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Изучена динамика содержания числа эритроцитов и концентрации метгемоглобина в крови тепло-
любивой кефали-сингиля (Chelon auratus Risso, 1810) и холодолюбивой камбалы-глоссы (Platichthys
flesus L., 1758) на протяжении годового цикла. О степени зрелости циркулирующей эритроцитарной
массы судили на основе построения кислотных эритрограмм. Между числом эритроцитов и кон-
центрацией метгемоглобина в крови обоих видов обнаружена выраженная отрицательная связь (r =
= –0.681; –0.778). Показано, что наиболее молодая генерация клеток красной крови появляется
в периферической русле у обоих видов в постнерестовый период (1.5–2.0 мес), что отражает актив-
ную продукцию эритроцитов гемопоэтической тканью. В остальное время происходит постепенное
старение циркулирующей эрироцитарной массы. Это приводит к уменьшению числа эритроцитов
в крови и сопровождается ростом концентрации метгемоглобина. Последнее, по-видимому, опре-
деляет выработку эритропоэтинов в почках и активирует процессы эритропоэза в гемопоэтической
ткани (преднерестовый период).
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ВВЕДЕНИЕ
В норме процесс деоксигенации молекулы окси-

гемоглобина сопровождается диссоциацией ком-
плекса HbO2 с отрывом кислорода (Schechter, 2008).
Железо при этом сохраняется в двухвалентном
ферро-состоянии:

Однако в некоторых случаях деоксигенация
приводит к образованию супероксиданионради-
кала (∙ ) и окислению железа – гем переходит в
ферри-состояние (Schechter, 2008):

Гемоглобин, имеющий гем с Fe3+, не способен к
ассоциации с кислородом и получил название мет-
гемоглобина. Он восстанавливается при участии
НАДН2-диафоразы и цитохрома b5 (Percy, Lappin,
2008). В этом также принимают участие и ряд вос-
становителей: глутатион (GSH), аскорбиновая кис-
лота, токоферол (Krishna, Venkataramana, 2007). Ес-
ли эффективность этого процесса понижается,

наблюдается повышение концентрации метгемо-
глобина.

Ядерные эритроциты рыб имеют тот же, что и
эритроциты высших позвоночных, антиокси-
дантный комплекс (Zikic et al., 1991; Schoore et al.,
1995; Woo et al., 2006). В них выявлена NADH-ди-
фораза (Schoore et al., 1995; Saleh, McConkey,
2012). Активность некоторых ферментов (перок-
сидазы, супероксиддисмутазы) и концентрация
восстановителей (GSH) превышает таковую у че-
ловека (Wdzieczak et al., 1982; Woo et al., 2006).

Процесс перехода гемоглобина в мет-состоя-
ние может быть индуцирован рядом агентов: нит-
ритом, нитратами, анилином, нитробензолом и
рядом других соединений (Schoore et al., 1995; Ti-
lak et al., 2007). Однако особый интерес представ-
ляет спонтанное естественное окисление пиг-
мента в момент его дезоксигенации и причины
его определяющие (Affonso et al., 2002; Chen et al.,
2017; Soldatov et al., 2020; Солдатов, 2021). Респи-
раторные пигменты рыб отличаются низкой
устойчивостью к окислению в сравнении с выс-
шими позвоночными (Sajiki et al., 1991; Powell,
Perry, 1997; Maestre et al., 2009; Blair et al., 2020).

+ → +2 2+
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Они могут периодически переходить в ферри-
форму без видимых признаков токсической мет-
гемоглобинемии. Сравнительно высокая концен-
трация MtHb была выявлена у Gadus morhua – 27%
(Graham, Fletcher, 1986). У серебряного карася ге-
моглобин почти на 100% переходил в ферри-фор-
му (Andreeva, Ryabtseva, 2011).

