среде и в тех условиях, в которых производят из-
мерение O2 [9, 19]. В итоге, в результаты количе-
ственных измерений O2 (например, измерения
истинного содержания O2 или скоростей газообме-
на O2 в тех или иных средах) электродами Кларка
вкрадывается ошибка, которая оказывается тем
значительнее, чем значительнее активность O2 в
использованных для O2-измерений средах и в во-
де отличаются друг от друга. О размерах такой
ошибки можно судить по литературным данным,
показывающим, что различие между растворимо-
стью O2 в чистой воде и в суспензии изолирован-
ных митохондрий составляет 9–12%, а различия
между растворимостью O2 в чистой воде и микро-
биологических средах или различия между рас-
творимостью O2 в бродильных средах в начале и в
конце процесса брожения составляют 5–41% [8,
20–24]. Размеры такой ошибки можно предста-
вить также исходя из литературных данных, пока-
зывающих, что ответ электрода Кларка на одно и
то же количество добавленного O2 в 50 мМ вод-
ном растворе пирофосфата [11] и обычной среде
для изолированных хлоропластов [2] на 10–11%
больше по сравнению с ответом в чистой воде.
Наконец, возможные размеры этой ошибки поз-
воляют представить приведенные на рис. 1 и в
табл. 1 данные, а также расчеты, сделанные при
подготовке настоящей статьи с использованием
данных Robinson and Cooper [7]. Из этих расчетов
следует, что ответ электрода Кларка на одно и то же
количество добавленного O2 становится примерно
на 23% и 45% больше при увеличении концентра-
ции NaCl в растворе на 0.5 и 1.0 М, соответственно.
При большем увеличении содержания (1.0–6.0 М)
растворенных веществ (KCl, NaCl, MgCl2, и Na2SO4)
ответ электрода Кларка на добавку O2 начинает
различаться с ответом в воде или разбавленном
растворе еще больше [4, 7]. К примеру, сигнал
электрода Кларка на одну и ту же добавку O2 в
5.43 М растворе NaCl становится на 228% больше,

чем в 0.5 М растворе NaCl [7]. Данное обстоятель-
ство дало основание Delieu and Walker высказать
мнение, что из-за трудности учета влияния соста-
ва исследуемых сред на показания электродов
Кларка калибровку O2-датчиков обычно произ-
водят в чистой воде независимо от состава исследуе-
мых сред, из-за чего в усредненном целом измере-
ния электродами Кларка получаются с ошибкой
~10% [25]. Подобного мнения придерживаются и
другие исследователи [23, 26].

Чтобы рассмотренные выше особенности ме-
тода не были причиной неверного определения
истинного содержания O2 в биологических сре-
дах, следует отказаться от калибровки O2-датчика
в воде и независимо от выбранного способа ка-
либровки калибровать его в используемых для
O2-измерений средах. В этом случае, если выбор
делается в пользу газонасыщающего способа ка-
либровки, то прежде, чем его применить, придет-
ся удостовериться, что в справочниках или теку-
щей литературе имеются проверенные данные по
растворимости O2 в той среде или тех средах, в ко-
торой/которых производятся O2-измерения и ка-
либровка O2-датчика. Если таковых там нет, то рас-
творимость O2 в некоторых средах можно узнать пу-
тем вычислений, используя уравнения и модели,
разработанные для расчетов растворимости O2 в
этих средах. При этом надо иметь в виду, что, во-
первых, и тот и другой подходы к определению
растворимости O2 при калибровке электродов
Кларка газонасыщающим способом ограничены
средами определенного состава. Во-вторых, эти
подходы далеко не всегда могут дать ту точность
калибровки, которую ожидают от проводимых
O2-измерений. В-третьих, при использовании
этих подходов к определению растворимости O2
следует учитывать, что биологический материал и
некоторые используемые в биологических иссле-
дованиях вещества (например, гемоглобин- и
миоглобин-содержащие структуры, белковые
молекулы, клетки живых существ, короткоцепо-
чечные спирты, перфторуглероды, LiF, LiNO3,
NiNO3, Na2B4O7, HNO3, NaBO2, NH4OH, Н3РО4)
могут оказывать необычное и даже обратное влия-
ние, по сравнению с обычным влиянием, на раство-
римость и активность O2 в жидкой среде [6, 15, 16].

