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ИЗ КОРНЕЙ ГОРОХА (Pisum sativum L.) ПРИ ГИПОКСИИ
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В условиях затопления в корнях гороха (Pisum sativum L.) повышалась активность лактатдегидроге-
назы. В результате многостадийной очистки, включающей фракционирование сульфатом аммо-
ния, ионобменную хроматографию на ДЭАЭ-сефацеле и гель-хроматографию на cефадексе G-200
был получен электрофоретически гомогенный фермент со степенью очистки 43.4, выходом 2.5% и
удельной активностью 80.5 Е/мг белка. Молекулярная масса нативной молекулы лактатдегидроге-
назы – 138 кДа, молекулярная масса субъединиц, определенная методом электрофореза в ПААГ в
присутствии ДДС-Na, – 34 кДа. Фермент представлял собой гомотетрамер. Установлены кинетиче-
ские и регуляторные свойства фермента, значения констант Михаэлиса, изучено влияние рН и тем-
пературы на катализируемые им прямую и обратную реакции. Установлено, что лактатдегидрогена-
за ингибировалась АТФ.

Ключевые слова: лактатдегидрогеназа, гель-хроматография, ионообменная хроматография, электро-
форез, гипоксия, кинетика
DOI: 10.1134/S0555109919050039

Лактатдегидрогеназа (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) ката-
лизирует реакцию взаимопревращения лактата и
пирувата, сопровождаемую изменением НАДН и
НАД+. Этот фермент широко распространен в
природе, так как пируват занимает ключевое по-
ложение в углеводном обмене. Важной функцией
ЛДГ является регуляция соотношения количе-
ства НАД+ и НАДН, поскольку именно его значе-
ние влияет на скорость многих каталитических
реакций [1].

В настоящее время достаточно хорошо изучен
фермент животных. ЛДГ в органах большинства
млекопитающих представлена пятью изоформа-
ми [1], каждая из которых является тетрамером и
состоит из четырех субъединиц двух типов, мы-
шечной (muscle, М, А) и сердечной (heart, Н, В)
локализации. Синтез этих субъединиц контроли-
руется двумя генами — ldh A и ldh B [2]. Эволюци-
онная значимость появления генных локусов ldh-
A или ldh-B, которые произошли после дупликации
единого предка гена ldh [3, 4], заключалась в необ-
ходимости адаптации животных к условиям среды.
Так, присутствие гомотетрамера ЛДГ-5 (4A) на-
блюдалось в тех тканях, которые испытывают де-
фицит кислорода (то есть функционируют в анаэ-
робных условиях) [5].

У ЛДГ из разных растений методом электро-
фореза было обнаружено несколько белковых
компонентов, обладающих активностью фермен-
та. Это интерпретировали, как присутствие изо-
ферментов, которые представляли собой тетраме-
ры, образованные двумя различными пептидными
последовательностями [6]. В работе [7] было об-
наружено присутствие двух субъединиц в гипо-
ксических корнях и проростках риса.

В настоящее время отсутствуют данные о ее
физико-химических свойствах, кинетике и регу-
ляции активности ЛДГ большинства раститель-
ных организмов. Поскольку ферментативная
утилизация лактата в некоторых из них осуществ-
ляется в сопряжении с гликолатоксидазой [8], то
для изучения этих свойств необходимо получить
электрофоретически гомогенный фермент.

Цель работы – выделение и очистка до элек-
трофоретически гомогенного состояния ЛДГ из
корней гороха, выращенного в условиях гипо-
ксии, изучение физико-химических и регулятор-
ных свойств фермента.

МЕТОДИКА
Растительный материал. В качестве объекта ис-

следований использовали 20-суточные пророст-
ки гороха (Pisum sativum L., сорт Амброзия), выра-
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щенные гидропонным методом при 25°С. Про-
ростки были погружены в воду на 2–3 см выше
корневой шейки для имитации условий дефицита
кислорода. Через 72 ч растения были использова-
ны для исследований [9].

Фермент экстрагировали из гомогенизирован-
ных корней растений. Экстракт подвергали гель-
фильтрации на колонке (1.5 × 20 см) с сефадексом
G-25 (“Pharmacia”, Швеция), а затем ионообмен-
ной хроматографии на колонке (1.5 × 15 см) с
ДЭАЭ-целлюлозой (“GE Healthcare”, Швеция),
уравновешенной 50 мМ трис-HCl-буфером,
рН 7.4. Целевой белок после элюции линейным
градиентом (0.1–0.35 М) NaCl гель-хроматогра-
фировали на колонке (2.0 × 30 см) с сефадексом
G-200 (“GE Healthcare”, Швеция) по методике,
описанной в работах [10, 11].

