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КИСЛОРОДНОГО  ЭЛЕКТРОДА  КЛАРКА 

 
Приведена методика коррекции показаний электрода Кларка с учетом автопотребления. Автопотребление 
может вносить существенную погрешность при измерении скорости потребления кислорода клетками. По-
казано, что учет автопотребления значительно уменьшает эту погрешность при исследовании физиологии 
дыхания клеток. 
 
 

 
ВВЕДЕНИЕ 

В исследованиях физиологии дыхания на тка-
невом, клеточном и субклеточном уровнях закры-
тые полярографические электроды нашли широ-
кое применение благодаря простоте конструкции, 
удобству в эксплуатации, удачному решению 
Л. Кларка закрыть катод и анод единой мембра-
ной, проницаемой для кислорода, [1–5] и сравни-
тельно их невысокой стоимости. Разнообразие ус-
ловий, в которых применяются электроды, возрас-
тающие эксплуатационные требования, в том чис-
ле требования к точности измерений, создание но-
вых материалов, возможность электронной стаби-
лизации режимов работы и оперативной обработ-
ки результатов измерений привели к разработке 
большого числа конструкций приборов, программ, 
методик работы: ISO2 Dissolved Oxygen Meter & 
Electrode,  Rank Dissolved O2 Electrode ATA 
SCIETIFIC,  Sable Systems: ReadOx-4 4-Channel 
Dissolved Oxygen Analyzer, OROBOROS 
INSTRUMENTS high-resolution respirometry  Oxy-
graph-2k,  THE OXYGEN SENSOR,  анализатор 
жидкости МУЛЬТИТЕСТ ИПЛ-513. Область при-
менения электродов полностью не сформирована, 
и во многих предприятиях и лабораториях изго-
тавливаются электроды для решения частных за-
дач. Применение кислородных электродов Кларка 
встречает ограничения при измерении слабых сиг-
налов, например при респирометрических иссле-
дованиях гипоксии на клеточном уровне. За ка-
жущейся простотой электрода скрываются доста-
точно сложные физико-химические процессы, до-
пускающие, как правило, их приближенное рас-
смотрение. Некоторые систематические погреш-
ности электродов, ограничивающие их примене-
ние, могут быть устранены или  уменьшены путем 
использования корректирующих алгоритмов на 
основе анализа природы этих погрешностей. В ря-
де случаев уменьшение погрешностей может быть 
предусмотрено в конструкциях электрода и изме-

рительной камеры. Необходимо отметить сле-
дующее обстоятельство: некоторые погрешности 
электрода — динамическая погрешность, причина 
которой состоит в инерционности электрода, и по-
грешность, вызванная кислородной емкостью де-
талей электрода и электродной измерительной 
ячейки ("обратная диффузия") — устранены  в 
приборе Oxygraph-2k (Австрия) [6–9]. Это сделало 
возможным проведение респирометрических ис-
следований как быстропротекающих процессов, 
так и процессов по содержанию кислорода, близ-
ких к гипоксии, что расширило представления  
о физиологии митохондрий и о дыхательной ак-
тивности клеток и наметило перспективы даль-
нейших исследований [9–12]. 
Полярографическим методам определения со-

держания кислорода посвящена обширная литера-
тура, в перечне которой содержатся патенты, мо-
нографии, оригинальные статьи и обзоры.  Необ-
ходимость работы, обобщающей материалы по 
конструированию и применению измерителей со-
держания кислорода в биологических средах, на-
зрела и была бы полезна как разработчикам при-
боров медико-биологического применения, так и 
исследователям, работающим с респирометриче-
ской аппаратурой. Мы считаем возможным реко-
мендовать  в настоящем  кратком сообщении не-
сколько публикаций с элементами теории, описа-
нием различных конструкций и методик работы 
[1–5, 13–19]. 
Нами же ставится конкретная задача — анализ 

погрешности автопотребления электрода Кларка  
и пути ее коррекции.  
Имеется круг задач, решение которых сопря-

жено с необходимостью коррекции показаний ки-
слородного электрода по автопотреблению. Под 
автопотреблением понимается уменьшение со-
держания растворенного кислорода в замкнутом 
объеме при включенном электроде [3, 4]. Элек-
трод регистрирует содержание кислорода в изме-
рительной камере ("индикаторная" кривая). В ряде 
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случаев цель исследований состоит в оценке ды-
хательной активности (скорости потребления ки-
слорода клетками). Очевидно, что процедура 
дифференцирования индикаторной зависимости 
по времени может привести к значительной по-
грешности в определении скорости дыхания кле-
ток. 

