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аннотация 

В опытах на крысах показано, что этанол в дозе 4.5 г/кг приводит к повышению активности лактатдегидро-
геназы (ЛДГ) клеток печени крыс в прямой реакции в субклеточных фракциях. В цитоплазматической фракции 
активность ЛДГ в обратной реакции снижалась. Предварительное введение животным гепарина в дозе 250 мЕ/
кг частично нивелирует эффекты внутрибрюшинного введения этанола, что выражается в снижении активно-
сти ЛДГ клеток печени крыс в прямой реакции в субклеточных фракциях. Связывание эндогенного гепарина 
протамин сульфатом и последующее введение этанола приводит к увеличению активности ЛДГ в митохондри-
альной фракции клеток печени крыс.

Ключевые слова: лактатдегидрогеназа, субклеточные фракции печени, этанол, гепарин, протамин сульфат. 

aBStraCt 

Experiments on rats have shown that ethanol at a dose of 4.5 g/kg leads to an increase in the activity of lactate dehy-
drogenase (LDH) in rat liver cells in a direct reaction in subcellular fractions. In the cytoplasmic fraction, the LDH activity 
in the reverse reaction decreased. Pre-administration of heparin to animals at a dose of 250 IU/kg partially neutralizes the 
effects of intraperitoneal administration of ethanol, which is expressed in a decrease in the activity of LDH in rat liver cells 
in a direct reaction in subcellular fractions. Binding of endogenous heparin to protamine sulfate and subsequent adminis-
tration of ethanol leads to an increase in LDH activity in the mitochondrial fraction of rat liver cells.

Keywords: lactate dehydrogenase, subcellular fractions of the liver, ethanol, heparin, protamine sulfate.

введение

Находясь на развилке путей метаболизма 
углеводов, лактатдегидрогеназа (ЛДГ) участвует 
в регуляции тонко сбалансированного катаболиз-

introduCtion

Being at the fork in the pathways of carbohy-
drate metabolism, lactate dehydrogenase (LDH) is 
involved in the regulation of finely balanced catabo-
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ма и анаболизма, анаэробного и аэробного глико-
лиза, а также играет немаловажную роль в про-
цессах клеточного ацидоза, апоптоза, роста и ге-
нерирования рекомбинантных белков. Лактат 
можно рассматривать как определенный ткане-
вой резерв активно метаболизирующегося пиру-
вата. Обратимость лактатдегидрогеназной реак-
ции и высокая активность фермента позволяют 
паре субстратов лактат — пируват играть важную 
роль в контроле над отношением окисленных и 
восстановленных форм никотинамидаденинди-
нуклеотида (НАД) в клетке [1].

Лактатдегидрогеназа (L-лактат: НАД+-ок-
сидоредуктаза, код фермента (КФ) 1.1.1.27) ката-
лизирует реакцию:

L-лактат + НАД+  ↔ пируват + НАДН.
Существенным в возможной способности 

ЛДГ к изменению направления потоков пирувата 
является обнаруженная у этого фермента саморе-
гуляция — ингибирование избытком субстрата 
(пирувата) [2]. Субстратное ингибирование, в 
свою очередь, подвержено внешним регулятор-
ным воздействиям. Нивелируют субстратное ин-
гибирование лактатдегидрогеназы также некото-
рые аналоги субстрата. Возможно, что в процессе 
ингибирования участвуют различные конформе-
ры ЛДГ, обладающие разным сродством к суб-
страту — ингибитору [3].

В работе Сугробовой с соавт. было показано, 
что добавление F-актина вызывает снижение ак-
тивности ЛДГ, что сопровождается ухудшением ее 
каталитических характеристик [4]. Присоедине-
ние ЛДГ к актину приводит к активации  
Mg2+-АТФазы актиномиозина на 30 %. Возможно 
взаимодействие ЛДГ не только с F-актином, но и 
тубулином, микротубулином и другими белками 
цитоскелета клетки [2]. Предполагается, что обра-
тимая адсорбция ферментов гликолиза, в том чис-
ле ЛДГ, на структурных компонентах клетки явля-
ется одним из важнейших механизмов регуляции 
метаболизма благодаря упорядоченности, ком-
партментализации метаболических процессов [5]. 
Взаимодействие ЛДГ с белками и полиэлектроли-
тами приводит к образованию комплексов, кото-
рые, изменяя равновесие в системе димер — те-
трамер, влияют на каталитическую активность 
фермента [6, 7]. Также возможно обратимое свя-
зывание ЛДГ типа В с липосомами, состоящими 
из кислых фосфолипидов. Этот процесс наиболее 
эффективно идет при низких значениях рН, близ-
ких к изоэлектрической точке белка. В данных 
условиях сайт связывания кофактора НАДН лак-
татдегидрогеназы типа В активно участвует во 
взаимодействии фермента с кислыми фосфоли-
пидами [8]. 

lism and anabolism, anaerobic and aerobic glycoly-
sis, and also plays an important role in the process-
es of cellular acidosis, apoptosis, growth and gen-
eration of recombinant proteins. Lactate can be 
considered as a specific tissue reserve of actively 
metabolizied pyruvate. The reversibility of the lac-
tate dehydrogenase reaction and the high activity 
of the enzyme allow the lactate-pyruvate substrate 
pair to play an important role in controlling the ra-
tio of oxidized and reduced forms of nicotinamide 
adenine dinucleotide (NAD) in the cell [1].

