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Изучались активность, изоферментный состав и коферментная специфичность лак
татдегидрогеназы в различных тканях кур в онтогенезе. Выявлена определенная за
кономерность в коферментной избирательности фермента в отдельные периоды онто
генетического развития как у эмбрионов, так и у годовалых кур. Во всех изученных 
органах (кроме миокарда) он целиком состоит из субъединиц М-типа.
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В литературе имеется обширный экспериментальный материал по 
дегидрогеназам и, в частности, по различным лактатдегидрогеназам 
(ЛДГ). Этот фермент занимает стержневую позицию в углеводном об
мене и обнаружен во всех органах и тканях позвоночных животных и 
многих беспозвоночных. Гетерогенность его была впервые установлена 
работами Нейландса [24]. В большинстве органов и тканей млекопи
тающих ЛДГ фигурирует в виде пяти изоферментов, представляющих 
собой комбинации двух различных типов субъединиц (Н- и М-типов), 
объединенных в тетрамерную структуру [8, 9, 13, 20, 26, 27]. Одни изо
ферменты (ЛДГ] и ЛДГ5) сконструированы из Н- либо из М-субъеди- 
ниц, а остальные (ЛДГ2, ЛДГ3, ЛДГ4) являются гибридами и содержат 
оба мономера [8].

Данные об активности и изменении изоферментного набора ЛДГ в 
различных тканях по ходу эмбрионального развития животных скудны 
и противоречивы. Имеются сведения о том, что активность ЛДГ в ко
ре мозга мышей относительно постоянна до 12-го дня постнатальной 
жизни, затем она увеличивается в три раза и к 19-му дню стабилизиру
ется [17]. Из коры больших полушарий мышей и морских свинок было 
выделено 4 изофермента ЛДГ, различающихся между собой по способ
ности к восстановлению НАД. Данные об онтогенетических изменениях 
спектра изоферментов ЛДГ в мозге крыс, мышей и человека приводят и 
другие авторы [16, 21].

Учитывая сказанное, мы исследовали интенсивность активности 
ЛДГ и характер распределения ее изоферментов в тканях развивающе
гося куриного эмбриона. Одновременно изучали коферментное срод
ство отдельных изоформ ЛДГ к данному ферменту в целом.
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Материал и методика. Опыты проводили на мозге, печени, сердце, легких, селезен
ке, семенниках, белен, красной и скелетной мышце 15- и 20-дневных эмбрионов, 
5-дневных цыплят и годовалых кур белой русской породы. После декапитации извле
кали необходимую ткань и переносили в стакан с охлажденным раствором 0,25 М са
харозы, измельчали и гомогенизировали. Для получения гиалоплаз.мы гомогенат цен
трифугировали при 70000 £ на рефрижераторной центрифуге УАС-601. Дифференци
альное центрифугирование проводили по методу Броди и Бейна [7] в модификации Пал- 
ладина и Кирсенко [6]. Ядерную фракцию осаждали при 900—1000 g. митохондри
альную при 18000 20000 д (мозг) или 10000—12000 д (печень и сердце). Митохонд
рии промывали средой выделения, затем замораживал!!, а после медленного оттаи
вания центрифугировали при 70000 д для получения супернатанта.

Разделение изоферментов проводили методом диок-электрофореза на полиакрила
мидном геле на приборе фирмы «Реанал», модель 69. Способ приготовления поли
акриламидного геля приведен в пашей предыдущей работе [I]. В качестве электрод
ною буфера использовали трис-глициновый, pH 8,3 [10], время электрофореза—1ч. 50 
мин. Обнаруживающий раствор содержал 1 мл 1 М раствора лактата Ыа, 1 мл НАД 
(10 мг/мл), 1 мл 0,1 М \'аС1, .1 мл 0,005 М МдСЬ>, 2,5 мл 0,1 М К-фосфатного буфера 
(pH 7,4), 2,5 мл нитросинего тетразолия (1 мг/мл), 0,25 мл феназинметасульфата 
(1 мг/мл), [4].