Некоторые авторы отмечают закономерные
изменения концентрации метгемоглобина в кро-
ви рыб в течение годового цикла (Graham, Fletch-
er, 1986; Soldatov, Maslova, 1989). Уровень окис-
ленного пигмента при этом может достигать 15%.
Анализ причин роста уровня ферри-формы в кро-
ви рыб на протяжении года показал, что он может
быть обусловлен особенностью течения эритро-
поэтических процессов в кроветворной ткани.
Отмечено, что наиболее активная пролиферация
и дифференцировка эритроидных элементов
происходит в постнерестовый период и продол-
жается в течение 2–3 мес (Солдатов, 2005; Maslo-
va et al., 1988; Andreeva et al., 2017). В остальное
время кроветворная ткань выключена из актив-
ного функционирования. Это должно приводить
к постепенному старению циркулирующей эрит-
роцитарной массы, снижению активности NA-
DH-диафоразы и росту концентрации MtHb в
крови.

О нерегулярности эритропоэтических процессов
в гемопоэтической ткани свидетельствует и продол-
жительность жизни клеток красной крови рыб,
определенная при помощи 3Н-тимидина и флуорес-
центных зондов (Золотова, 1987; Fischer et al., 1998).
Она достигает 270–310 сут. Это означает, что ге-
нерация клеток красной крови в кроветворной
ткани у рыб происходит непостоянно, а осу-
ществляется разово в течение ограниченного
промежутка времени. По-видимому, она приуро-
чена к нерестовому периоду, когда происходит
значительное перераспределение пластических
ресурсов в организме (Сорвачев, 1982). Проверке
данного положения и посвящена настоящая ра-
бота. В ней намеренно взяты виды костистых
рыб, нерест которых приурочен к различным пе-
риодам годового цикла.

Цель настоящего исследования – оценить воз-
раст циркулирующей эритроцитарной массы и
соотнести его с числом эритроцитов и концен-
трацией MtHb в крови у тепло- и холодолюбивых
рыб на протяжении годового цикла.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на двух видах костистых рыб:
теплолюбивой кефали-сингиле (Chelon auratus Ris-
so, 1810) и холодолюбивой камбале-глоссе (Platich-
thys flesus L., 1758), нерест которых происходит в ав-
густе–сентябре и феврале–марте соответственно.
Рыбу отлавливали на протяжении года в районе

Керченского пролива (Крым) и бухте Казачья
(г. Севастополь, Крым). Использовали взрослых
особей сингиль (183–275 г, 21–28 см) и глосса
(67–133 г, 17–27 см).

Рыбу перевозили в аквариальную в пластико-
вых баках с воздушной аэрацией емкостью 100 л.
При транспортировке материала на значитель-
ные расстояния использовали полиэтиленовые
мешки, атмосферу в которых заполняли кислоро-
дом. После транспортировки животных рассажи-
вали в аквариумы и бассейны объемом 200–1500 л
(с естественным протоком и освещением) и вы-
держивали в данных условиях в течение 5–7 сут
для снятия состояния манипуляционного стрес-
са. В течение этого времени особей кормили фар-
шем из малоценных видов рыб. Суточный пище-
вой рацион достигал 6–7% массы тела. В работе
использовали активно питающихся подвижных
особей.

За 60–70 мин до отбора проб рыб наркотизи-
ровали. В качестве анестезирующего препарата
применяли уретан. Его растворяли в воде аквари-
ума, где находились особи. Величины эффектив-
ных доз препарата были определены ранее (Solda-
tov, 2005). Кровь получали пункцией хвостовой
артерии. В качестве антикоагулянта использова-
ли гепарин (Рихтер, Венгрия).

Концентрацию метгемоглобина в крови опре-
деляли по методу H. Evelyn, H. Malloy в модифи-
кации М.С. Кушаковского (вместо KCN исполь-
зовали ацетонциангидрин) (Кушаковский, 1970).
Число эритроцитов в крови подсчитывали в ка-
мере Горяева (Стенко, 1975). Кислотные эритро-
граммы строили в соответствии с методом Ги-
тельзона, Терскова в модификации Воробьева
(Стенко, 1975).

