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Исследование свойств надмолекулярного кластера 
«алкогольдегидрогеназа-лактатдегидрогеназа» в 
субклеточных фракциях печени крыс в норме и при 
токсическом гепатите

Показана возможность образования надмолекулярного функционального кластера «алкогольде-
гидрогеназа-лактатдегидрогеназа» для различных компартментов клеток печени и его участие в мо-
лекулярных механизмах реализации метаболического эффекта гепатотоксичного ксенобиотика. Кла-
стер ЛДГпр-АДГпр ответственен за образование в печени таких метаболитов как этанол и лактат, от 
функционирования кластера ЛДГобр-АДГобр зависит содержание в печени ацетальдегида и пирува-
та. Преобладание того или иного субстрата играет определяющую роль в усилении или ослаблении 
токсического действия тетрахлорметана.
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Введение
Известно, что изучению молекуляр-

ных механизмов действия очищенных 
препаратов-ферментов в последние де-
сятилетия уделяется огромное внима-
ние. Однако такой классический подход 
мало даёт для оценки каталитических 
свойств ферментов клетки, находящих-
ся в динамическом взаимодействии друг 
с другом и обуславливающих ее функ-
ционирование и поведение [2].

Способность образовывать ком-
плексы характерна для ключевого 
фермента биотрансформации печени 
– алкогольдегидрогеназы (АДГ), ко-
торая участвует в регуляции отноше-
ния НАДН/НАД в клетке, конкурируя 
с другими НАД-оксидоредуктазами 
за кофермент. Существуют сведения о 
взаимодействии АДГ с лактатдегидро-

геназой (ЛДГ) in vitro [14, 20, 22, 23]. 
Лактатдегидрогеназа как фермент гли-
колиза играет важную роль в регуляции 
энергетического обмена клетки [2, 21, 
23]. Ранее уже высказывалась гипотеза 
о связи образованного комплекса ЛДГ-
АДГ со структурными компонентами 
клетки, в частности, с митохондриями 
[3]. Подобные исследования раскрыва-
ют молекулярную сущность функции 
печени и составляют рациональную 
основу для разработки новых подходов 
к профилактике, ранней диагностике 
и возможности эффективного лечения 
различных патологических альтераций 
данного органа.

Поражения печени наблюдаются 
уже в первые часы после воздействия 
различных ксенобиотиков [7, 9, 10, 
15], к числу которых с высокой степе-
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нью избирательной гепатотоксично-
сти относится тетрахлорметан (CCl4). 
Имеются данные, что в результате 
введения CCl4 происходит усиление 
свободнорадикальных процессов и, 
как следствие, изменение метаболиз-
ма печени, сопровождающееся нару-
шением активности ферментативных 
систем [9, 12]. 

В настоящее время отсутствуют ка-
кие-либо представления о роли функ-
ционального взаимодействия ЛДГ-АДГ 
в составе надмолекулярного кластера в 
молекулярных механизмах поражения 
печени на модели острого токсическо-
го гепатита при однократном действии 
ксенобиотика. 

Целью данной работы явилось ис-
следование каталитических параметров 
надмолекулярного кластера ЛДГ-АДГ в 
норме и при токсическом действии гепа-
тотропного ксенобиотика CCl4.

Материалы и методы 
Эксперименты проведены на 105 

крысах-самцах линии Wistar массой 180-
200 г. Все экспериментальные животные 
были разделены на следующие группы: 
1 группа – интактные животные; 2 груп-
па – контрольные животные после одно-
кратного введения растительного масла 
внутрибрюшинно, забитые на 1, 7 и 14 
сутки; 3 группа – опытные животные с 
токсическим гепатитом, забитые на 1, 7 
и 14 сутки. Модель экспериментального 
токсического гепатита создавали вну-
трибрюшинным введением 40%-тетрах-
лорметана в растительном масле в дозе 
1,0 мл на 100 г массы однократно.

Животных выводили из эксперимен-
та под эфирным наркозом, печень из-
влекали, перфузировали охлажденным 
физиологическим раствором.