Для определения активности фермента изме-
ряли скорость окисления НАДН спектрофото-
метрически при 340 нм на спектрофотометре
(“ЛОМО СФ-56”, Россия). Реакционная среда
содержала 2 мл 50 мМ трис-HCl-буфера, рН 7.4,
0.06 мМ НАДН и 1 мМ пирувата натрия. Реакцию
запускали добавлением пирувата натрия [12]. Ак-
тивность ЛДГ в прямой реакции измеряли в 50 мМ
трис-HCl-буфере, рН 7.4, содержащем 0.5 мМ
НАД+ и 25 мМ лактата натрия. За единицу фер-
ментативной активности принимали количество
фермента, которое в течение 1 мин образовывало
(прямая реакция) или превращало (обратная ре-
акция) 1 мкмоль НАДН при 25°С.

Молекулярную массу белка определяли мето-
дом гель-фильтрации на колонке с сефадексом
G-200, для калибровки которого был использо-
ван Dextran blue (2000 кДа). Значение молекуляр-
ной массы рассчитывали по формуле

где Ve – объем элюции белка и V0 – свободный
объем.

Молекулярную массу субъединиц определяли
методом электрофореза в 12%-ном ПААГ в при-
сутствии ДДС-Na. В качестве белков-маркеров

( )e 0lg Mr 6. 698 – 0.987 ,V V=

молекулярной массы использовали набор стан-
дартных белков, включавший β-галактозидазу
(116.0), БСА (66.2), овальбумин (45.0), ЛДГ (35.0),
REase Bspl98 (25.0), b-лактоглобулин (18.4) и лизо-
цим (14.4). Белковые компоненты в геле окраши-
вали нитратом серебра как описано в работе [13].

Электрофорез ЛДГ также проводили в 8%-ном
ПААГ по методу Девиса в неденатурирующих
условиях [14]. Для окрашивания белковых ком-
понентов в геле применяли нитрат серебра [13],
для специфического определения фермента −
тетразолиевый метод [15]. Определение белка
проводили по методу Лоури.

Влияние рН на скорость ферментативной ре-
акции изучали в 50 мМ трис-HCl-буфере, рН 5.0–
10.0 [6].

Кинетические константы (Kм) прямой и обрат-
ной реакций, катализируемых ЛДГ из листьев горо-
ха, были определены методом Лайнуивера–Берка.
Каталитические константы Kм для субстратов,
пирувата и L-лактата, определяли в стандартной
реакционной смеси при рН 7.5 и 25°С. Концентра-
цию субстратов варьировали от 0 до 60.0 мМ, а ко-
личество других компонентов поддерживали по-
стоянным [8].

Влияние температуры на скорость фермента-
тивных реакций ЛДГ изучали в диапазоне темпе-
ратур реакционной смеси от 15 до 80°С.

Эксперименты проводили в 4–6 биологических
повторностях, аналитические определения – в
трех. В таблице и на рисунках приводятся результа-
ты по средним арифметическим из трех определе-
ний. Для расчета их достоверности использовали
метод вариационной статистики с помощью кри-
терия Стьюдента. Обсуждаются статистически
достоверные различия при р ≤ 0.05 [16]. Для по-
строения графиков использовали данные, обра-
ботанные с помощью программ линейной и пара-
болической аппроксимации.

Рис. 1. Динамика активности ЛДГ в корнях гороха в контрольной (1) и экспериментальной (2) группах растений.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Повышение лактатдегидрогеназной активности
в корнях гороха, инкубированых в условиях гипо-
ксии, отмечалось уже через 3 ч от начала экспери-
мента. Через 2 сут была установлена максимальная
активность, которая сохранялась на протяжении
4 сут (рис. 1). Уровень активности фермента увели-
чивался в 11–12 раз по сравнению с контрольными
растениями. Можно предположить, что это обу-
словлено адаптацией метаболизма клеток тканей
корня к гипоксии. Ранее подобный эффект был
обнаружен у растений сорго [7, 17] и в листьях го-
роха [18].

Корни гороха, инкубированные в условиях де-
фицита кислорода в течение 3 сут, были исполь-
зованы для получения ЛДГ в высокоочищенном
состоянии. Результаты очистки ЛДГ из корней
гороха приведены в табл. 1.