При проведении сравнительного анализа при-
менен однофакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) PAST v. 4.09 software (Hammer, Harper,
2006). Графически цифровой материал обработан
с использованием стандартного пакета Grapher
(версия 11). Результаты представлены как М ± m.
В ряде случае применяли ранжирование выбо-
рочных совокупностей с учетом функционально-
го состояния организма рыб. Минимальный уро-
вень значимости был р < 0.05. В работе использо-
ваны 25 особей камбалы и 31 особь кефали.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Кефаль-сингиль. Получены полигоны распре-

деления значений концентрации MtHb (рис. 1а) и
числа эритроцитов (рис. 1б) в течение годового
цикла. Зависимости хорошо описываются урав-
нениями параболической функции. Максималь-
ные концентрации MtHb отмечали в летние меся-
цы – июне и июле (10–16%), минимальные – в
январе, феврале (2–6%). Картина, по числу эрит-



БИОЛОГИЯ ВНУТРЕННИХ ВОД  № 4  2023

СЛУЧАИ СПОНТАННОГО РОСТА КОНЦЕНТРАЦИИ МЕТГЕМОГЛОБИНА В КРОВИ 551

роцитов в крови, была обратной. Между указан-
ными величинами обнаружена отрицательная
связь (рис. 1в), которую можно описать уравне-
нием линейной регрессии при коэффициенте де-
терминации (R2), равном 0.605, что соответствует
коэффициенту корреляции (r) –0.778.

Для оценки статистической значимости выяв-
ленных различий выборочные совокупности ран-
жировали с шагом в три месяца: май–июль (пред-
нерестовый период), август–октябрь (нересто-
вый период), ноябрь–январь (постнерестовый
период), февраль–апрель (относительный функ-
циональный покой) (рис. 1г, 1д). Видно, что раз-
личия между максимальными и минимальными
величинами были статистически выражены. В от-
ношении концентрации MtHb они достигали
7.6% (p <0.001), относительно числа эритроцитов
в крови – 0.46 кл. (106)/мкл (p < 0.01).

Анализ кислотных эритрограмм показал зна-
чительный рост числа низкостойких клеток

в крови кефалей (лизис в течение 2.5 мин) в пред-
нерестовый период (табл. 1). На них приходилось
>20% общего числа эритроцитов. Доля среднестой-
ких клеток (лизис в течение 2.5–5.5 мин) не превы-
шала 78% соответственно. В нерестовый и постне-
рестовый периоды картина существенно изменя-
лась. Доля низкостойких к кислотному фактору
эритроцитов не превышала 7% клеточной массы
(p < 0.001), среднестойких эритроцитов достигала
90% и более (p < 0.01).

Камбала-глосса. Аналогичные исследованиям
были выполнены и на особях глоссы. Характер
распределения значений концентрации MtHb и
числа эритроцитов в крови на протяжении годо-
вого цикла у нее также хорошо описывался урав-
нением параболической функции. Однако дина-
мика была иной (рис. 2). Доля окисленного пиг-
мента достигала максимальных значений в зимний
период времени (10–14%), минимальных – в лет-
ний (2–5%). Как и в случае с сингилем, динамика
изменений числа эритроцитов в крови глоссы

Рис. 1. Изменение уровня метгемоглобина (а) и числа эритроцитов (б) в крови кефали-сингиля на протяжении годо-
вого цикла, взаимосвязь этих показателей (в) и их ранжированные выборочные совокупности с учетом функциональ-
ного состояния рыб (г, д). Здесь и на рис. 2а и 2б по оси абсцисс нулевая точка соответствует началу календарного года.
1 – преднерестовый период; 2 – нерестовый период; 3 – постнерестовый период; 4 – период относительного функци-
онального покоя.
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была обратной по отношению к MtHb. Между
данными величинами существовала обратная
связь, которая может быть описана уравнением
экспоненты, коэффициент детерминации R2 не
превышал 0.5.

Ранжирование выборочных совокупностей
для глоссы также проводили с периодичностью в
три месяца, учитывая особенности биологии дан-
ного вида: ноябрь–январь (преднерестовый пе-
риод), февраль–апрель (нерестовый период),
май–июль (постнерестовый период), август–ок-
тябрь (функциональный покой) (рис. 2). Различия
между максимальными и минимальными значени-
ями концентрации MtHb и числом эритроцитов в
крови также были статистически выражены: 6.3%
(p < 0.001) и 0.59 кл. (106)/мкл) (p < 0.001) соответ-
ственно.