Субклеточные фракции ткани пе-
чени получали методом дифференци-
ального центрифугирования [13], все 
процедуры проводили на холоде (0-
4оС). Для этого навеску органа (1 г) 
помещали на поставленную в лёд чаш-
ку Петри, измельчали ножницами, пе-
реносили в стеклянный гомогенизатор 
с тефлоновым пестиком (зазор между 
стенкой гомогенизатора и пестиком 
составлял 0,2-0,3 мм). Гомогенизиро-
вание проводили в течение 30-40 сек 
в охлаждённой среде выделения (0,25 
М раствор сахарозы с 1 мМ ЭДТА, рН 
7,4). Конечный объем среды выделе-
ния, пошедшей на гомогенизирование 
всей навески, составил 10 мл. Получен-
ный гомогенат центрифугировали при 
200 g 10 мин. Рыхлый осадок, содер-
жащий ядра и неразрушенные клетки, 
отбрасывали. Надосадочную жидкость 
центрифугировали на центрифуге Mul-
tifuge 1S-R 20 мин при 26000 g. Для ис-
следований использовали супернатант 
(цитоплазматическая фракция) и оса-
док, содержащий митохондрии, кото-
рый ресуспензировали.

Исследование активности ЛДГ и 
АДГ проводили на спектрофотометре 
Power Wave XS. Активность лактатде-
гидрогеназы определяли с использо-
ванием в качестве субстрата молочной 
кислоты (прямая реакция, ЛДГпр) и пи-
ровиноградной кислоты (обратная реак-
ция, ЛДГобр) [6]. Определение активно-
сти алкогольдегидрогеназы проводили 
с использованием в качестве субстрата 
этилового спирта (прямая реакция, АД-
Гпр) по методу W.M. Keung, et al. [17] 
и ацетальдегида (обратная реакция, 
АДГобр) по методу М. Koivusalo, et al. 
[18]. Оценку каталитических свойств 
ферментов в надмолекулярной системе 
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(АДГобр-ЛДГобр и ЛДГпр-АДГпр) про-
водили путём одновременного внесения 
в пробу субстратов для ЛДГ и АДГ. Кон-
центрацию белка определяли по методу 
Лоури в модификации [16].

Результаты исследований обраба-
тывали с использованием t-критерия 
Стьюдента с помощью программы Sta-
tistica 6.0, Biostat. 

Результаты исследований
Полученные результаты показали, 

что в цитоплазматической фракции 
печени удельная активность ЛДГпр у 
интактных и контрольных животных в 
составе кластера АДГпр-ЛДГпр стати-
стически значимо уменьшилась на 60% 
и 59%, а АДГпр, наоборот, увеличилась 
на 89% и 67% соответственно (рис. 1). 

Уменьшение активности ЛДГ в 
прямой реакции в цитоплазматической 
фракции печени на 1-е (на 70%), 7-е (на 
42%) и 14-е сутки после поражения (на 
60%) по сравнению с контрольными 
животными способствует накоплению 
лактата. При этом активизируется про-
теолиз, усиливается внутриклеточный 
ацидоз, что, в свою очередь, вызывает 
повреждение цитомембран. Увеличе-
ние количества лактата сопровожда-
ется инициацией перекисного окисле-
ния липидов и накоплением в жидких 
средах его продуктов (малонового 
диальдегида, диеновых и триеновых 
конъюгатов, гидроперекисей липидов, 
диенкетонов) [9]. Удельная активность 
ЛДГпр в цитоплазматической фракции 
печени крыс с токсическим гепатитом 

Рис. 1. Активность ЛДГ, АДГ и кластеров АДГ-ЛДГ в прямой и обратной реакциях в цито-
плазматической фракции печени у интактных животных и при токсическом гепатите.
Примечания:
& – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе ЛДГпр, ЛДГобр;
^ – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе АДГпр, АДГобр;
* – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе «интактные»;
# – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе «контроль»;
ТГ – токсический гепатит.
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на 7-е и 14-е сутки после поражения в 
составе кластера статистически значи-
мо снизилась на 46% и 26% соответст-
венно (рис. 1).