Lactate dehydrogenase (L-lactate: NAD+-oxi-
doreductase, enzyme code (EC) 1.1.1.27) catalyzes 
the reaction:

L-lactate + NAD+ ↔ pyruvate + NADH.
The self-regulation found in this enzyme — in-

hibition by an excess of the substrate (pyruvate), is 
essential in the possible ability of LDH to change 
the direction of pyruvate flows [2]. Substrate inhibi-
tion, in turn, is subject to external regulatory influ-
ences. Some analogs of the substrate also neutral-
ize the substrate inhibition of lactate dehydroge-
nase. It is possible that various LDH conformers 
with different affinity for the substrate-inhibitor 
participate in the inhibition process [3].

In the work of Sugrobova et al. it was shown 
that the addition of F-actin causes a decrease in 
LDH activity, which is accompanied by a deteriora-
tion in its catalyst performance [4]. The addition of  
LDH to actin leads to activation of the Mg2+-ATPase 
of actomyosin by 30%. LDH may interact not only 
with F-actin, but also with tubulin, microtubulin, 
and other proteins of the cell cytoskeleton [2]. It is 
assumed that the reversible adsorption of glycolysis 
enzymes, including LDH, on cell’s structural com-
ponents is one of the most important mechanisms 
of metabolic regulation due to the orderliness and 
compartmentalization of metabolic processes [5]. 
The interaction of LDH with proteins and polyelec-
trolytes leads to the formation of complexes which, 
by changing the equilibrium in the dimer — tetra-
mer system, affect the catalytic activity of the en-
zyme [6, 7]. Reversible binding of LDH B to lipo-
somes composed of acidic phospholipids is also 
possible. This process is most efficient at low pH 
values, close to the isoelectric point of the protein. 
Under these conditions, the binding site of the 
NADH cofactor of lactate dehydrogenase B is ac-
tively involved in the interaction of the enzyme with 
acidic phospholipids [8].

We have previously shown that in vitro the 
heparin, upon formation of a complex with a puri-
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Ранее нами было показано, что in vitro гепа-
рин при образовании комплекса с очищенным 
препаратом ЛДГ увеличивает активность фер-
мента по двухпараметрически рассогласованному 
типу активации. Этанол не оказывает влияния на 
активность очищенного препарата ЛДГ, а этанол 
при воздействии на комплекс ЛДГ — гепарин ак-
тивирует лактатдегидрогеназную реакцию по 
двухпараметрически рассогласованному типу ак-
тивации [9]. Однако сведения о сочетанном влия-
нии эндогенного и экзогенного гепарина и этано-
ла in vivo имеют фрагментарный характер, в свя-
зи с чем была предпринята настоящая работа.

цель иССледования

Оценить влияние гепарина и этанола (при со-
четанном введении) на активность лактатдеги-
дрогеназы в субклеточных фракциях печени  
in vivo.

Материалы и Методы

В экспериментах были использованы 80 не-
линейных крыс-самцов массой 200 ± 15 г, содер-
жащихся в комфортных условиях на общем ра-
ционе вивария. Все животные были распределе-
ны в 8 групп (описание групп дано в табл. 1, 2) по 
10 крыс в каждой. В качестве исследуемых ве-
ществ использовались следующие препараты: 
1) высокомолекулярный гепарин производства 
московского эндокринного завода, содержащий 
в 1 мл раствора 5000 мЕ (1 мЕ = 0.0077 мг); 
2) протамин сульфат производства московского 
эндокринного завода, содержащий в 1 мл раство-
ра 10 мг сухого вещества, 3) спирт этиловый рек-
тификат. Исследуемые вещества разводили фи-
зиологическим раствором и вводили внутрибрю-
шинно в объёме 1 мл в определенной последова-
тельности, предусмотренной условиями опыта. 
Время между введениями было постоянным и со-
ставляло 10 мин.