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 

Для  количественной оценки погрешности из-
мерения концентрации растворенного кислорода, 
вызванного автопотреблением, рассмотрим вре-
менные соотношения электровосстановления ки-
слорода. На рис. 1 и 2 приведены схемы измери-
тельной камеры и измерительного электрода. 
Электрод регистрирует концентрацию кислорода, 
растворенного в среде с клетками (митохондрия-
ми), заполняющей полностью герметизированный 
объем камеры СИ = f(t). СИ — текущая концентра-
ция без учета инерционности электрода, нормиро-
ванная по начальной концентрации С0. Если инер-
ционность электрода соизмерима со скоростью 
исследуемого процесса, то следует полученную 
зависимость корректировать по времени запазды-
вания: 

И
И

d( ) ,
d
CC t C
t

τ= + ⋅                           (1) 

где τ — постоянная электрода, определенная по 
отклику показаний электрода на ступенчатое из-
менение концентрации растворенного кислорода 
[3, 8], а СИ — "индикаторная" кривая измерения 

 

растворенного кислорода в камере, учитывающая 
дыхание клеток и автопотребление электрода.  
Удельное потребление кислорода клетками γ 

может быть представлено в виде соотношения, по 
форме аналогичного формуле Михаэлиса—
Ментен [20, 21]: 

0
1

C
K С

γ γ
+

=   [мкмоль/(кл.·ч)],            (2) 

где 0γ — максимальное значение удельного по-
требления;  K1 — безразмерная постоянная; 

при K1 << С       γ ≈ 0γ , 

при K1 >> С       И
0

1

C
K

γ γ= .                           

 
 

Рис. 1. Схема измерительной камеры. 
1 — корпус, 2 — рубашка термостата, 3 — ме-
шальник, 4 — пробка, 5 — герметизированная ра-
бочая ячейка со средой и клетками (митохондрия-
ми), 6 — измерительный электрод 

 

 
 

Рис. 2.  Измерительный электрод. 
1 — полупроницаемая мембрана, 2 — дис-
танционная мембрана, 3 — катод, 4 — анод,  
5 — зажимные кольца, 6 — стеклянный дер-
жатель катода, 7 — прокладки, 8 — наконеч-
ник, 9 — корпус, 10 — втулка 
 

(3) 
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Тогда (при этом) скорость потребления кисло-
рода клетками можно записать в следующем виде: 

            *
1

1 1

d 1
d

CC
t K С Т

=
+

,                         (4) 

где  1d
d
C
t

 — скорость потребления кислорода клет-

ками из единицы объема,  
*

0
1

0

СТ
nγ

=    [ч] — харак-

теристическое время потребления, n  [кл./мл] — 
концентрация клеток. 
Скорость автопотребления в предположении, 

что поглощение кислорода электродом происхо-
дит по кинетике реакции первого порядка [3], мо-
жет быть представлена уравнением   

2

2

d 1
d
C C
t Т

= ,                                               (5) 

где  

2d
d
C
t

 — скорость автопотребления,        (6) 

а             2
2

VT
K

= ,                                                     (7) 

где V — объем измерительной камеры (мл), а K2 — 
константа автопотребления. 
Очевидно, что имеются два пути коррекции ав-

топотребления: увеличение объема измерительной 
камеры и  учет автопотребления по характеристи-
кам электрода. Mатериальный  баланс  по  кисло-
роду  может   быть представлен следующим обра-
зом:  

    С = 1 – С1 – С2.                           (8) 
Полученные соотношения, позволили  оценить 

погрешность при определении скорости дыхания 
культуры клеток ВНК-21 (С-13), причиной кото-
рой является автопотребление.  

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Клетки BHK-21 (C-13) культивировали в пла-
стиковых флаконах Карреля площадью 25 см2 
фирмы Nunc в атмосфере воздуха с 5 % СО2. По-
севная концентрация составляла 400 тыс. клеток 
на флакон в 5 мл питательной среды. Для культи-
вирования использовали питательные среды 
DMEM и RPMI-1640 в соотношении 1:1 с добав-
лением 10 % сыворотки крупного рогатого скота  
и 80 мкг\мл гентомицина.  
С поверхности флакона клетки снимали при 

помощи раствора Трипсин-ЭДТА на 3-и сутки 
культивирования. После 2-кратного центрифуги-

рования (сначала в исходной среде, затем в среде 
без сыворотки) клетки помещали  в респирацион-
ную среду, состоящую из среды Joklik (с добавле-
нием 20 мМ Hepes) и митохондриальной  среды 
МiR05 [22] (с добавлением BSA (1 г/л) и сахарозы 
(110 мМ)) в соотношении 1:1. 
Респирационной средой, содержащей клетки в 

концентрации 1.8–2.0·106 кл./мл, заполняли герме-
тизированную термостатированную  ячейку объе-
мом 1 мл измерительной камеры (рис. 1), в кото-
рой обеспечивалось перемешивание, и измеряли 
концентрацию растворенного кислорода электро-
дом (рис. 2) в течение 50 мин.  Подсчет клеток 
проводили на гемоцитометре. Подсчет  живых и 
мертвых клеток в суспензии получали по их окра-
шиванию 0.5 % раствором трипанового синего по 
общепринятой методике [23, 24]. 
Особенности электрода состоят в том, что в 

нем  использован платиновый катод, вмонтиро-
ванный в стеклянный держатель (cтекло № 29).  
В качестве полупроницаемой мембраны примене-
на силиконовая пленка. Стабильность показаний 
электрода достигнута за счет применения дистан-
ционной пористой мембраны (материал — лавсан, 
толщина 0.005 мм, пористость 7 %, средний диа-
метр пор 0.8·10–3 мм) и специальной заточки элек-
трода, исключающей влияния пузырьков воздуха  
в электролите на показания. В электроде в качест-
ве электролита использован 1 М раствор хлори-
стого калия (ДИАМ), оттитрованный KОН до зна-
чения рН, равного 10 [3]. 
Для определения быстродействия электрода 

ячейку заполняли дистиллированной водой, уста-
навливали температуру 37 °С, продували возду-
хом, потом вносили 0.1 г сульфита натрия 
(SIGMA) и регистрировали показания электрода 
(рис. 3).  