В отдельных опытах добавляли дезампно-НАД (Д-НАД) в эквимолярном относи
тельно НАД количестве (0,0.15 М). Инкубацию смеси проводили при 37° в течение 
одного часа. Спектрофотометрировали па спекорде типа цуз при длине волны 560 ъмк 
[4]. Для изучения общей активности ЛДГ при обратной реакции реакционная смесь 
содержала 0,1 мл 0,004 М. раствора НАДИ, 0,1 мл 0,01 М пирувата, 0,1'мл гиалоплазмы. 
Конечный объем доводили до 2. мл 0,1 М К-фосфатным буфером. Прямую реакцию 
ЛДГ определяли в следующей смеси: 0,1 мл 0,002 М раствора НАД, 0,1 мл 0,5 М 
лактата, 0,1 мл гиалоплазмы. Конечный объем—2 мл (до нужного объема доводили 
раствором 0,1 М глицинового буфера, pH 10) [3]. Д-НАД и Д-НАДН применяли в 
эквимолярных количествах относительно НАД и НАДН. Активность рассчитывали в 
единицах Вроблевского на мг белка [28], белок определяли по Лоури и сотр. [19].

Результаты и обсуждение. Данные, приведенные в табл. 1, пока
зывают, что процесс дегидрирования лактата по мере развития курино
го эмбриона, начиная с плодного периода развития, в гиалоплазме моз
га неуклонно повышается, достигая максимума после вылупления, у 
5-дневных цыплят. В этих опытах НАД значительно эффективнее в 
процессе образования пирувата, чем Д-НАД. А при обратной реакции, 
т. е. в процессе образования лактата из пирувата, в различные периоды 
эмбрионального развития Д-НАДН намного эффективнее по сравнению 
с НАДН. Аналогичным изменениям активность фермента по ходу раз
вития цыпленка подвергается в изолированных митохондриях ткани моз
га. Из данных, приведенных в табл. 1, явствует, что удельная общая ак
тивность ЛДГ в печени несколько выше, чем в мозге. При этом в про
цессе дегидрирования лактата в гиалоплазме как печени, так и миокар
да действие НАД также эффективнее по сравнению с Д-НАД. В обрат
ной реакции, наоборот, сильнее действует Д-НАД.

Мы изучали также активность ЛДГ в различных тканях годовалых 
кур (табл. 2). Полученные результаты показывают, что по активно
сти фермента в гиалоплазме отдельные ткани кур располагаются в сле
дующем убывающем порядке: селезенка, семенники, сердце, скелетная 
мышца, красная мышца, легкие и белая мышца. В этих опытах влияние 
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НАД более выражено, чем Д-НАД. В обратной реакции каталитичес
кая активность фермента повышается в присутствии Д-НАДН.

Несомненно интересно, что в гиалоплазме мозга и сердца образо
вание пирувата из лактата в эмбриональный период значительно пре-

Тав л и ц а 1
Изменение удельной активности ЛДГ и изофермента ЛДГ5 в различных тканях 