Полученный методом многостадийной очист-
ки фермент с выходом 2.5% был электрофоретиче-
ски гомогенен и обладал высокой удельной актив-
ностью (80.53 Е/мг белка). При ионообменной
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе максималь-
ное количество лактатдегидрогеназной активно-
сти было десорбировано с сорбента элюцией NaCl
(120–150 мМ). При электрофорезе в ПААГ в неде-
натурирующих условиях был обнаружен один
белковый компонент с Rf – 0.41, который окра-
шивался нитратом серебра (рис. 2). Этот компонент
взаимодействовал с тетразолиевым синим, с помо-
щью которого идентифицируют специфическую
активность ЛДГ (рис. 2). Результаты показали, что
полученный препарат ЛДГ был электрофоретиче-
ски гомогенен и обладал лактатдегидрогеназной ак-
тивностью. Ранее выделенная и очищенная до
электрофоретически гомогенного состояния ЛДГ
из листьев гороха имела более высокие показате-
ли степени очистки и выхода, а также большее
значение молекулярной массы [18].

Анализ полученных значений молекулярных
масс нативной ЛДГ из корней гороха, определен-
ных методом гель-хроматографии на сефадексе
G-200, а также проведение электрофореза в ПААГ
с ДДС-Na (рис. 3) позволили предположить, что
молекула фермента имела четвертичную структу-
ру. На основании значения молекулярной массы
нативной молекулы 138 кДа и молекулярной мас-
сы субъединицы, равной 34 кДа, можно заклю-
чить, что молекула ЛДГ из корней гороха анало-
гично молекуле из листьев гороха представляла
собой гомотетрамер [18].

Определение каталитических характеристик
очищенной ЛДГ показало, что значение констан-
ты Михаэлиса по пирувату составило 35 мкМ, что
свидетельствовало о менее высоком сродстве к
субстрату (рис. 4) по сравнению с ЛДГ из листьев
гороха [18]. Высокое сродство ЛДГ к пирувату мо-
жет обеспечить быстрое окисление гликолитиче-
ского НАДН [19].

Таблица 1. Этапы очистки лактатдегидрогеназы из корней гороха, выросших в условиях гипоксии

Стадии очистки Общий
объем, мл

Общая
активность, Е

Белок,
мг

Удельная
активность, Е/мг

Степень
очистки

Выход, 
%

Супернатант 35 304.5 ± 9.135 164.2 ± 4.92 1.9 ± 0.05 1.0 100

Фракционирование
сульфатом аммония (60–80%) 6 91.35 ± 2.74 20.2 ± 0.6 4.5 ± 0.13 2.5 30

Гель-фильтрация
через сефадекс G-25 2 60.9 ± 1.8 7.3 ± 0.21 8.4 ±0.25 4.6 20

Ионообменная хроматография 
на ДЭАЭ-целлюлозе 1 8.41 ± 0.25 0.3 ± 0.009 26.1 ± 0.78 14.1 2.8

Гель-хроматография
на сефадексе G-200 0.5 7.51 ± 0.23 0.09 ± 0.003 80.53 ± 2.42 43.4 2.5

Рис. 2. Электрофорез в ПААГ очищенной лактатдегид-
рогеназы при pH 7.5. Окраска нитратом серебра (1) и
специфическим тетразолиевым синим (2); F – фронт
(бромфеноловый синий).
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Показано, что величина Kм ЛДГ-5 из мышц
грудной клетки бентической изоподы (Saduria en-
tomon) при использовании в качестве субстрата
пирувата составляла 180 мкМ [20], а фермента,
экстрагированного из скелетных мышц ящерицы
(Agama stellio) – 20 мкМ [21]. Величина Kм по
НАДН для ЛДГ из корней гороха составила 63 мкМ

(рис. 4), что свидетельствовало о ее достаточно
высоком сродстве к данному коферменту. Значе-
ние константы для фермента колебалось от 15.6
до 40 мкМ для ЛДГ-5 из мозга свиньи и мышц
ящерицы соответственно [21, 22].

Определение кинетических параметров для
субстратов обратной реакции выделенной ЛДГ
показало значения величин Kм значительно более
высокие по сравнению с ферментом из листьев
гороха [18]. Так, значение Kм ЛДГ, экстрагиро-
ванной из корней, по лактату составило 33 мМ, а
по НАД – 5.1 мМ (рис. 4). Аналогичные результа-
ты изменения сродства ЛДГ к субстратам обрат-
ной реакции были получены и для ферментов из
других источников. Так, значения Kм по лактату
для ЛДГ из печени варана и бентической изоподы
составили 12.4 мМ [23] и 90.04 мМ [20] соответ-
ственно, а для НАД+ – от 20 мкМ для фермента из
мышц ящерицы до 3.2 мМ – печени крыс [21, 24].

Важно отметить, что особенностью 4А типа
изоформы ЛДГ является ее ингибирование АТФ.
В работе [25] было показано ингибирование ЛДГ-5
из проростков сои 30 мкМ АТФ. Активность ЛДГ
из корней гороха частично ингибировалась при
внесении 30–60 мкМ АТФ, полностью – при до-
бавлении 240 мкМ АТФ. Полученные данные
могли свидетельствовать о принадлежности изу-
чаемого фермента к гомотетрамеру, состоящему
из субъединиц А-типа.

