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РЕЗЮМЕ

Целью данной работы являлось изучение особенностей транскрипционной регуляции активности и 
изоферментного состава лактатдегидрогеназы в почках Rattus norvegicus L. при диабетической нефропатии. 

Материалы и методы. Проведено исследование 20 самцов лабораторных крыс Rattus norvegicus L., раз-
деленных на две равные группы: «Норма» – интактные крысы, которым внутрибрюшинно вводили 0,9%-
й NaCl, и «Диабет» – животные с аллоксановым диабетом. Исследовалась активность, субклеточная 
локализация и подвижность изоферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) с использованием 
спектрофотометрических, электрофоретических методов, а также использовалась полимеразная цепная 
реакция в реальном времени для анализа транскриптов генов LDHA и LDHB.

Результаты. Анализ активности ЛДГ показал, что данный параметр вырос более чем в 6 раз у животных с 
диабетической нефропатией по сравнению с контрольной группой. Возрастание скорости функционирования 
ЛДГ является следствием активизации фермента во всех исследуемых компартментах клетки и согласуется 
с показателем в гомогенате. Вероятно, увеличение активности ЛДГ при диабетической нефропатии 
является следствием перераспределения скорости функционирования между имеющимися изоформами и 
связано с усилением скорости транскрипции генов, кодирующих субъединицы A и B данного фермента.

Заключение. Усиление работы ЛДГ, вероятно, является следствием активизации почечного глюконеогенеза, 
основным субстратом для которого является именно молочная кислота, реадсорбируемая в почечных 
клубочках. Выявленное увеличение активности ЛДГ в почках крыс при диабетической нефропатии может 
быть связано с адаптацией их биохимического метаболизма к патологическому состоянию. 
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ABSTRACT

Aim. To study the features of transcriptional regulation of the activity and isoenzyme composition of lactate 
dehydrogenase in the kidneys of Rattus norvegicus L. in diabetic nephropathy. 

Materials and methods. The study included 20 male laboratory rats (Rattus norvegicus L.) divided into two equal 
groups: “Norm” – intact rats injected with 0.9% NaCl intraperitoneally and “Diabetes” – animals with alloxan-
induced diabetes (DM1 model). The activity, subcellular localization, and mobility of lactate dehydrogenase 
(LDH, EC 1.1.1.27) isoenzymes were studied using spectrophotometry and electrophoresis. LDHA and LDHB 
gene transcripts were analyzed by the polymerase chain reaction. 

Results. Analysis of the LDH activity showed that this parameter increased by more than 6 times in the animals 
with diabetic nephropathy compared to the control group. Moreover, the increase in the rate of the LDH activity 
was a consequence of the enzyme activation in all the studied compartments of the cell and is consistent with 
the parameter in the homogenate. The increase in the LDH activity in diabetic nephropathy may result from 
redistribution of the activity rate between the available isoforms and may be associated with an increase in the 
transcription rate of genes encoding subunits A and B of this enzyme.

Conclusion. The increase in the LDH activity is likely associated with the activation of renal gluconeogenesis, 
the main substrate for which is lactic acid reabsorbed in the renal glomeruli. The revealed increase in the LDH 
activity in the kidneys of rats with diabetic nephropathy may be associated with adaptation of their metabolism to 
the pathological state.
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет является одной из самых важ-
ных медико-социальных и экономических проблем 
во всем мире [1]. Главная опасность данной патоло-
гии связана с развитием различных осложнений, в 
число которых входит и диабетическая нефропатия 
(ДН). Ежегодно количество заболевших сахарным 
диабетом только возрастает, следовательно, для 
каждого человека увеличивается риск развития дан-
ного заболевания [2]. В основе механизма диабети-
ческой нефропатии лежит развитие склеротических 

изменений почечных клубочков, которые приводят 
к нарушению работы почек и появлению хрониче-
ской почечной недостаточности. Главная проблема 
данной патологии в том, что на начальных стадиях 
сахарного диабета отсутствуют явно выраженные 
симптомы. К тому времени, как симптомы прояв-
ляются и ставится диагноз – «диабетическая нефро- 
патия», болезнь уже крайне активно прогрессирует и 
практически не поддается лечению [3]. 