кур в эмбриогенезе

Дни разви
тия эмбрио

нов
Источник 
фермента

Кофер
менты

Удельная общая активность 
ЛДГ, Н-моль пиридинну- 

клеотида/мг белка
Условная удель
ная активность

МОЗГ печень сердце МОЗГ
пе

чень
серд

це

15-дневные гиалоплаз- НАД 390,3 3229,4 1394,9 0,63 1,91 1,11
эмбрионы ма НАдН

ДНАД
ДНАДН

201,4
230,2
604,4

6091,8
2039,6
7820,0

889,8
1190,4
1394,9

0,57 1,08 0,82

митохон- НАД 619,5 913,7 494,0 0.45 0,82 0,55
др и и НАДН 

ДНАД 
ДНАДН

. 712,5
402,9

1'115,2

1411,1
355,3

2421,3

148,2
296,4
592,8

0.74 0,67 0.87

20-дневные гиалоплаз- НАД 560.1 1959,7 6971,4 0.63 1,90 1,34
эмбрионы ма НАДН 

ДНАД 
ДНАДН

442,2
397,9
913,9

3173,2
1623,1
3395,3

2914,2
3714,2
3085,7

0.67 1,93 0,87

митохон- НАД 796,6 551,5 371,7 0,43 1,23 0,21
дрии НАДН

ДНАД 
ДНАДН

796,6
749,7
890,3

1403,5
403,5

2273 ,.5

232,3
154,8
557,6

0.49 0,88 0,05

5-дневные гиалоплаз- НАД 683,4 1603,5 4187,3 0,55 2,81 1,24
цыплята ма НАДН 

ДНАД 
ДНАДН

788,9
315,4

1971,6

2161,6
884,1

2311,0

851,6
3229,2
1064,5

0,79 2,25 1,40

митохон- НАД 552,0 259,3 1422,7 0,43 1,17 0,82
дрии НАДН 

ДНАД 
ДНАДН

630,9
262,8

1209,2

г՝81.5 
223,9 
931,2

1219.5
1203,0
1422,7

0,72 0,69 0,58

Т а б'л и ц а 3
Удельная активность ЛДГ и изофермента ЛДГ-֊ в различных тканях

половозрелых петухов

Ткани Источник 
фермента

Условная общая активность ЛДГ, 
Н-моль пиридиннуклеотида.мг 

белка мин

Уело иная 
удел ьная 

актив ность

НАД НАДН 1 ДНАД
1

ДНАДН НАД ДНАД

Легкие гиалоплазма 121,8 84,6 41.6 14,1,1 1,78 1 ,18
Белая мышца гиалоплазма 54,8 34,7 29-, 2 87,7 1 >28 0,89
Красная мышца гиалоплазма 246,8 207,3 128,3 32.1,7 1,61 1.49
Скелетная мышца гиалоплазма 308,9 498,3 139,5 501,6 2,17 1,78
Селезенка гиалоплазма 561,8 283,2 294,5 306,0 1,47 1,12
Семенники гиалоплазма 323,4 208,2 103,0 215,6 1,46 1 ,21
Сердце гиалоплазма 314,6 194,5 238,3. 254,2 1,47 1.41

митохондрии 250,7 125,4 200,7 129,0 1,31 1,05.
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валирует над обратным процессом (табл. 1). Однако после вылупления 
в мозге 5-дневных цыплят несколько усиливается процесс образования 
лактата. В печетючной же ткани во все периоды развития цыпленка он 
превалирует над синтезом пирувата. Аналогичную картину активности 
•фермента наблюдали и в изолированных митохондриях печени. В тка
нях годовалых кур (кроме скелетной мышцы), в отличие от млекопита
ющих [11, 12, 14], каталитическая активность также намного выше при 
неогенезе пирувата, чем синтезе лактата (табл. 2).

Удельная активность ЛДГ5 (табл. 1 и 2, рис. 1), выявленная диск- 
электрофорезом на акриламидном геле и выражаемая в условных еди
ницах, почти полностью совпадает с общей удельной активностью пред- 
■варительно необработанного фермента ЛДГ в присутствии изучаемых 
•нами пиридиннуклеотидов.

1 ■ 4 - 6 ; с ш ц
Рис. 1. Зимограммы ЛДГ различных тканей 15-дневных эмбрионов (а) 
и 5-дневных цыплят (в). 1 НАД—супернатант (мозг), 2. Д-НАД—супер
натант (мозг), 3. НАД—митохондрии (мозг), 4. Д-НАД—митохондрии 
(мозг), 5. НАД—супернатант (печень), 6. Д-НАД—супернатант (печень), 
7. НАД—митохондрии (печень), 8. Д-НАД—митохондрии (печень), 
9. НАД—супернатант (сердце), 10. Д-НАД—супернатант (сердце), 11.

НАД—митохондрии (сердце), 1Й. Д-НАД—митохондрии (сердце).