митохондриальную и цитоплазматическую 
фракции клеток печени экспериментальных жи-
вотных получали методом дифференциального 
центрифугирования [10]. Крыс после окончания 
эксперимента декапитировали. Печень быстро 
извлекали, отмывали от крови, многократно пер-
фузируя ее охлажденным физиологическим рас-
твором с помощью толстой иглы и шприца объе-
мом 10 мл. Промытую печень помещали на стоя-
щую на льду чашку Петри и измельчали ножни-
цами, гомогенизировали в дистиллированной 
воде. Затем 10% гомогенат центрифугировали на 
центрифуге РС-6 при 6000 об./мин в течение 
15 мин. Супернатант отделяли от осадка (ядра, не

fied LDH preparation, increases the enzyme activ-
ity by a type of mismatch between two-parameters. 
Ethanol does not influence the activity of the puri-
fied LDH preparation, while ethanol’s effect on the 
LDH — heparin complex, activates the lactate de-
hydrogenase reaction according to the two-param-
eter mismatch activation type [9]. However, infor-
mation on the combined effect of endogenous and 
exogenous heparin and ethanol in vivo is fragmen-
tary, and therefore the present work was under-
taken.

a iM of thE r ESE a rCh 

To evaluate the effect of heparin and ethanol 
(with combined administration) on the activity of 
lactate dehydrogenase in subcellular liver fractions 
in vivo.

MatErialS and MEthodS

In the experiments, 80 outbred male rats 
weighing 200 ± 15 g were used, kept under comfort-
able conditions on the general diet of the vivarium. 
All animals were divided into 8 groups (the descrip-
tion of the groups is given in Tables 1, 2), 10 rats 
each. The following drugs were used as test sub-
stances: 1) high molecular weight heparin produced 
by the Moscow Endocrine Plant containing 5000 
IU in 1 ml of solution (1 IU = 0.0077 mg); 2) pro-
tamine sulfate produced by the Moscow Endocrine 
Plant containing 10 mg of dry matter in 1 ml of solu-
tion, 3) rectified ethyl alcohol. The test substances 
were diluted with physiological saline and injected 
intraperitoneally in a volume of 1 ml in a certain 
sequence provided for by the conditions of the ex-
periment. The time between injections was con-
stant and amounted to 10 min.

Mitochondrial and cytoplasmic fractions of 
liver cells from experimental animals were ob-
tained by differential centrifugation [10]. Upon 
completion of the experiment, rats were decapitat-
ed. The liver was quickly removed, washed from the 
blood by repeated perfusion with chilled saline us-
ing a thick needle and a 10 ml syringe. The washed 
liver was placed on a Petri dish standing on ice, 
chopped with scissors, and homogenized in dis-
tilled water. Then the 10% homogenate was centri-
fuged in a RS-6 centrifuge at 6000 rpm for 15 min. 
The supernatant was separated from the sediment 
(nuclei, intact cells) and centrifuged at 15 000 rpm 
for 15 min. Sediment — mitochondrial fraction, su-
pernatant — cytoplasmic fraction. The activity of 
lactate dehydrogenase (L-lactate: NAD+-oxidore-
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разрушенные клетки) и центрифугировали при 
скорости 15 000 об./мин в течение 15 мин. Оса-
док — митохондриальная фракция, супернатант — 
цитоплазматическая. Активность лактатдегид-
рогеназы (L-лактат: НАД+-оксидоредуктаза, 
КФ 1.1.1.27) в данных фракциях определяли по ме-
тоду Кочетова [11] на микроспектрофотометре 
PowerWave XS (США). 

Статистическая обработка результатов была 
проведена с применением t-критерия Стъюдента с 
использованием программы Primer of Biostatistics 
[12].

реЗУльтаты и оБСУЖдение

Исследование активности ЛДГ в митохон-
дриальной и цитоплазматической фракциях кле-
ток печени крыс показало, что внутрибрюшинное 
введение животным этанола в дозе 4.5 г/кг при-
водило в основном к повышению активности дан-
ного фермента. 

В митохондриальной фракции активность 
ЛДГ в прямой реакции составила 720.7 ± 44.3 
нмоль/мин на 1 мг белка, что достоверно выше 
по сравнению с контрольной группой в 1.7 раза; в 
обратной — 1135.0 ± 80.6 нмоль/мин на 1 мг бел-
ка, что также достоверно выше данных контроль-
ной группы в 2.2 раза (табл. 1). В цитоплазмати-
ческой фракции клеток печени активность фер-

ductase, EC 1.1.1.27) in these fractions was deter-
mined using the Kochetov method [11] on a Power-
Wave XS microspectrophotometer (USA).

Statistical processing of the results was carried 
out using the Student’s t-test and the Primer of Bio-
statistics software [12].

rESultS and diSCuSSion

The study of LDH activity in the mitochondrial 
and cytoplasmic fractions of rat liver cells showed 
that the intraperitoneal administration of ethanol 
to animals at a dose of 4.5 g/kg led mainly to an 
increase in this enzyme’s activity.