Характер изменения параметров кислотных
эритрограмм у глоссы на протяжении года был
близок к таковому для сингиля (табл. 1). Доля
низкостойких клеток (лизис в течение 2.5 мин) в
преднерестовый период была на 25.3% выше (p <
< 0.001), чем в постнерестовый период. Содержа-
ние же среднестойких клеток (лизис в течение
2.5–5.5 мин) имело противоположную динамику.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Из полученных данных видно, что циркулиру-

ющая эритроцитарная масса на протяжении го-
дового цикла у обоих видов претерпевает ряд по-
следовательных состояний, согласующихся с осо-
бенностями течения их репродуктивного цикла:
постнерестовый период, период функционального
покоя, преднерестовый и нерестовый периоды.

Постнерестовый период (1.5–2.0 мес). Эритро-
циты отличаются высокой устойчивостью к кис-
лотной нагрузке. Число клеток красной крови в
периферическом русле достигает максимума, со-
держание метгемоглобина, напротив, – мини-
мально. Все это свидетельствует об активной про-
дукции эритроцитарной массы гемопоэтической
тканью. В этот период годового цикла у других ви-
дов отмечено значительное увеличение эритроид-
ной популяции клеток в головной почке (проне-
фросе), рост индекса импульсного мечения клеток
3Н-тимидином (S-период клеточного цикла), по-
явление в периферическом русле пролиферирую-
щих базофильных нормобластов (Золотова, 1987;
Маслова, Тавровская, 1991). Об этом же свиде-
тельствуют результаты, полученные при помощи
метода проточной цитометрии (Andreeva et al.,
2017).

Период относительного функционального покоя
(до 6 мес). В этот промежуток времени устойчи-

Таблица 1. Кислотные эритрограммы циркулирующей эритроцитарной массы кефали-сингиля и камбалы-глос-
сы (доля клеток, %) на протяжении годового цикла

Примечание. Даны средние значения и их ошибки, n – число особей.

Период функционального
состояния организма

Время лизиса, мин

0 < 2.5 2.5 < 5.5 5.5 < 7.0

Кефаль-сингиль

Преднерестовый (май–июль), n = 7 21.1 ± 2.5 77.5 ± 2.4 1.4 ± 0.4

Нерестовый (август–октябрь), n = 7 3.6 ± 0.9 91.3 ± 1.2 5.1 ± 1.0

Постнерестовый (ноябрь–январь), n = 6 6.0 ± 1.1 90.9 ± 0.7 3.1 ± 0.7

Функциональный покой (февраль–апрель), n = 6 15.4 ± 0.8 81.8 ± 1.1 2.8 ± 0.5

Уровень значимости, р p < 0.001 p < 0.01 p < 0.05

Камбала-глосса

Преднерестовый (ноябрь–январь), n = 6 32.4 ± 1.8 66.8 ± 2.6 0.7 ± 0.2

Нерестовый (февраль–апрель), n = 6 5.4 ± 0.7 91.3 ± 2.4 3.2 ± 0.8

Постнерестовый (май–июль), n = 7 7.1 ± 1.2 90.1 ± 3.7 2.8 ± 0.6

Функциональный покой (август–октябрь), n = 6 20.5 ± 1.7 76.2 ± 3.0 3.2 ± 0.6

Уровень значимости, р p < 0.01 p < 0.01 p > 0.05
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вость клеток красной крови к кислотному факто-
ру снижается. Существенно растет доля низко-
стойких клеток (лизис в течение 2.5 мин). Число
эритроцитов в системе циркуляции постепенно
уменьшается, а доля метгемоглобина растет. Та-
кое соотношение процессов отражает старение
эритроцитарной массы в целом, о котором свиде-
тельствуют данные, полученные при помощи 3Н-
тимидина и флуоресцентных зондов (270–310 сут),
о продолжительности жизни эритроцитов кости-
стых рыб (Золотова, 1987; Fischer et al., 1998). Это
должно приводить к снижению окислительно-
восстановительного статуса клеток красной кро-
ви (Phillips et al., 2000) и сопровождаться ростом
содержания окисленных компонентов: окислен-
ного глутатиона, NAD, NADP (Hardig, Hoglund,
1983). Переход гемоглобина в ферри-форму
(MtHb) в связи с этим – закономерное следствие
данных процессов, что в действительности и име-
ло место. Ранее подобные изменения у возраст-
ных эритроцитов показаны для радужной форели
(Oncorhynchus mykiss) и балтийского лосося (Salmo
salar) (Hardig, Hoglund, 1983; Phillips et al., 2000).