Почки демонстрируют высокую скорость энер-
гетического метаболизма в состоянии покоя в ор-
ганизме человека [4] и занимают второе место по  

Бюллетень сибирской медицины. 2024; 23 (1): 30–36



32

потреблению кислорода и содержанию митохон-
дрий, уступая только сердцу [5]. Такой активный ме-
ханизм производства энергии имеет решающее зна-
чение для поддержания нормальной функции почек, 
которая требует активного транспорта и реабсорбции 
растворенных веществ, в том числе аминокислот, 
сахаров и других необходимых элементов обратно в 
кровь. Однако в условиях ДН, вызванной развитием 
сахарного диабета, наблюдается поражение тканей 
почек, что может вызывать в них метаболические из-
менения, включая активацию гликолиза и метаболиз-
ма жирных кислот, а также митохондриальную дис-
функцию и нарушение выработки АТФ [6].

Фермент лактатдегидрогеназа (ЛДГ, КФ 1.1.1.27), 
который участвует в заключительном этапе анаэроб-
ного гликолиза и осуществляет обратимое превра-
щение пирувата в лактат, содержится в почках [7]. 
Но информации о работе данного фермента при ДН 
крайне мало, что представляет собой актуальную и 
интересную тему для изучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве экспериментального объекта использо-

вались самцы лабораторных крыс (Rattus norvegicus 
L.) весом 150–200 г (биопитомник «Стезар», Рос-

сия). Исследование одобрено этическим комитетом 
по экспертизе биомедицинских исследований ВГУ 
(протокол № 42-04 от 05.09.2022), выполнено с со-
блюдением принципов гуманности, изложенных в 
директивах Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) 
и Хельсинкской декларации.

Модель ДН при сахарном диабете 1-го типа осу-
ществляли однократной внутрибрюшинной инъ-
екцией 5%-го раствора аллоксана, разведенного в 
0,9%-м цитрате натрия в дозировке 150 мг/кг живой 
массы [8]. Животные (n = 20) были произвольно 
разделены на две равные экспериментальные груп-
пы: «Норма» – интактные крысы, которым вну-
трибрюшинно вводили 0,9%-й NaCl, и «Диабет» – 
животные с аллоксановым диабетом. Для контро-
ля заболеваемости сахарным диабетом у опытной 
группы крыс определяли уровень глюкозы в кро-
ви с использованием глюкометра «Саттелит Плюс 
ПКГ-02.4». Забор крови производили из хвостовой 
вены в утренние часы натощак. Клиренс креатинина 
оценивали по концентрации креатинина в сыворот-
ке крови и моче по методу Яффе с использованием 
набора «Креатинин Витал» (ООО «Витал Девело-
пмент Корпорэйшн», Россия). Расчет проводили по 
формуле
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Через 3 мес после введения аллоксана наркоти-
зированных животных подвергали декапитации и 
извлекали почки. Ткань почек гомогенизировали 
в 10-кратном объеме среды для выделения, содер-
жащей 1 мМ ЭДТА; 2 мМ KCl; 3 мМ ДТТ; 0,35 M  
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сле чего проводили центрифугирование в течение  
5 мин при 3 000 g и температуре 4 ºС. Далее отби-
рали супернатант (гомогенат), который позже ис-
пользовался при измерении активности фермента.  
Разделение цитоплазмы и митохондрий осущест-
вляли с помощью дифференциального центрифуги-
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Для оценки чистоты исследуемых фракций ис-
пользовали метод перекрестного загрязнения, изме-
ряя активность сукцинатдегидрогеназы [10] и алко-
гольдегидрогеназы [11]. 

Измерение активности ЛДГ осуществлялось 
спектрофотометрическим методом при длине волны 
340 нм. Оценивали снижение оптической плотности 
раствора, связанное с утилизацией НАДH при пре-
вращении пирувата в лактат в среде спектрофотоме-
трирования следующего состава: 5 мМ MgCl; 10 мМ 

KCl; 1,25 мМ НАДH; 3 мМ ПВК; 10 мМ калий-фос-
фатный буфер, pH = 7,8.