In the mitochondrial fraction, the LDH activity 
in the direct reaction was 720.7 ± 44.3 nmol/min 
per 1 mg of protein, which is significantly higher 
than in the control group by 1.7 times; in the reverse 
reaction — 1135.0 ± 80.6 nmol/min per 1 mg of pro-
tein, which is also significantly higher than the data 
obtained in the control group by 2.2 times (Table 1). 
In the cytoplasmic fraction of liver cells, the en-
zyme activity in the direct reaction was 1330.0 ± 51.2 
nmol/min per 1 mg of protein, which is significantly 
higher than in the control group by 1.9 times. In the 
reverse reaction, the activity of lactate dehydroge-
nase decreased and amounted to 800.9 ± 58.2 

таблица 1. Активность ЛДГ (нмоль/мин на 1 мг белка) в митохондриальной фракции клеток печени крыс при 
введении гепарина, этанола, протамин сульфата и при их совместном действии
table 1. LDH activity (nmol/min per 1 mg of protein) in the mitochondrial fraction of rat liver cells with the administration 
of heparin, ethanol, protamine sulfate and in their combined action

Группа / Group Прямая реакция  
Direct reaction

Обратная реакция  
Reverse reaction

Контрольная (интактные животные) / Control (intact animals) 418.1 ± 24.5 509.4 ± 22.9

Гепарин (250 мЕ/кг) /  Heparin (250 IU/kg) 374.0 ± 25.6 519.9 ± 20.3

Этанол (4.5 г/кг) / Ethanol (4.5 g/kg) 720.7 ± 44.3* 1135.0 ± 80.6*

Гепарин → этанол / Heparin → Ethanol 622.2 ± 43.6*˚ 1352.0 ± 54.3*˚+

Протамин сульфат (10 мг/кг) / Protamine sulfate (10 mg/kg) 399.9 ± 15.1 532.5 ± 24.5

Протамин сульфат → гепарин / Protamine sulfate → Heparin 381.8 ± 19.7 529.2 ± 14.8

Протамин сульфат → этанол / Protamine sulfate → Ethanol 523.0 ± 24.6*+ 617.6 ± 44.2*+

Протамин сульфат → гепарин → этанол / Protamine sulfate → 
Heparin → Ethanol

670.6 ± 37.1*^ 1758.0 ± 69.9*^#

П р и м е ч а н и е .  Различия между следующими группами статистически значимы: 
* отличие от контрольной группы (р ≤ 0.05);
° отличие от группы «Гепарин» (р ≤ 0.05);
+ отличие от группы «Этанол» (р ≤ 0.05);
^ отличие от группы «Протамин сульфат → этанол» (р ≤ 0.05);
# отличие от группы «Гепарин → этанол» (р ≤ 0.05). 

N o t e .  The differences between the following groups are statistically significant:
* difference from the control group (р ≤ 0.05);
° difference from the Heparin group (р ≤ 0.05);
+ difference from the Ethanol group (р ≤ 0.05);
^ difference from the Protamine sulfate → Ethanol group (р ≤ 0.05);
# difference from the Heparin → Ethanol group (р ≤ 0.05). 
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мента в прямой реакции составила 1330.0 ±  
± 51.2 нмоль/мин на 1 мг белка, что достоверно 
выше по сравнению с группой контроля в 1.9 раза. 
В обратной реакции активность лактатдегидро-
геназы уменьшилась и составила 800.9 ± 
± 58.2 нмоль/мин на 1 мг белка, что достоверно 
ниже данных контрольной группы в 1.2 раза 
(табл. 2). 

Введение животным этанола в дозе 4.5 г/кг 
при предварительном введении гепарина в дозе 
250 мЕ/кг приводило к сохранению более высо-
ких значений лактатдегидрогеназной активности 
в митохондриальной и цитоплазматической 
фракциях клеток печени крыс по сравнению с 
контрольной группой. Так, в митохондриальной 
фракции показатель активности ЛДГ в прямой 
реакции составил 622.2 ± 43.6 нмоль/мин на 1 мг 
белка, что достоверно выше по сравнению с по-
казателями группы контроля в 1.5 раза; в обрат-
ной реакции — 1352.0 ± 54.3 нмоль/мин на 1 мг 
белка, что также достоверно выше данных кон-
трольной группы в 2.7 раза (см. табл. 1). В цито-
плазматической фракции клеток печени актив-
ность ЛДГ в прямой реакции составила 1210.0 ± 
± 51.3 нмоль/мин на 1 мг белка, что достоверно 
выше показателей контроля в 1.7 раза. Достовер-
ных отличий по лактатдегидрогеназной активно-

nmol/min per 1 mg of protein, which is significantly 
lower than the data of the control group by 1.2 times 
(Table 2).