В цитоплазматической фракции пе-
чени отмечено повышение активности 
АДГпр в составе кластера на 7-е и 14-е 
сутки после поражения на 12% и 19% 
соответственно и увеличение активно-
сти АДГ в прямой реакции на 1-е (на 
67%) и 7-е сутки (на 13%) по сравнению 
с контрольными животными, что спо-
собствует накоплению высокотоксично-
го ацетальдегида, который в повышен-
ных концентрациях нарушает структуру 
и функции плазматических мембран [1]. 

Показано, что в цитоплазматической 
фракции печени каталитическая актив-
ность ЛДГобр у интактных и контрольных 
животных в составе кластера ЛДГобр-
АДГобр уменьшилась на 35%, а АДГобр, 
наоборот, увеличилась на 74% (рис. 1). 

На 1-е и 7-е сутки токсического гепа-
тита в цитоплазматической фракции пе-
чени происходило снижение активности 
лактатдегидрогеназы в обратной реак-
ции по сравнению с контрольными жи-
вотными на 29% и 11% соответственно. 
Удельная активность ЛДГобр цитозоля 
печени в составе кластера при воздей-
ствии тетрахлорметана статистически 
значимо уменьшилась на 1-е сутки на 
22%, на 7-е сутки – на 31%, на 14-е сут-
ки – на 36%. Отмечено снижение актив-
ности АДГобр на 1-е сутки токсического 
гепатита на 14%, на 7-е сутки – на 64% 
и на 14-е сутки – на 32% по сравнению 
с контрольными животными в цито-
плазматической фракции. Удельная ак-
тивность АДГобр цитозоля печени в со-
ставе кластера на фоне воздействия CCl4 
возросла на 1-е, 7-е и 14-е сутки в 3, 10 и 
9 раз соответственно.

В митохондриальной фракции в со-
ставе кластеров АДГпр-ЛДГпр и АД-
Гобр-ЛДГобр удельная активность 
ЛДГпр и ЛДГобр печени интактных и 
контрольных животных уменьшилась 
на 59% и на 22% соответственно, ката-
литическая активность АДГпр увели-
чилась на 84%, АДГобр повысилась на 
53% (рис. 2). Удельная активность ЛД-
Гпр и ЛДГобр в митохондриях в составе 
кластеров при воздействии тетрахлор-
метана понизились на 1-е сутки на 20% 
и 18% соответственно, на 7-е сутки – на 
45% и 16%, на 14-е сутки – на 52% и 
38%. Показано, что активность АДГпр 
в составе кластера АДГпр-ЛДГпр при 
токсическом гепатите уменьшилась на 
1-е сутки на 33%, на 7-е сутки – увели-
чилась на 47%, а на 14-е сутки возро-
сла на 38% в митохондриальной фрак-
ции печени. На фоне воздействия CCl4 
активность АДГобр в составе кластера 
АДГобр-ЛДГобр повысилась на 1-е, 7-е 
и 14-е сутки в 4, 8 и 14 раз соответствен-
но (рис. 2).

Полученные результаты показали, 
что в митохондриальной фракции пе-
чени при токсическом гепатите актив-
ность ЛДГобр увеличилась на 1-е сутки 
в 1,3 раза, активность ЛДГобр и ЛДГпр 
возросла на 7-е сутки в 1,7 и 1,3 раза 
соответственно, и на 14-е сутки – в 2,7 
и 2 раза по сравнению с контрольными 
животными. Активность АДГобр в ми-
тохондриях при действии тетрахлор-
метана уменьшилась на 1-е, 7-е и 14-е 
сутки в 1,5; 2 и 3 раза соответственно 
по сравнению с контролем. Удельная ак-
тивность АДГпр при воздействии CCl4 
возросла на 1-е сутки в 4 раза, на 7-е 
сутки – в 5 раз, на 14-е сутки – в 7 раз по 
сравнению с контрольными животными 
(рис. 2).
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Обсуждение результатов
Дисфункция митохондрий – это на-

чальный этап проявлений гепатотоксич-
ности, а сами митохондрии служат пер-
вичной мишенью для токсинов [19].