Разделение изоферментов ЛДГ производили 
электрофоретическим методом в полиакриламид-
ном геле при температуре 4 ºC. Для проявления геля 
пользовались тетразолиевым методом, в основе ко-
торого лежит появление окрашенного в синий цвет 
соединения – формазана, являющегося продуктом 
восстановления НСТ [12].

Нуклеотидные последовательности мРНК ге-
нов LDHA и LDHB крысы были взяты из междуна-
родной базы данных GeneBank (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/gene/?term=lactate+dehdrogenase+rat). 
Выявление гомологии генов и сравнительный ана-
лиз их состава проводили с помощью программы 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Для подбора 
праймеров использовали программу Primer-BLAST, 
размещенную на сайте NCBI. Полученные после-
довательности прошли проверку на специфичность 
к искомым генам в Primer-BALST и на образование 
сшивок и других вторичных структур в програм-
ме ClustalOmega. На основании проанализирован-
ных последовательностей были подобраны специ-
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фические праймеры для LDHA и LDHB генов ЛДГ 
крысы (LDHA: прямой 5’-ctcagcgtcccatgtatcct-3’; 
обратный 5’-tgagatttcccccagaccac-3’; LDHB пря-
мой 5’- ctggattctgctcggtttcg-3’; обратный 5’- 
tgaggtcagccacacttagg-3’).

РНК выделяли методом фенол-хлороформной 
экстракции [13] с последующей визуализацией с 
помощью электрофореза в агарозном геле (1%) 
[14]. Обратную транскрипцию с целью получения 
кДНК осуществляли с использованием фермента 
M-MuLV обратной транскриптазы и праймерами 
олиго(dT) («СибФермент», Россия) для синтеза 
первой цепи кДНК согласно инструкции произво-
дителя. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в 
реальном времени проводили на ПЦР-анализаторе 
LightCycler 96 (Roche, Швейцария), в качестве ре-
активов были использованы наборы «Экстра-микс 
для ПЦР HS-Taq PCR» («Диаэм», Россия). В ка-
честве красителя был взят SYBR Green I. Параме-
тры амплификации: предварительная денатурация  
95 °С – 5 мин, затем цикл: 95 °С – 20 с, 59 °С – 30 с,  
72 °С – 40 с (детекция), финальная элонгация –  
72 °С – 10 мин.

Для проверки достоверности полученных нами 
данных все опыты и измерения проводили в 8-крат-
ных биологических и 5-кратных аналитических 
повторностях. Расчеты проводились в программе 
Microsoft Office Excel 2007, а их дальнейший ана-
лиз – в программе Статтех (StatTech v. 1.2.0; ООО 
«Статтех», Россия). Количественные показатели 
оценивали на предмет соответствия нормально-
му распределению с помощью критерия Шапиро –  
Уилка. На рисунках представлены данные как сред-
нее значение ± стандартная ошибка среднего (M ± SE). 
Результаты эксперимента анализировали с использо-
ванием t-критерия Стьюдента с расчетом среднего 
значения, стандартного отклонения. Для выявления 
взаимосвязей между показателями использовался 
корреляционный метод с применением коэффици-
ента корреляции Пирсона. Все данные, представ-
ленные в данной работе, статистически значимы,  
р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Данные, полученные в ходе измерения концен-

трации сахара в крови крыс, представлены на рис. 1. 
Видно, что у крыс, относящихся к группе «Норма», 
на протяжении всего времени эксперимента концен-
трация глюкозы в крови колебалась в пределах 4,1 
± 1,3 ммоль/л, тогда как у животных с длительной 
аллоксановой интоксикацией данный показатель 
значительно превышал нормальные значения и со-
ставлял примерно 15,5 ± 2,7 ммоль/л.