Administration of ethanol to animals at a dose 
of 4.5 g/kg with preliminary administration of hep-
arin at a dose of 250 IU/kg resulted in the preserva-
tion of higher values of lactate dehydrogenase ac-
tivity in the mitochondrial and cytoplasmic frac-
tions of rat liver cells compared to the control 
group. Thus, in the mitochondrial fraction, the in-
dex of LDH activity in the direct reaction was 
622.2 ± 43.6 nmol/min per 1 mg of protein, which is 
significantly higher than in the control group by 
1.5 times; in the reverse reaction — 1352.0 ± 54.3 
nmol/min per 1 mg of protein, which is also signifi-
cantly higher than the data of the control group by 
2.7 times (see Table 1). In the cytoplasmic fraction 
of liver cells, the LDH activity in the direct reaction 
was 1210.0 ± 51.3 nmol/min per 1 mg of protein, 
which is significantly higher than the control values 
by 1.7 times. There were no significant differences 
in lactate dehydrogenase activity in the reverse re-
action in the cytoplasmic fraction between the Hep-
arin → Ethanol group and the control group (see 
Table 2).

таблица 2. Активность ЛДГ (нмоль/мин на 1 мг белка) в цитоплазматической фракции клеток печени крыс при 
введении гепарина, этанола, протамин сульфата и при их совместном действии
table 2. LDH activity (nmol/min per 1 mg of protein) in the cytoplasmic fraction of rat liver cells with the administration 
of heparin, ethanol, protamine sulfate and in their combined action

Группа / Group Прямая реакция  
Direct reaction

Обратная реакция  
Reverse reaction

Контрольная (интактные животные) / Control (intact animals) 692.3 ± 39.2 975.2 ± 55.3

Гепарин (250 мЕ/кг) /  Heparin (250 IU/kg) 609.2 ± 34.4 1029.0 ± 20.5

Этанол (4.5 г/кг) / Ethanol (4.5 g/kg) 1330.0 ± 51.2* 800.9 ± 58.2*

Гепарин → этанол / Heparin → Ethanol 1210.0 ± 51.3*˚ 1090.0 ± 53.6+

Протамин сульфат (10 мг/кг) / Protamine sulfate (10 mg/kg) 618.2 ± 22.7 1039.0 ± 35.0

Протамин сульфат → гепарин / Protamine sulfate → Heparin 625.0 ± 27.9 1044.0 ± 24.3

Протамин сульфат → этанол / Protamine sulfate → Ethanol 1391.0 ± 65.1* 857.1 ± 58.2

Протамин сульфат → гепарин → этанол / Protamine sulfate → 
Heparin → Ethanol

1213.0 ± 53.2* 319.1 ± 24.1*+^#

П р и м е ч а н и е .  Различия между следующими группами статистически значимы: 
* отличие от контрольной группы (р ≤ 0.05);
° отличие от группы «Гепарин» (р ≤ 0.05);
+ отличие от группы «Этанол» (р ≤ 0.05);
^ отличие от группы «Протамин сульфат → этанол» (р ≤ 0.05);
# отличие от группы «Гепарин → этанол» (р ≤ 0.05). 

N o t e .  The differences between the following groups are statistically significant:
* difference from the control group (р ≤ 0.05);
° difference from the Heparin group (р ≤ 0.05);
+ difference from the Ethanol group (р ≤ 0.05);
^ difference from the Protamine sulfate → Ethanol group (р ≤ 0.05);
# difference from the Heparin → Ethanol group (р ≤ 0.05). 
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In addition, preliminary administration of 
heparin to animals at a dose of 250 IU/kg led to 
the preservation of higher values of LDH activity 
in the reverse reaction in the mitochondrial and 
cytoplasmic fractions of rat liver cells in the Hepa-
rin → Ethanol group compared to the Ethanol 
group. In the mitochondrial fraction, the LDH ac-
tivity index was significantly higher than the data 
of the Ethanol group by 1.2 times (see Table 1), in 
the cytoplasmic fraction — significantly higher 
than the data of the Ethanol group by 1.4 times 
(see Table 2).

The next stage of research was the study of the 
endogenous heparin role in protecting the body 
from exogenous ethanol. For this purpose, the rats 
were injected with ethanol 10 min after the intra-
peritoneal injection of the heparin antagonist — 
protamine sulfate at a dose of 10 mg/kg. Intraperi-
toneal administration of ethanol to rats with pre-
liminary binding of endogenous heparin to prot-
amine sulfate led to a decrease in lactate dehydro-
genase activity in the mitochondrial fraction of liver 
cells compared to the Ethanol group. Thus, in this 
group, the enzyme activity in the direct reaction 
was 523.0 ± 24.6 nmol/min per 1 mg of protein, 
which is 1.4 times lower than in the Ethanol group; 
in the reverse reaction — 617.6 ± 44.2 nmol/min per 
1 mg of protein, which is also significantly lower in 
comparison with the Ethanol group by 1.8 times 
(see Table 1). There were no significant differences 
in enzyme activity in the cytoplasmic fraction be-
tween the Ethanol and Protamine sulfate → Etha-
nol groups (see Table 2).