В связи с тем, что, как было отмечено выше, у
калибровки электродов Кларка газонасыщаю-
щим способом имеются значительные ограниче-
ния в применении, особое значение приобретают
способы, позволяющие, в отличие от газонасыщаю-
щего способа, калибровать электроды Кларка в еди-
ницах истинного содержания O2 независимо от со-
става калибровочной среды. Существенно, что все
три использованные в настоящей работе способа
изменения содержания O2 в жидкой среде (рис. 1)
могут быть применены как раз для такого рода ка-
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либровки. Возможность использования двух из
этих трех способов, “хлоропластного” и “каталаз-
ного” (рис. 1а, 1б), в таком качестве уже была вы-
сказана и опробована ранее [2, 11, 27, 28]. Оцени-
вая степень применимости всех трех способов из-
менения содержания O2 в жидкой среде, как
калибровочных способов, приходится признать,
что два последних способа, “хлоропластный” и
“каталазный”, не могут иметь широкого приме-
нения. Это связано с тем, что и тот и другой спо-
соб работоспособны только в тех средах и услови-
ях, в которых хлоропласты и каталаза сохраняют
свою живучесть. При этом применимость перво-
го способа гораздо меньше по сравнению со вто-
рым способом по причине того, что изолирован-
ные хлоропласты гораздо менее доступны для ис-
пользования и более требовательны к условиям
измерений, чем каталаза. Слабым местом “хлоро-
пластного” способа калибровки является также
то, что изолированные хлоропласты способны не
только выделять, но и поглощать O2. Причем, как
показывают данные, представленные на рис. 2 и в
табл. 2, хлоропласты поглощают O2 как в темноте,
так в отсутствии ФЦ и на свету. Если вдруг ис-
пользуемые хлоропласты поглощают O2 на свету
не только в отсутствии, но и в присутствии ФЦ,
пусть даже с небольшой скоростью, то это плохо
скажется на точности производимой с их помо-
щью калибровки электродов Кларка. В связи с
этим, поскольку O2-поглощающая способность у
разных препаратов хлоропластов может быть в за-
висимости от метода их получения разной, ис-
пользовать имеющиеся хлоропласты для точной
калибровки электродов Кларка желательно лишь
после проверки их на пригодность для такого точ-
ного применения. В добавление к отмеченной
выше особенности, еще одной неудобной осо-
бенностью калибровки электродов Кларка “хло-
ропластным” способом является то, что она тре-
бует предпринимать меры (см. раздел “Материалы

и методы”), предотвращающие взаимодействие
ФЦ в суспензии хлоропластов с другими, чем во-
да, донорами электронов. Что касается калибров-
ки электродов Кларка каталазным способом, то и
у этой калибровки есть свои освещенные в лите-
ратуре “подводные камни” и тонкости примене-
ния [27–30].