Значительное повышение уровня глюкозы в кро-
ви является свидетельством успешной инициации 
сахарного диабета. Для оценки уровня клубочковой 
фильтрации мы определяли клиренс креатинина в 
сыворотке крови экспериментальных животных. По-
лученные нами результаты, которые представлены 
на рис. 2, показывают, что клиренс креатинина уве-
личился в 1,64 раза (3,05 и 1,83 мл/мин/кг; р < 0,05) 
по сравнению с контрольной группой животных, что 
может свидетельствовать о развитии ранней стадии 
диабетической нефропатии.

Выявлено, что уровень экскреции белка с мочой 
ко второму месяцу увеличился в 3,6 раза (с 8,1 до 
28,9 мг/сут; р < 0,03) (рис. 3). На 12-й нед экспери-
мента значение исследуемого показателя немного 
снизилось и находилось на уровне 25,9 ± 0,1 мг/сут. 
В группе контрольных животных (крысы с инъекци-
ей физраствора) концентрация белка в моче колеба-
лась на уровне 7,89–8,01 мг/сут, что соответствует 
физиологическим значениям.

Анализ скорости функционирования ЛДГ пока-
зал, что данный показатель вырос более чем в 6 раз 
в почках животных с ДН по сравнению с контроль-
ной группой (2,3 и 14,5 Е/г сырой массы; р < 0,01)  
(рис. 4, а).

Активность ЛДГ наблюдается и в цитоплазме, и 
в митохондриях (рис. 4, b), что подтверждают ли-
тературные сведения о субклеточной локализации 
исследуемого фермента.  Электрофоретические ис-
следования, проведенные в полиакриламидном геле 
с последующим проявлением на лактатдегидрогена-
зную активность, показали наличие в клетках почек 
обеих групп животных четырех форм фермента с Rf 
0,04; 0,18; 0,26 и 0,32 (рис. 5).
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Рис. 1.  Концентрация глюкозы в крови эксперименталь-
ных животных. «Норма» – здоровые крысы; «Длительная 
аллоксановая интоксикация» – животные с индуциро-
ванным аллоксановым диабетом, * р < 0,01. Здесь и на  
рис. 2–4, 6 используемый метод – t-критерий Стьюдента
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Для того чтобы оценить скорость работы генов, 
кодирующих субъединицы А и В лактатдегидроге-
назы, была проведена ПЦР в реальном времени. Как 
показывает анализ полученных нами данных (рис. 6), 
оба гена активно транскрибируются в почках крыс 

Рис. 2. Определение клиренса креатинина в сыворотке 
крови животных при длительной аллоксановой интокси-
кации. Здесь и на рис. 3, 4 «Норма» – здоровые крысы; 
«Диабет» – животные с аллоксановым диабетом. * р < 0,05

Рис. 3. Определение концентрации белка в моче у живот-
ных. *  р < 0,03 

Рис. 4. Активность лактатдегидрогеназы в гомогенате (a), 
цитоплазме и митохондриях (b) почек крыс. *  р < 0,01;  

** р ≤ 0,03 
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Рис. 5. Изоферментный состав лактатдегидрогеназы в 
клетках почек интактных крыс (1) и животных с длитель-
ной аллоксановой интоксикацией (2): а – гомогенат; в – ци-
топлазматическая фракция; с – митохондрии. Р1–4 – бел-

ковые полосы; F – линия фронта

с диабетической нефропатией, но менее активны в 
почках здоровых животных. Причем экспрессия гена 
LDHA при развитии данной патологии увеличилась 
почти в 3 раза, а экспрессия гена LDHB – более чем 
в 4 раза.

a                                                   b

а		      в 		         с1 2 1 2 1 2

Р1
Р2
Р3
Р4

F

ОБСУЖДЕНИЕ
Из анализа результатов биохимических иссле-

дований крови и мочи здоровых крыс и животных с 
длительной аллоксановой интоксикацией видно, что 
у последних на фоне развития сахарного диабета на-
рушилась работа почек. Таким образом, полученные 
данные подтверждают развитие у эксперименталь-
ной группы крыс диабетической нефропатии.