Полученные нами результаты показали, что ЛДГ в изучаемых тка
нях (кроме сердца) 'куриного эмбриона и годовалых кур как в гиало
плазме, так и в изолированных митохондриях состоит только из М-субъ- 
единиц и фигурирует в виде тетрамера ЛДГ5. В миокарде цыплят и кур 
она целиком состоит из Н-мономеров и имеет тетраэдрическое строе
ние, присущее изоферменту ЛДГь В этом отношении полученные нами 
результаты совпадают с имеющимися в литературе данными [5]. Ана- 

.логичные результаты получены .Маркертом на эмбриональных тканях 
мышей [22]. Однако у некоторых других видов,' в том числе у птиц и 
человека, в эмбриональных тканях преобладают другие изоферменты 
[8]. Некоторое расхождение между нашими и полученными рядом ав
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торов [2, 12, 14] данными заключается в отсутствии гибридных форм 
ЛДГ в тканях кур в наших экспериментах. Этим авторам удалось обна
ружить (правда, в относительно низком процентном содержании), на
ряду с ЛДГ1, ЛДГ2 и ЛДГз, а в другом случае—наряду с ЛДГ5, ЛДГ4, 
и ЛДГ2. Однако трудно представить образование тетрамерной струк
туры гибридного изофермента при отсутствии полного набора мономе
ров изоферментов ЛДГ (Н- и М-субъединнц) или при незначительном 
их содержании.

Для подтверждения достоверности полученных нами данных и 
сравнения в условиях нашего опыта мы изучали также общую удель
ную активность и распределение изоферментов в отдельных тканях 
(мозг, сердце, печень и почки) половозрелых и 8-дневных крыс и мор
ских свинок. Полученные нами результаты выявили у них все пять мо
номеров изоферментов ЛДГ (Н- и М-субъединицы). Сопоставляя по
лученные нами результаты исследования, можно заключить, что ЛДГ 
в отдельных тканях кур (кроме сердца) в различные периоды онтоге
нетического развития состоит только из изофермента ЛДГ5. В сердце 
обнаруживается ЛДГ։ (Н-форма). Эти изоферменты с неодинаковой 
активностью вступают в реакцию с НАД, Д-НАД и их редуцированными 
формами. В процессе образования пирувата из лактата ЛДГ сравни
тельно большее сродство проявляет к НАД, чем к Д-НАД. В обратном 
процессе эффективнее Д-НАДН по сравнению с НАДН.

Распределение изоферментов в эмбриональных тканях пли тканях 
новорожденных не всегда идентично таковому в тканях взрослой особи 
того же вида. Маркертом с соавт. [23] в сердце эмбриона свиньи обна
ружено большее число компонентов, чем в тканях взрослых животных. 
Как полагают эти авторы, распределение изоферментов в тканях слу
жит характеристикой состояния дифференцировки ее клеток. К анало
гичному заключению пришли Филип и Веселл [25], которые провели 
сравнительное исследование распределения изоферментов в тканях за
родыша кур в различные периоды его развития методом электрофореза՛ 
на крахмальном геле. По данным этих авторов, на ранних стадиях раз
вития в скелетной мышце, печени и сердце преобладает только ЛДГ]. 
Однако в процессе развития активность анодных изоферментов посте
пенно возрастает. У половозрелых особей как в печени, так и в скелет
ной мышце обнаруживается значительное количество ЛДГ5. Одновре
менно этими же авторами отмечаются лишь незначительные изменения 
в характере распределения изоферментов ЛДГ в миокарде развиваю
щегося цыпленка. Аналогичные результаты о характере действия ЛДГ 
и ее изоферментов в эмбриональный период развития получены и дру
гими авторами [15, 18]. Особенно значительные различия были обна
ружены между ЛДГ мозга и печени взрослых и новорожденных мышей 
и морских свинок. В наших исследованиях были показаны некоторые 
различия в каталитическом действии ЛДГ в тканях эмбрионов, и годо
валых кур. Сопоставляя настоящие и предыдущие данные [1], не труд
но заметить, что по сравнению со взрослыми особями у эмбрионов ак- , 
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тивность фермента как в гиалоплазме, так и в изолированных мйтохо'н-' 
дриях печени и сердца намного выше. С возрастом она у цыпленка сни
жается, до минимума у годовалых кур. С возрастом заметные сдвиги 
обнаруживаются также в коферментной специфичности ЛДГ. В гиало
плазме мозга и печени взрослых кур, по сравнению с эмбрионами, про
цесс расщепления лактата намного интенсивнее, чем его синтез, причем 
в печени процесс образования пирувата даже несколько превалирует' 
над расщеплением лактата. Однако при добавлении Д-НАД катали
тическая активность ЛДГ в ткани эмбриона при расщеплении лактата 
значительно ниже, чем при его синтезе в присутствии Д-НАДН. В тех 
же реакциях у годовалых особей обнаруживается обратная картина.