Уменьшение удельной активности 
лактатдегидрогеназы в прямой реакции 
в митохондриальной фракции печени на 
1-е сутки после поражения и повыше-
ние удельной активности ЛДГобр на все 
сутки после введения крысам тетрахл-
рометана способствуют накоплению 
лактата и развитию тканевой гипоксии. 
Увеличение активности АДГпр и сни-
жение АДГобр в митохондриальной 
фракции печени крыс на 1-е, 7-е и 14-е 
сутки после воздействия CCl4 вызывают 
возрастание уровня высокотоксичного 
ацетальдегида, который ингибирует ак-
тивность многих ферментов мембран 
и сыворотки крови [4]. Повышенное 

содержание ацетальдегида и лактата, 
которые могут стимулировать синтез 
коллагена фибробластами, приводит к 
накоплению соединительной ткани в 
печени и развитию цирроза, к опухоле-
вому росту и возникновению гепатом [4, 
12].

Таким образом, в митохондриальной 
фракции печени на 1-е, 7-е и 14-е сутки 
после однократного введения токсиче-
ского ксенобиотика (тетрахлорметана) 
возникают изменения активности ЛДГ 
и АДГ, вследствие чего можно ожидать 
возрастания концентрации ацетальдеги-
да и лактата, снижения уровня эндоген-
ного этанола и пирувата. Это указывает 
на существенные нарушения в метабо-
лических реакциях в данном компар-
тменте клетки. Данная биохимическая 
картина характеризуется выраженным 
аэробным гликолизом [11]. 

Рис. 2. Активность ЛДГ, АДГ, кластеров АДГ-ЛДГ в прямой и обратной реакциях в мито-
хондриальной фракции печени в норме и при токсическом гепатите.
Примечания:
& – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе ЛДГпр, ЛДГобр;
^ – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе АДГпр, АДГобр;
* – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе «интактные»;
# – статистически значимые различия при р<0,05 по отношению к группе «контроль»;
ТГ – токсический гепатит.
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В результате проведенных исследо-
ваний установлено, что энзиматические 
механизмы взаимодействия лактатдеги-
дрогеназы и алкогольдегидрогеназы в 
норме и при токсическом гепатите со-
стоят в следующем: у контрольных жи-
вотных реакция лактатдегидрогеназы 
сдвинута в сторону обратной реакции и 
характеризуется накоплением лактата и 
кофермента НАД. В норме количество 
пирувата в тканях на 2-3 порядка ниже, 
чем лактата, а сам пируват, подобно 
ацетальдегиду, легко вступает в хими-
ческие реакции. Аналогичные реакции 
отмечаются при токсическом гепатите 
(преобладание активности ЛДГобр по 
сравнению с ЛДГпр).

В то же время, наблюдается иная 
картина в отношении алкогольдегидро-
геназы. В норме реакция алкогольдеги-
дрогеназы сдвинута в сторону обратной 
реакции и характеризуется преоблада-
нием этанола и кофермента НАД. При 
токсическом гепатите равновесие сдви-
гается в сторону АДГпр, что сопрово-
ждается увеличением количества аце-
тальдегида и восстановленного НАД. 
Установлено, что у интактных живот-
ных энзиматические механизмы взаи-
модействия обмена «лактат-пируват» 
и «этанол-ацетальдегид» направлены 
в сторону увеличения содержания эн-
догенного пирувата и этанола в клетке. 
Это создаёт условия эффективного ис-
пользования пирувата митохондриями 
в условиях аэробного синтеза АТФ [8]. 
В то же время, поддержание оптималь-
ной концентрации ацетальдегида играет 
важную роль в регуляции работы дыха-
тельной цепи митохондрий [5].

