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нуклеотидов, а также воздействие гормонов. В 
нормальных условиях глюконеогенетические 
трансформации в печени млекопитающих проте-
кают с относительно низкой скоростью. Интенси-
фикация данного процесса наблюдается при дефи-
ците углеводов, в частности при диабете [1, 2].

Кроме того, при адаптации клеточного метабо-
лизма к изменениям условий среды организм ис-
пользует стратегию регуляции активности фер-
ментного аппарата клетки. Важная роль в осущест-
влении адаптивных реакций организма принад-
лежит малатдегидрогеназной и аконитатгидратаз-
ной ферментным системам. Малатдегидрогеназа 
(МДГ, К.Ф.1.1.1.37) и аконитатгидратаза (АГ, КФ 
4.2.1.3), являясь полифункциональными фермент-
ными комплексами, обеспечивает протекание 
конструктивного и энергетического обменов.

Наличие в клетке различных процессов, свя-
занных с функционированием одного или несколь-

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что основным энергетическим суб-

стратом в клетках и тканях организма выступают 
углеводы. Постоянное поступление глюкозы в ка-
честве источника энергии особенно необходимо 
для нервной ткани и эритроцитов. При экспери-
ментальном диабете ткани испытывают недостаток 
в глюкозе. В качестве механизма адаптации к дан-
ному процессу выступает глюконеогенез. Он име-
ет особенно важное значение в печени, которая 
является главным метаболически активным орга-
ном, участвующим в поддержании гомеостаза 
глюкозы. Соотношение между процессами катабо-
лизма и анаболизма глюкозы в клетках печени 
находится под контролем целого ряда факторов 
регуляции, включая концентрацию метаболитов, 
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Аннотация. При индукции аллоксанового диабета активность малатдегидрогеназы (МДГ) и 
аконитатгидратазы (АГ) увеличилась соответственно в 3,6 и 1,9 раза. Соотношение цитоплазмати-
ческой и митохондриальной форм АГ составляло 40,0 % и 60,0 % в норме и в условиях эксперимен-
тального диабета — 51,2 % и 48,8 % соответственно, для МДГ полученные показатели составляли 
соответственно 43,1 % и 56,9 % в норме и 49 % и 51 % в условиях аллоксанового диабета. При ал-
локсановом диабете индуцируется новая форма аконитатгидратазы с относительной электрофорети-
ческой подвижностью Rf 0,81 и новая форма малатдегидрогеназы с относительной электрофорети-
ческой подвижностью Rf 0,15. Предполагается, что появление третьей изоформы АГ и МДГ может 
быть обусловлено индукцией глиоксилатного цикла в органах крыс в условиях экспериментального 
диабета.

Ключевые слова: аллоксановый диабет, малатдегидрогеназа, аконитатгидратазы, глюконеогенез, 
глиоксилатный цикл.

Abstract. The induction of alloxan diabetes aconitate hydratase (AH) and malate dehydrogenase (MDH) 
activity increased respectively by 3.6 and 1.9. Ratio of cytoplasmic and mitochondrial forms of AH was 
40.0% and 60.0% in normal conditions, in experimental diabetes — 51.2 % and 48.8 %, respectively, for 
the MDH obtained values were respectively 43.1 % and 56.9 % normal and 49 % and 51 % in alloxan dia-
betes. In alloxan diabetes induced by a new form of aconitate hydratase with a relative electrophoretic 
mobility Rf 0,81 and a new form of malate dehydrogenase with a relative electrophoretic mobility Rf 0,15. 
It is assumed that the appearance of the third isoform of MDH and AH may be due to induction of glyoxyl-
ate cycle in rat organs in experimental diabetes.
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ких ферментов требует сложной многоуровневой 
регуляции активности. К механизмам такой регу-
ляции причисляют пространственно разделенные 
изоформы, имеющие различные кинетические 
характеристики и структуру молекул фермента. В 
связи с этим большой интерес представляет изуче-
ние действия экспериментального диабета на 
структурно-функциональные трансформации ма-
латдегидрогеназы и аконитатгидратазы в гепато-
цитах крыс. Исходя из этого, целью данной работы 
явилось исследование особенностей функциони-
рования аконитатгидратазы и малатдегидрогеназы 
в клетках печени крыс в условиях аллоксанового 
диабета.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали 