Приведенные нами результаты исследований показывают функцио
нальную гетерогенность ЛДГ и ее изоферментов в ходе онтогенетичес
кого развития животных.
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ԼԱԿՏԱՏԳԵՀԻԴՐՈԴԵՆԱԶԱՅԻ ԿՈՖԵՐՄԵՆՏԱՅԻՆ ՀԵՏԵՐՈԳԵ- 
ՆՈԻԹՅՈԻՆԸ ԵՎ ԻԶՈՖԵՐՄԵՆՏԱՅԻՆ ՍՊԵԿՏՐԸ ՀԱՎԵՐԻ 

ՏԱՐՐԵՐ ՀՅՈՒՍՎԱԾՔՆԵՐՈՒՄ ՕՆՏՈԳԵՆԵԶՈՒՄ

Դ. Հ. ՐԱՏԻԿՅԱՆ, Ա. Ա. ՍԻՍՈՆՅԱՆ

ՈւսումնասիրվեԼ են լա կ տ ա տ դեհ ի դր ո դեն ա զա (ի (ԷԴՀ ) ակտիվության փո-» 
փոխութ յունները, կոֆ ե ր մ են տ ա յին խնամակցությունը և ի զոֆ ե ր մ ե\ն տն ե ր ի 
տարա ծմ ան փոփոխությունները 15 և 20 օրական սաղմերի, 5 օրական ճտերի 
և սեռահասուն հավերի տարբեր հ յ ո ւս վա ծքն ե ր ի ց ■( ո ւղե ղ, լյարդ, սիրտ և այլն)', 
անջատված հ իա լոպ լա զմ ա յում և մ ի տ ո ք ոն դրի ան ե ր ո ւմ ։ Ցույց է տրվել, որ 
դարգացման րնթացքում կաթնաթթվի դե հիդրատ ացման պրոցեսն ուղեղի հիա~ 
լոպլաղմ ա յում ակտիվան ում է' իր առավելագույն չափին հասնելով 5 օրա-' 
կան ճտերի մոտ։ Այդ դեպքում ՆԱԴ֊ը ավելի արդյունավետ է ազդում, քան 
դե գա մ ին ո֊ՆԱԴ - ը (Դ֊ՆԱԴ)։ Կաթնաթթվի նեոդենեզի պրոցեսում Դ-նԱԴ֊թ 
ազդեցությունը անհամեմատ մեծ է, քան' ՆԱՕվ^֊ինը։ Ստացված արդյունքներ 
րը ցույց են տալիս, որ ուսումնասիրված հյուսվածքներում (բացի մ ի ո կա ր-/ 
դից) ինչպես սաղմերի, այնպես էլ հասուն հավերի մոտ ԷԴՀ կազմված է 
միայն ի\- են թ ա մ ի ա վո րն ե ր ի դ և հանդես է դալիս տետրում երի ձևով։ Միո

կարդում ԼԴՀ-ն կազմված է 14֊ մ ոն ո մ ե րն ե ր իր և ունի ԱԼ ե տ ր ա եդր ի կ կառուց

վածը, որր բնորոշ է ԼԴՀ\-ին ։

COENZYMATIC HETEROGENITY AND ISOENZYMATIC SPECTOR 
OF LACTATEDEHYDROGENASE OF DIFFERENT TISSUES 

OF HENS IN ONTOGENESIS

G. G. BATIKIAN, A. A. SIMONIAN

The activity, isoenzymatic content and coenzymatlc specifity of lac
tatedehydrogenase in different tissues of hens in ontogenesis have been 
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«studied. A definite regularity in coenzymatic specifity of the enzyme at 
different periods of ontogenetic development as of embryo as well as of 
one year old hens has been found. In all (studied organs lactatdehydro- 

^ren.ase consists entirely of M-type subunits (excluding miocardium).
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