Увеличение активности ЛДГ в почках крыс с ДН 
может быть связано с необходимостью утилизации 
лактата, поступающего в почки из крови. Известно, 
что при сахарном диабете 1-го типа наблюдается зна-
чительное увеличение почечного глюконеогенеза, 
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Рис. 6. Относительный уровень транскрипции генов LDHA 
и LDHB в почках здоровых крыс («Норма») и животных с 

диабетической нефропатией («Диабет»). *  р < 0,01

Bulletin of Siberian Medicine. 2024; 23 (1): 30–36

Епринцев А.Т., Пресняков Е.С., Селиванова Н.В. Транскрипционная регуляция функционирования лактатдегидрогеназы



35

Оригинальные  статьи

основным субстратом для которого является имен-
но молочная кислота, реадсорбируемая в почечных 
клубочках. Данный факт также объясняет причину 
накопления гликогена в «диабетических почках» 
[15]. Активность ЛДГ наблюдается и в цитоплазме, 
и в митохондриях, что подтверждает литературные 
данные о субклеточной локализации исследуемого 
фермента [16]. 

 Небольшое повышение активности ЛДГ в мито-
хондриях крыс с аллоксановым диабетом может быть 
связано с потребностью клетки в дополнительной 
энергии для адаптации организма к окислительному 
стрессу, вызванному введением аллоксана. Кроме 
того, известно, что ускорение митохондриального 
окисления молочной кислоты наблюдается при ин-
тенсивном развитии нервной системы, пищевой де-
привации и в условиях физического перенапряжения 
[17]. Достоверность полученных данных была под-
тверждена с помощью определения перекрестного 
загрязнения с помощью сукцинатдегидрогеназы (ми-
тохондриальный фермент) и алкогольдегидрогеназы 
(цитоплазматический маркер), которое составило 
примерно 11–14%. Данный факт свидетельствует об 
успешном проведении разделения фракций.

При изучении изоферментного состава ЛДГ было 
обнаружено четыре изоформы фермента в клетках 
почек обеих групп животных. Вероятно, увеличение 
активности ЛДГ при диабетической нефропатии не 
связано с синтезом дополнительных форм фермен-
та, а является следствием перераспределения ско-
рости функционирования между уже имеющимися 
изоформами. Интересно, что в цитоплазматической 
фракции как интактных (здоровых) крыс, так и жи-
вотных с длительной аллоксановой интоксикацией 
также наблюдается наличие четырех форм фермента. 
Тогда как в митохондриях было обнаружено только 
две изоформы.

Анализ уровня экспрессии генов позволил вы-
явить взаимосвязь данного показателя (rs = 1) с ак-
тивностью ЛДГ из клеток почек крыс в норме и при 
патологии. Из полученных результатов следует, что 
увеличение скорости функционирования лактатде-
гидрогеназы в почках крыс с длительной аллокса-
новой интоксикацией связано с усилением скорости 
транскрипции генов, кодирующих субъединицы А и 
В данного фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Индукция длительной аллоксановой интоксика-

ции позволила определить ряд биохимических нару-
шений (уровень экскреции белка с мочой увеличил-
ся в 3,6 раза (с 8,01 до 28,94 мг/сут; р < 0,03), клиренс 
креатинина – в 1,64 раза (3,05 и 1,83 мл/мин/кг;  

р < 0,05) по сравнению с контрольной группой 
животных), связанных с развитием диабетической 
нефропатии, на фоне высокого содержания глюко-
зы в крови. Анализ активности ЛДГ показал, что 
данный показатель вырос более чем в 6 раз в почках 
животных с ДН по сравнению со здоровыми живот-
ными. 

Это может быть связано с увеличением концен-
трации транскриптов генов, кодирующих субъеди-
ницы А и В данного энзима. При этом изменений изо-
ферментного состава ЛДГ не обнаружено. Усиление 
работы ЛДГ, вероятно, необходимо для активизации 
почечного глюконеогенеза, основным субстратом 
для которого является именно молочная кислота, 
реадсорбируемая в почечных клубочках [17]. Таким 
образом, в ходе проведения исследования нами было 
выявлено увеличение скорости функционирования 
ЛДГ в почках крыс при ДН, что может быть связано 
с адаптацией их биохимического метаболизма к па-
тологическому состоянию.
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