In addition, the administration of ethanol to 
rats under the action of protamine sulfate led to an 
increase in LDH activity in the mitochondrial and 
cytoplasmic fractions of liver cells compared to the 
control group. In the mitochondrial fraction, the 
enzyme activity in the direct reaction was signifi-
cantly higher than that of the control group by 
1.3 times; in the reverse reaction — by 1.2 times (see 
Table 1). In the cytoplasmic fraction of liver cells, 
the LDH activity in the direct reaction was signifi-
cantly higher than in the control group by 2 times 
(see Table 2).

The next stage of the study included an experi-
ment in which rats were preliminarily intraperito-
neally injected with protamine sulfate at a dose of 
10 mg/kg, then after 10 min also intraperitoneal-
ly — heparin at a dose of 250 IU/kg, and after an-
other 10 min — ethanol at a dose of 4.5 mg/kg. The 
assessment of lactate dehydrogenase activity in this 

сти в обратной реакции в цитоплазматической 
фракции между группой «Гепарин → этанол» и
 контрольной не обнаружено (см. табл. 2). 

Кроме того, предварительное введение жи-
вотным гепарина в дозе 250 мЕ/кг приводило к 
сохранению более высоких значений активности 
ЛДГ в обратной реакции в митохондриальной и 
цитоплазматической фракциях клеток печени 
крыс в группе «Гепарин → этанол» по сравнению 
с группой, которой вводился этанол. В митохон-
дриальной фракции показатель активности ЛДГ 
был достоверно выше данных группы «Этанол» в 
1.2 раза (см. табл. 1), в цитоплазматической фрак-
ции — достоверно выше данных группы «Этанол» 
в 1.4 раза (см. табл. 2). 

Следующим этапом исследований стало изу-
чение роли эндогенного гепарина в защите орга-
низма от экзогенного этанола. Для этого крысам 
вводился этанол через 10 мин после внутрибрю-
шинного введения антагониста гепарина — про-
тамин сульфата в дозе 10 мг/кг. Внутрибрюшин-
ное введение крысам этанола при предваритель-
ном связывании эндогенного гепарина протамин 
сульфатом приводило к снижению лактатдеги-
дрогеназной активности в митохондриальной 
фракции клеток печени по сравнению с группой 
«Этанол». Так, в этой группе активность фермен-
та в прямой реакции составила 523.0 ± 24.6 нмоль/
мин на 1 мг белка, что достоверно ниже данных 
группы «Этанол» в 1.4 раза; в обратной реак-
ции — 617.6 ± 44.2 нмоль/мин на 1 мг белка, что 
также достоверно ниже по сравнению с группой 
«Этанол» в 1.8 раза (см. табл. 1). Достоверных от-
личий по активности фермента в цитоплазмати-
ческой фракции между группами «Этанол» и 
«Протамин сульфат → этанол» обнаружено не 
было (см. табл. 2). 

Кроме того, введение крысам этанола при 
действии протамин сульфата приводило к повы-
шению активности ЛДГ в митохондриальной и 
цитоплазматической фракциях клеток печени по 
сравнению с группой контроля. В митохондриаль-
ной фракции активность фермента в прямой реак-
ции была достоверно выше данных контрольной 
группы в 1.3 раза; в обратной реакции — в 1.2 раза 
(см. табл. 1). В цитоплазматической фракции кле-
ток печени активность ЛДГ в прямой реакции 
была достоверно выше по сравнению с группой 
контроля в 2 раза (см. табл. 2). 

Дальнейший этап исследований включал экс-
перимент, при котором крысам предварительно 
внутрибрюшинно вводился протамин сульфат в 
дозе 10 мг/кг, затем через 10 мин также внутрибрю-
шинно — гепарин в дозе 250 мЕ/кг, а еще через 
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10 мин — этанол в дозе 4.5 мг/кг. Определение лак-
татдегидрогеназной активности в данной серии по-
казало, что она в митохондриальной фракции кле-
ток печени была выше, а в цитоплазматической — 
ниже по сравнению с группой «Протамин суль-
фат → этанол». В митохондриальной фракции ак-
тивность фермента в прямой реакции составила 
670.6 ±  37.1 нмоль/мин на 1 мг белка, что достовер-
но выше по сравнению с группой «Протамин суль-
фат → этанол» в 1.3 раза; в обратной реакции — 
1758.0 ± 69.9 нмоль/мин на 1 мг белка, что также 
достоверно выше данных группы «Протамин суль-
фат → этанол» в 2.8 раза (см. табл. 1). В цитоплазма-
тической фракции клеток печени активность фер-
мента в прямой реакции составила 1213.0 ± 
± 53.2 нмоль/мин на 1 мг белка, что достоверно 
ниже по сравнению с группой «Протамин суль-
фат → этанол» в 1.1 раза; в обратной реакции — 
319.1±24.1 нмоль/мин на 1 мг белка, что достоверно 
ниже данных группы «Протамин сульфат → эта-
нол» в 2.7 раза (см. табл. 2).