 
 

Рис. 3.  Отклик электрода на ступенчатую деок-
сигенацию среды в измерительной ячейке. 
1 — показания измерительного электрода,  
2 — аппроксимирующая кривая 
 

 t,  c 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

1.  Отклик электрода на ступенчатую деоксиге-
нацию  приведен на рис. 3. Полученная зависи-
мость, нормированная по максимальной концен-
трации  С0, хорошо  аппроксимируется экспонен-
той с постоянной времени τ = 14.5 с.  Так как эта 
величина намного больше, чем скорость абсорб-
ции кислорода сульфитом натрия  (≈0.12 с [25]), то 
искажением, вызванным  влиянием на скорость 
процесса восстановления кислорода, можно пре-
небречь.  
Стандартное отклонение экспериментальной 

кривой дыхания СИ от скорректированной по τ   
кривой С(t) не превышает величины 0.018, что по-
зволяет использовать электрод для исследуемых 
нами медленнопротекающих (t > 50 τ) процессов. 

2.  На рис. 4 показаны экспериментальные за-
висимости изменения содержания кислорода в из-
мерительной ячейке в бесклеточной респирацион-
ной среде (автопотребление электрода) и в среде, 
содержащей клетки (автопотребление электрода  
и дыхание клеток).  
Учитывая, что в бесклеточной среде СИ = 1 – С2,  

из уравнения (5) получаем  

     2 .2 1
t

TC e
−

= −                                 (9) 

Находим, что на участке t = 0÷ 50 мин кривой 1  
Т2 = 1.169 мин. Отметим, что Т2  зависит  от харак-
теристик электрода (K2) и измерительной ячейки 
(V) и не зависит от процессов  дыхания в ячейке. 
Далее, имея зависимость содержания кислорода 

от времени (рис. 4) в среде, содержащей клетки,  и 
зная значение Т2, можем, используя уравнение (5), 
определить расход кислорода в ячейке на автопо-
требление С2(t). На начальном участке зависи-
мость С(t) в уравнении (5) аппроксимирована ли-
нейной функцией (рис. 5). На рис. 5 приведена 
также зависимость С2(t), найденная из уравнения 
(5) при принятом допущении относительно линей-
ности С(t). Из соотношения (8) находим С1(t) 
(рис. 5). 
Скорость потребления кислорода клетками, 

найденная  путем дифференцирования зависимо-
сти С1(t) существенно отличается от аналогичного 
значения, найденного по кривой С(t) (рис. 6). Оче-
видно, что погрешность измерений скорости ды-
хания может быть уменьшена за счет конструкции 
электрода и объема измерительной ячейки.  
Полученная зависимость dC1/dt позволяет, 

используя соотношения  (3) и (4), найти Т1,  

 
 

Рис. 4.  Экспериментальные зависимости изменения 
содержания кислорода в измерительной ячейке. 
1 —  автопотребление электрода С2, 
2 —  дыхание клеток СИ 

 
 

 
 

Рис. 5.  Расчетные кинетические показатели изме-
рения дыхания клеток в измерительной ячейке. 
СИ — функция аппроксимации кривой изменения 
содержания кислорода в измерительной ячейке в 
процессе эксперимента, 
С1 — кривая дыхания клеток, рассчитанная по 
формуле (8), 
С2 — кривая автопотребления электрода, рассчи-
танная по формуле (5) 

С2 

С1 

СИ 

 t, мин 

 t, мин 

 
 

Рис. 6.  Скорости потребления кислорода культу-
рой клеток в измерительной ячейке, полученные 
из кривой дыхания С(t) без учета автопотребления 
электрода и кривой С1(t), учитывающей влияние 
автопотребления электрода, в относительных еди-
ницах 

 

dC/dt 

dC1/dt 

 t, мин 
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а следовательно, и удельное потребление клетка-
ми кислорода для различных условий инкубации. 
Все вычислительные процедуры и обработка 

результатов экспериментов осуществлены в сис-
теме Mathcad 2000 Professional. 

ВЫВОДЫ 

Полученные результаты позволяют скорректи-
ровать погрешность измерений, возникающую в 
результате автопотребления электрода, и тем са-
мым предусмотреть возможности повышения объ-
ективности респирометрических исследований с 
использованием электрода Кларка. 
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The paper presents a technique for correcting Clark electrode readings with consideration of autoconsump-

tion. Autoconsumption can introduce a considerable error in measurements of the rate of oxygen consumption 
by the culture cells. It has been shown that consideration of autoconsumption in studying the cell respiration 
physiology reduces markedly this error. 
 