Таким образом, на примере энзимов 
в гетерогенной системе (интактные 
крысы, контрольная группа) установ-

лена общая закономерность изменения 
каталитической активности исследуе-
мых оксидоредуктаз при образовании 
комплекса. Так, в процессе формиро-
вания кластера происходит снижение 
активности лактатдегидрогеназы, как 
в прямой, так и в обратной реакциях. 
Напротив, для АДГ, как в прямой, так 
и в обратной реакциях, показано уве-
личение каталитических свойств фер-
мента, в результате чего активность 
образовавшегося комплекса ЛДГобр-
АДГобр больше активности АДГпр-
ЛДГпр.

Гепатотоксический ксенобиотик те-
трахлорметан вызывает структурно-
функциональные изменения метаболи-
ческих компартментов клеток печени, 
способствует развитию жировой деге-
нерации, фиброза, апоптоза, канцероге-
неза. Установлено, что токсическое дей-
ствие CCl4 связано, в первую очередь, 
с прооксидантным действием образую-
щихся в процессе его метаболизма сво-
бодных радикалов – трихлорметильного 
и высокореактивного трихлорметилпе-
роксильного [9]. Данное воздействие 
тетрахлорметана вызывает кластеро-
кинетическое изменение надмолекуляр-
ных комплексов ферментов субклеточ-
ных органелл. 

Кластер ЛДГпр-АДГпр ответст-
веннен за образование в печени таких 
метаболитов как этанол и лактат, а от 
функционирования кластера ЛДГобр-
АДГобр зависит содержание в печени 
ацетальдегида и пирувата. При этом 
преобладание того или иного субстрата 
играет определяющую роль в усилении 
или ослаблении токсического действия 
ксенобиотика.

Таким образом, в результате кон-
формационно-структурных перестроек 
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образуются кластеры ЛДГпр-АДГпр и 
ЛДГобр-АДГобр, от соотношения кото-
рых будет зависеть соотношение (коли-
чество) окисленных и восстановленных 
форм кофермента в клетке.

Выводы
1. В цитоплазматической и митохон-

дриальной фракциях печени при токси-
ческом гепатите на 1-е, 7-е и 14-е сут-
ки после воздействия тетрахлорметана 
удельная активность лактатдегидроге-
назы, как в прямой, так и в обратной 
реакциях, в составе кластера снижается, 
а алкогольдегидрогеназы – увеличива-
ется.

2. Введение крысам тетрахлормета-
на вызывает изменение каталитических 
свойств АДГ печени, способствуя сни-
жению удельной активности АДГобр и 
повышению каталитической активно-
сти АДГпр на 1-е, 7-е и 14-е сутки по-
сле воздействия CCl4 в цитоплазмати-
ческой и митохондриальной фракциях 
печени крыс. При токсическом гепатите 
отмечено уменьшение каталитических 
свойств ЛДГпр в цитозоле и повышение 
удельной активности ЛДГобр в мито-
хондриях.
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Investigation of supramolecular cluster «alcohol 
dehydrogenase – lactate dehydrogenase» in subcellular 

fractions of liver healthy rats and animals with toxic 
hepatitis

A.G. Soloveva, A.A. Ulanova, A.K. Martusevich, S.P. Peretyagin

Possibility of formation of supramolecular functional cluster «alcohol dehydrogenase – lactate dehydro-
genase» for various сompartment of liver cells and its participation in molecular mechanisms of realization 
of metabolic effect of a gepatotoxic xenobiotic is shown. Cluster LDHdir-ADHdir is responsible for education 
in a liver of such metabolites as ethanol and a lactate, from functioning of cluster LDHback-ADHback depends 
the contents in a liver of acetaldehyde and pyruvate. Prevalence of this or that substratum plays defining role 
in strengthening or weakening of toxic effect of tetrachlormethane.

Key words: alcohol dehydrogenase, lactate dehydrogenase, enzyme-enzyme complexes, toxic hepatitis.
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