Влияние температуры на активность выделен-
ной ЛДГ было изучено в интервале от 15 до 70°C.
Температурный оптимум действия фермента в

Рис. 3. Электрофорез в ПААГ в присутствии ДДС-Na
очищенной лактадегидрогеназы (1). Белки-маркеры
молекулярной массы (кДа): 2 – b-галактозидаза (116.0);
3 – БСА (66.2); 4 – овальбумин (45.0); 5 – ЛДГ (35.0);
6 – REase Bspl98 (25.0); 7 – b-лактоглобулин (18.4);
8 – лизоцим (14.4).
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Рис. 4. Определение значений Км ЛДГ из корней гороха, подверженных кислородному голоданию на протяжении 72 ч:
1 – пируват, 2 – НАДН, 3 – лактат, 4 – НАД+.
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прямой реакции составил 37°С, а обратной –
42°С (рис. 5). Полученные данные коррелировали
с температурными оптимумами ЛДГ из разных
организмов, которые, как правило, находятся в
пределах 30–60°С [9, 21]. Было также установле-
но, что диапазон рабочих температур ЛДГ-5 ни-
же, чем у ЛДГ-1 [22].

Результаты, полученные при изучении влия-
ния концентрации ионов водорода на активность
выделенной ЛДГ, показали, что оптимальное
значение рН для протекания прямой реакции –
7.2 и для обратной – 8.3 (рис. 6). По данным,
опубликованным в работах [23, 25], значения рН
7.5 и 9.5 являются оптимальными для прямой и
обратной реакций, катализируемых ЛДГ-5 из пе-
чени варана, а уровни pH, соответствующие зна-
чениям 6.8 и 9.5, оптимальны для функциониро-
вания фермента, выделенного из проростков сои.

Показано, что очищенная ЛДГ полностью со-
храняла стабильность при хранении в течение 6
мес. при –74°С, а также при –20°С при добавле-
нии смеси 5 мМ ЭДТА и 5 мМ MgCl2.

Таким образом, из корней растений гороха,
инкубированных в гипоксических условиях, бы-
ла выделена и очищена до электрофоретически
гомогенного состояния ЛДГ. Изучение физико-
химических и регуляторных характеристик фер-

мента показало их отличие от других ферментов.
В частности для ЛДГ из корней гороха было ха-
рактерно более высокое сродство к пирувату, по
сравнению с лактатом, что обуславливало ее уча-
стие в реокислении гликолитического НАДН. Об
участии этой ферментативной системы в адап-
тивной реакции клеточного метаболизма корня
может косвенно свидетельствовать тот факт, что
для катализа восстановления пирувата оптималь-
ное значение рН равно 7.2, а для окисления лак-
тата – 8.3 [23, 25]. Анализ эффективности инги-
бирования активности фермента АТФ позволил
отнести очищенную ЛДГ к A-типу этих фермен-
тов [25]. Полученные данные открывают пер-
спективы для изучения роли ЛДГ (совместно с
ЛДГ, экстрагированной из листьев гороха) в раз-
витии адаптивных реакций клеточного метабо-
лизма к условиям гипоксии, возникающим в кор-
не при затоплении [17].

Работа выполнена при финансовой поддержке
государственного задания Министерства науки и
высшего образования РФ (проект № 6.6927.2017/8.9).
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Isolation and Cleaning of Lactate Dehydrogenase from Roots of the Pea 
(Pisum sativum L.) in Hypoxia and Investigation of Its Regulatory Properties
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Placing pea plants (Pisum sativum L.) under f looding conditions led to an increase in lactate dehydrogenase
(EC 1.1.1.27) activity in the roots. Using a multistage purification method, including ammonium sulfate frac-
tionation, ion exchange chromatography on DEAE-Sephacel and gel chromatography on Sephadex G-200,
the enzyme was purified to an electrophoretic homogeneous state. The degree of its purification was
43.4 times, the yield was 2.5%, and the specific activity was 80.5 U/mg protein. Its physicochemical proper-
ties were studied: the molecular weight of the native lactate dehydrogenase molecule was 138 kDa. The mo-
lecular weight of the subunits was determined by PAGE by electrophoresis in the presence of DDS-Na, and
its value was 34 kDa, which indicates that the enzyme is a homotetramer. Established kinetic and regulatory
properties of the enzyme. The values   of the Michaelis constants, the effect of the concentration of hydrogen
ions and the temperature on its direct and reverse reactions are obtained. Inhibition of ATP lactate dehydro-
genase has been established.

Keywords: lactate dehydrogenase, purification, gel chromatography, ion exchange chromatography, electro-
phoresis, hypoxia, subunit, kinetics
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