Что касается третьего способа изменения со-
держания O2 в жидкой среде, состоящего из до-
бавления в среду нужного количества O2 в виде
микропорции O2-насыщенной воды (рис. 1в)
или, в случае необходимости, микропорции дру-
гой O2-насыщенной жидкости, то он, как калиб-
ровочный способ, очень выгодно отличается не
только от двух других примененных в настоящей
работе способов, но, по-видимому, и от всех во-
обще описанных к настоящему времени в литера-
туре способов калибровки. Это связано с тем, что,
во-первых, калибровка таким способом сравнима
по простоте, доступности и точности с упомянутой
выше широко применяемой калибровкой газона-
сыщающим способом. Во-вторых, у этого способа
калибровки почти безграничные возможности
применения. В-третьих, ошибка O2-измерений,
связанная с изменением состава и свойств калиб-
ровочных сред, при таком способе калибровки
электродов Кларка незначительна, поскольку са-
мо изменение этих сред под действием микродо-
бавлений незначительно. Так, например, в случае,
представленном на рис. 1в, объем добавляемой O2-
насыщенной воды составлял всего 2.5% от общего
объема среды в O2-измерительной ячейке. Но да-
же это незначительное количество добавляемой
O2-насыщенной воды могло быть, учитывая воз-
можности усиления сигнала использованной в на-
стоящей работе O2-измерительной установкой,
многократно уменьшено (по крайней мере, в 30 раз)
без значительного ухудшения надежности измере-
ний электродом Кларка. Кроме того, значительно
увеличить сигнал и, следовательно, значительно

Таблица 2. Поглощение O2 изолированными хлоропластами гороха в отсутствие феррицианида

Примечание. В таблице приведены средние значения результатов трех опытов и их стандартная ошибка. В каждом опыте из-
мерения сделаны в 3–5 кратной повторности. Плотность хлоропластов в опытах составляла 32–38 мкг Хл/мл.

* Измерения сделаны сразу после добавления хлоропластов в O2-измерительную ячейку.
** Измерения сделаны на красном свету интенсивностью 45 Вт/м2 после остановки реакции Хилла из-за исчерпания ферри-
цианида. Представлены начальные, т.е. наибольшие (как показывает кривая 1 на рис. 2, поглощение O2 хлоропластами после
исчерпания феррицианида уменьшалось во времени) скорости поглощения O2.

Содержание
сахарозы/сорбитола

в суспензии хлоропластов

Поглощение O2 в темноте*,
мкмоль/(мг Хл ч)

Поглощение O2 на свету**,
мкмоль/(мг Хл ч)

0.0 М сахарозы 0.4 ± 0.1 7.1 ± 0.2
0.8 М сахарозы 0.4 ± 0.2 7.8 ± 0.5
1.2 М сахарозы 0.5 ± 0.2 6.1 ± 0.8
0.6 М сорбитола 0.7 ± 0.3 7.6 ± 0.5
1.2 М сорбитола 0.4 ± 0.2 8.3 ± 0.3
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уменьшить количество добавляемой O2-насыщен-
ной воды в опытах, представленных на рис. 1в, мож-
но было также за счет замены у электрода Кларка
использованной мембраны на более O2-проница-
емую мембрану, т.е. за счет увеличения чувстви-
тельности самого O2-измерительного устройства.

Таким образом, завершая рассмотрение вопроса
об особенностях применения электродов Кларка в
биологических исследованиях, представляется по-
лезным кратко повторить ключевое положение из-
ложенного материала. Оно состоит в том, что, по-
скольку электроды Кларка измеряют активность, а
не истинное содержание растворенного O2, показа-
ния этих измерительных устройств, как и актив-
ность O2, зависят не только от содержания O2 в
исследуемых средах, но также от качественного и
количественного состава исследуемых сред в целом.
Данное обстоятельство может вызвать затрудне-
ния в O2-измерениях либо сделать O2-измерения
неправильными соответственно в тех случаях, ко-
гда соотношение между концентрацией и актив-
ностью O2 в исследуемых средах очень трудно или
невозможно оценить, либо когда отмеченное вы-
ше свойство электродов Кларка ошибочно не
учитывается. Тем не менее, как показывает, в том
числе, и настоящее исследование, упомянутые
затруднения и неопределенности при хорошем
знании вопроса могут быть в подавляющем боль-
шинстве случаев успешно преодолены посред-
ством правильного применения подходящего
случаю способа калибровки используемого элек-
трода Кларка.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследований. Автор заявляет об
отсутствии конфликта интересов.
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