Достоверные отличия активности ЛДГ в 
группе «Протамин сульфат → гепарин → этанол» 
от группы «Этанол» наблюдались только в обрат-
ной реакции в субклеточных фракциях. В мито-
хондриальной фракции активность фермента 
была достоверно выше в 1.5 раза (см. табл. 1), в 
цитоплазматической — достоверно ниже данных 
группы «Этанол» в 2.5 раза (см. табл. 2). 

Предварительное введение гепарина и про-
тамин сульфата в наших опытах с этанолом до-
стоверно изменяло активность ЛДГ в митохон-
дриальной и цитоплазматической фракциях кле-
ток печени крыс. В связи с этим возникает вопрос: 
не могут ли гепарин и протамин сульфат само-
стоятельно оказывать влияние на активность ис-
следуемых ферментов? Для ответа на данный во-
прос нами было проведено исследование фермен-
тативной активности в митохондриальной и ци-
топлазматической фракциях клеток печени двух 
групп крыс, одной из которых вводили гепарин в 
дозе 250 мЕ/кг, а другой — протамин сульфат в 
дозе 10 мг/кг. Достоверных изменений активно-
сти лактатдегидрогеназы не выявлено  
(см. табл. 1, 2). 

Исследование влияния этанола, гепарина и 
протамин сульфата на изменение активности 
ЛДГ в митохондриальной и цитоплазматической 
фракциях клеток печени крыс выявило следую-
щие закономерности регуляторного действия 
данных веществ. Гепарин, протамин сульфат, а 
также совместное их введение не вызывали изме-
нений активности ЛДГ в митохондриальной и ци-
топлазматической фракциях клеток печени.

series showed that it was higher in the mitochon-
drial fraction of liver cells, and lower in the cyto-
plasmic fraction compared to the Protamine sul-
fate → Ethanol group. In the mitochondrial frac-
tion, the enzyme activity in the direct reaction was 
670.6 ± 37.1 nmol/min per 1 mg of protein, which is 
significantly higher than in the Protamine sul-
fate → Ethanol group by 1.3 times; in the reverse 
reaction — 1758.0 ± 69.9 nmol/min per 1 mg of pro-
tein, which is also significantly higher than in the 
Protamine sulfate → Ethanol group by 2.8 times 
(see Table 1). In the cytoplasmic fraction of liver 
cells, the enzyme activity in the direct reaction was 
1213.0 ± 53.2 nmol/min per 1 mg of protein, which 
is significantly lower than in the Protamine sul-
fate → Ethanol group by 1.1 times; in the reverse 
reaction — 319.1 ± 24.1 nmol/min per 1 mg of pro-
tein, which is significantly lower than in the Prot-
amine sulfate → Ethanol group by 2.7 times (see 
Table 2). 

Significant differences in LDH activity in the 
Protamine sulfate → Heparin → Ethanol group 
from the Ethanol group were observed only in the 
reverse reaction in subcellular fractions. In the mi-
tochondrial fraction, the enzyme activity was sig-
nificantly higher by 1.5 times (see Table 1), in the 
cytoplasmic fraction, it was significantly lower than 
the data of the Ethanol group by 2.5 times (see 
T able 2). 

Prior administration of heparin and protamine 
sulfate in our experiments with ethanol significant-
ly changed the LDH activity in the mitochondrial 
and cytoplasmic fractions of rat liver cells. This 
raises the question: can heparin and protamine 
sulfate independently affect the activity of the stud-
ied enzymes? To answer this question, we evaluated 
the enzymatic activity in the mitochondrial and cy-
toplasmic fractions of liver cells of two groups of 
rats, one of which was injected with heparin at a 
dose of 250 IU/kg, and the other — protamine sul-
fate at a dose of 10 mg/kg. No significant changes in 
the activity of lactate dehydrogenase were found 
(see Tables 1, 2).