самцов беспородных лабораторных крыс (Rattus 
rattus L.) массой 180—200 г., которые выращива-
лись в виварии при нормальном питании. Индук-
ция диабета осуществлялась введением подкожно 
5 % аллоксана (100 мг/кг веса, раствор в 0,9 % 
NaCl). Наличие аллоксанового диабета у крыс 
определяли по уровню изменения концентрации 
глюкозы в плазме крови. Для получения печени 
опытных животных проводили декапитацию. Для 
получения ткани печени опытных животных пред-
варительно усыпляли хлороформом и проводили 
декапитацию. Печень гомогенезировали со средой 
выделения (1 : 4) следующего состава: 50 мМ трис-
HCl буфер с pH 7,5; 4 мМ MgCI2; 3 мМ ДТТ; 2 мМ 
ЭДТА. Осаждение неразрушенных тканей осу-
ществляли центрифугированием при 7000 g в те-
чение 15 мин. Осадок, содержащий в основном 
клеточные стенки, отбрасывали. Надосадочную 
жидкость (супернатант), содержащий изучаемый 
фермент, использовали для дальнейших исследо-
ваний. Дифференциальное центрифугирование 
проводили по методике описанной ранее [3].

Активность малатдегидрогеназы измеряли 
спектрофотометрически при 340 нм по изменению 
оптической плотности реакционных смесей, 
определяемой скоростью расходования НАДН. 
Среда содержала 50 мМ трис-HCl буфер, pH 7,5; 
1,5 мМ оксалоацетат и 0,15 мМ НАДН, 5 мМ MgCl2, 
4 мМ ДТТ.

Для определения активности аконитатгидрата-
зы использовался метод, основанный на учете 
разности поглощения цитрата и изоцитрата по 
сравнению с цисаконитатом. Показателем актив-
ности являлось возрастание плотности раствора 
при 240 нм за счет образования цисаконитата. 

Среда содержала 50 мМ трис-HCI буфер, pH 7,8; 
4 мМ изоцитрат Na; 1 мМ MgCI2.

За единицу активности принимали количество 
фермента, превращающее 1 мкМ субстрата или 
образующее 1 мкМ продукта за 1 минуту при 25 °C 
и оптимальном значении рН. Активность фермен-
тов выражали в ферментативных единицах (Е) в 
расчете на г сырой массы или на мг белка живот-
ного материала. Определение общего количества 
белка проводили по методу Лоури [4].

Электрофоретические исследования белков 
проводили в 7,5 % ПААГ [5]. Специфическое про-
явление аконитатгидрогеназы осуществляли тетра-
золиевым методом [6].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Введение аллоксана подопытному животному 

способствовало увеличению концентрации глюко-
зы в крови до 15,8 ммоль/л через 10 дней после 
инъекции. У контрольных животных концентрация 
глюкозы составила порядка 5,5 ммоль/л. Воздей-
ствие аллоксана приводит к разрушению β-клеток 
островков в поджелудочной железе, вследствие 
чего возникает недостаток инсулина и развивается 
ИЗСД (рис. 1).

После выработки аллоксанового диабета актив-
ность МДГ и АГ увеличилась соответственно в 3,6 
и 1,9 раза (табл. 1). Выявленное увеличение актив-
ности аконитатгидратазы и малатдегидрогеназы 
свидетельствует об ускорении метаболических 
процессов, в функционировании которых участву-
ют данные ферменты. Активация митохондриаль-
ных окислительных процессов, по-видимому, 
играет решающую роль в энергообеспечении клет-

Рис. 1. Динамика изменения уровня глюкозы в крови у 
крыс: 1 — контрольные животные; 2 — животные с 
индуцированным аллоксановым диабетом
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ки в стрессовых условиях, когда затраты организма 
на биосинтезы и поддержание гомеостаза суще-
ственно повышаются [7, 8]. Цитоплазматические 
же аконитатгидратаза и малатдегиидрогеназа могут 
играть двойственную роль. Во-первых, превраще-
ние цитрата в изоцитрат поставляет субстрат для 
NАDР-зависимой изоцитратдегидрогеназы для 
последующего образования глутамата [9], а, во-
вторых, увеличение активности цитозольной ако-
нитазы и малатдегидрогеназы может обеспечивать-
ся индукцией ферментов глиоксилатного цикла в 
гепатоцитах при аллоксановом диабете.