Преднерестовый и нерестовый периоды (3–4 мес).
Имеют решающее значение для гемопоэтической
ткани. В преднерестовый период число эритро-
цитов в крови достигает минимальных значений.
Устойчивость клеток красной крови к кислотно-
му фактору находится на самом низком уровне,
что отражает их значительный возраст. Концен-
трация метгемоглобина в крови достигает макси-
мальных значений. Низкое содержание эритро-
цитов в крови, по-видимому, определяется не
только процессом их старения, но и перераспре-
делением пластических (белковых) ресурсов в ор-
ганизме рыб в пользу генеративной ткани, что
должно сопровождаться разрушением части
эритроцитарной массы. Известно, что белковая
недостаточность всегда сопряжена с более или
менее выраженной анемией у рыб (Kokkidis et al.,
2000). Анемия и гипоксия, в свою очередь, служат
мощным фактором выработки эритропоэтинов и
активизации эритропоэза (Houston et al., 1996;
Rothmann et al., 2000). Данные соединения были
идентифицированы в крови рыб при помощи ме-
тодов иммунохимического анализа (Wickramasing-
he, 1993). Наиболее высокая их концентрация обна-

Рис. 2. Изменение уровня метгемоглобина (а) и числа эритроцитов (б) в крови камбалы-глоссы на протяжении годо-
вого цикла, взаимосвязь этих показателей (в) и их ранжированные выборочные совокупности с учетом функциональ-
ного состояния рыб (г, д). Обозначения, как на рис. 1.
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ружена в почках (Moritz et al., 1997; Lai et al., 2006).
Полная структура гена эритропоэтина в настоя-
щее время аннотирована для бурого фугу (Taki-
fugu rubripes) (Chou et al., 2004). Установлено, что
выработка эритропоэтина в почках рыб коррели-
рует с уровнем тестостерона в крови (Pottinger,
Pickering, 1987), а также активностью щитовид-
ной и пинеальной желез (Shedpure, Pati, 1996).
Насколько эти процессы функционально взаи-
мосвязаны, сказать сложно.

Выводы. Между числом эритроцитов и кон-
центрацией метгемоглобина в крови кефали-син-
гиля и камбалы-глоссы обнаружена выраженная
отрицательная связь. Наиболее молодая генера-
ция клеток красной крови появляется в перифери-
ческом русле у обоих видов в постнерестовый пери-
од, что отражает активную продукцию эритроцитов
гемопоэтической тканью. В остальной период годо-
вого цикла происходит постепенное старение цир-
кулирующей эрироцитарной массы. Это сопровож-
дается уменьшением числа эритроцитов и ростом
концентрации метгемоглобина, что понижает
кислородную емкость крови в целом. Последнее,
по-видимому, определяет выработку эритропоэ-
тинов в почках и активирует процессы эритропо-
эза в гемопоэтической ткани.
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Cases of Spontaneous Increase of Methemoglobin Concentration
in Fish Blood during the Annual Cycle

A. A. Soldatov*
Kovalevsky Institute of Biology of the South Seas of the Russian Academy of Sciences, Sevastopol, Russian Federation

*e-mail: alekssoldatov@yandex.ru

The dynamics of the content of erythrocytes number and concentration of methemoglobin in the blood of the
thermophilic mullet (Chelon auratus Risso, 1810) and the cold-loving f lounder (Platichthys flesus L., 1758)
during the annual cycle was studied. The degree of maturity of the circulating erythrocyte mass was judged on the
basis of acid erythrograms construction. A pronounced negative relationship was found between the number of red
blood cells and the concentration of methemoglobin in the blood of both types (r = –0.681; –0.778). It has been
shown that the youngest generation of red blood cells appears in the peripheral bed of both species in the
post–spawning period (1.5–2.0 months), which reflects the active production of erythrocytes by hematopoi-
etic tissue. The rest of the time, there is a gradual aging of the circulating erythrocyte mass. This leads to a
decrease in the number of red blood cells in the blood and is accompanied by an increase in the concentration
of methemoglobin. The latter, apparently, determines the production of erythropoietins in the kidneys and
activates the processes of erythropoiesis in hematopoietic tissue (pre-spawning period).

Keywords: methemoglobin, erythrocytes, acid erythrograms, annual cycle, Chelon auratus, Platichthys flesus
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