У опытных крыс, подвергшихся воздействию 
аллоксанового диабета, наблюдается более чем 
двухкратное увеличение активности МДГ и АГ в 
гепатоцитах крыс. При этом данные полученные 
по распространению АГ и МДГ в различных кле-
точных компартментах печени крыс свидетельству-
ют о наличии двух пулов активности: цитоплазма-
тической и митохондриальной. Соотношение ци-
топлазматической и митохондриальной форм АГ 

составляло 40,0 % и 60,0 % в нормальных услови-
ях, в условиях экспериментального диабета — 
51,2 % и 48,8 % соответственно. Для МДГ получен-
ные показатели составляли соответственно 43,1 % 
и 56,9 % в норме и 49 % и 51 % в условиях аллок-
санового диабета (рис. 2).

Для решения вопроса об активации при аллок-
сановом диабете тех или иных метаболических 
процессов, связанных с малатдегидрогеназной 
активностью проводили изучение ее изофермент-
ного состава. Электрофоретические исследования, 
проведенные в полиакриламидном геле, показали, 
что по сравнению с контрольными животными, в 
гепатоцитах которых присутствуют две изоформы 
МДГ2 и МДГ1 с Rf 0,22 и 0,34 соответственно, у 
животных с экспериментальным диабетом появля-
ется дополнительная изоформа МДГ3 с коэффици-
ентом электрофоретической подвижность Rf 0,15 
(рис. 3).

При исследовании изоферментного состава 
аконитатгидратазы из гепатоцитов печени крыс 

Таблица 1
Изменение активности аконитатгидратазы 

и малатдегидрогеназы в печени крыс (n = 5, p < 0,05)

Ферменты Контроль, 
Е/г.с.м.

Контроль,
Е/мг белка

Опыт,
Е/г.с.м.

Опыт,
Е/мг белка

МДГ 0,27 ± 0,01 0,006 ± 0,003 0,66 ± 0,01 0,022 ± 0,001

АГ 1,48 ± 0,01 0,041 ± 0,002 2,30 ± 0,02 0,077 ± 0,004

Рис. 2. Изменение активности малатдегидрогеназы и аконитазы в гепатоцитах крыс при экспериментальном 
диабете
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были обнаружены две молекулярные формы фер-
мента: быстро- и медленнодвижущаяся изоформа 
аконитазы. Значения Rf составили 0,62 и 0,7. При 
проявлении АГ из опытных животных (больные 
диабетом), наблюдалось появление третьей белко-
вой полосы, отличной по электрофоретической 
подвижности от вышеупомянутых изоформ 
(рис. 4). Индуцированная изоформа из клеток пе-
чени характеризовалась более медленной скоро-
стью движения по гелю и ее Rf составила 0,84.

Таким образом, увеличение активности и по-
явление новой изоформы МДГ и АГ в печени крыс 
при диабете подтверждают возможность участия 
малатдегидрогеназной и аконитатгидратазной 
ферментной системы в адаптивной реакции орга-
низма при стрессовых условиях. Роль малатдеги-
дрогеназы и аконитатгидратазы в адаптации к из-
меняющимся условиям среды сводится к интенси-
фикации глюконеогенетических и дыхательных 
процессов, ускорению внутриклеточного транс-
порта углеродных соединений. Кроме того, появ-
ление дополнительной изоформы АГ и МДГ сви-
детельствует, по-видимому, об индукции дополни-
тельного метаболического пути — глиоксилатного 
цикла, в органах крыс в условиях эксперименталь-
ного диабета.
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Рис. 3. Электрофоретическое разделение изоформ ма-
латдегидрогеназы из печени крыс: 1 — животное с ин-
дуцированным аллоксановым диабетом; 2 — контроль-
ное животное; F — фронт красителя бромфенолового 
синего

Рис. 4. Изоферментный состав аконитатгидратазы из 
печени крыс F — фронт красителя (бромфеноловый 
синий); к — контроль; о — опыт (диабет)
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