The study of the effect of ethanol, heparin, and 
protamine sulfate on the LDH activity level in the 
mitochondrial and cytoplasmic fractions of rat liv-
er cells revealed the following patterns of the regu-
latory action of these substances. Heparin, prot-
amine sulfate, and their combined administration 
did not cause changes in the LDH activity in the 
mitochondrial and cytoplasmic fractions of liver 
cells.
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Наиболее сильные изменения активности 
ЛДГ в прямой реакции в митохондриальной 
фракции наблюдались при введении этанола и со-
вместном действии протамин сульфата, гепарина 
и этанола: в этом случае она возрастала по сравне-
нию с группой контроля в 1.7 и 1.6 раза соответ-
ственно. В обратной реакции активность фермен-
та наиболее сильно изменялась при совместном 
действии протамин сульфата, гепарина и этанола: 
в этом случае ее показатели возрастали в 3.5 раза 
по сравнению с контрольной группой (см. табл. 1). 

Также изменялись показатели активности 
ЛДГ в цитоплазматической фракции клеток пе-
чени под действием этанола, гепарина и прота-
мин сульфата. Наибольшие изменения активно-
сти фермента в прямой реакции наблюдались 
при совместном введении протамин сульфата и 
этанола — она возрастала в 2 раза; в обратной ре-
акции активность ЛДГ снижалась в 3 раза при со-
вместном действии протамин сульфата, гепарина 
и этанола (см. табл. 2).

Таким образом, этанол, гепарин и протамин 
сульфат, а также совместное их введение способ-
но регулировать активность ЛДГ в митохондри-
альной и цитоплазматической фракциях клеток 
печени крыс. 

Как известно, окисление этанола осуществля-
ется преимущественно в печени, где метаболизи-
руется до 95 % введенного в организм алкоголя, 
что приводит к изменениям в ферментных систе-
мах этого органа [13]. Поиск веществ, в том числе 
и эндогенной природы, способных нивелировать 
токсические эффекты больших доз этанола, явля-
ется одним из важных направлений в наркологии 
[14]. Одним из возможных кандидатов на эту роль 
является гепарин. Он обладает широким спек-
тром действия (в том числе связывает и инакти-
вирует токсины) и играет немаловажную роль в 
поддержании гомеостаза организма [15]. 

Введение большого количества этанола вы-
зывает запуск стрессорной реакции [16], кото-
рая сопровождается увеличением высвобожде-
ния гепарина из тучных клеток. Индекс их на-
сыщения гепарином снижается в 4 раза; проис-
ходят изменения в микроциркуляции внутрен-
них органов [17].

Исследование активности ЛДГ в митохондри-
альной и цитоплазматической фракциях клеток 
печени у интактных животных показало, что в дан-
ных фракциях скорость обратной реакции фермен-
та выше скорости прямой реакции, т. е. скорость 
образования пирувата выше скорости образования 
лактата. Лактат как источник пирувата важен при 
нормальной жизнедеятельности организма. Его 

The strongest changes in LDH activity in the 
direct reaction in the mitochondrial fraction was 
observed with the administration of ethanol and 
the combined action of protamine sulfate, hepa-
rin, and ethanol: in this case, it increased in com-
parison with the control group by 1.7 and 1.6 times 
respectively. In the reverse reaction, the activity 
of the enzyme changed most strongly when prot-
amine sulfate, heparin, and ethanol were com-
bined: in this case, its parameters increased by 
3.5 times compared to the control group (see 
T able 1).

Parameters of LDH activity in the cytoplas-
mic fraction of liver cells also changed under the 
influence of ethanol, heparin, and protamine sul-
fate. The greatest changes in the activity of the en-
zyme in the direct reaction were observed with the 
combined action of protamine sulfate and etha-
nol — it increased by 2 times; in the reverse reac-
tion, the LDH activity decreased by 3 times under 
the combined action of the above substances (see 
Table 2).

Thus, ethanol, heparin, and protamine sulfate, 
as well as their combination, are able to regulate 
the LDH activity in the mitochondrial and cyto-
plasmic fractions of rat liver cells.

It is known that ethanol is oxidized mainly in 
the liver, where up to 95% of alcohol introduced into 
the body is metabolized, which leads to changes in 
the enzyme systems of this organ [13]. The search for 
substances, including those of an endogenous na-
ture, that can neutralize the toxic effects of high dos-
es of ethanol, is one of the important directions in 
narcology [14]. One possible candidate for this role is 
heparin. It has a wide spectrum of action (including 
binding and inactivating toxins) and plays an impor-
tant role in maintaining the body’s homeostasis [15].

Large amount of ethanol triggers a stress re-
sponse [16] which is accompanied by an increase in 
the release of heparin from mast cells. The index of 
their saturation with heparin decreases by 4 times; 
changes in the microcirculation of internal organs 
ensue [17].

The study of LDH activity in the mitochondrial 
and cytoplasmic fractions of liver cells in intact an-
imals showed that in these fractions the enzymatic 
reverse reaction rate is higher than the direct reac-
tion rate, i.e., the rate of pyruvate formation is high-
er than the rate of lactate formation. Lactate, as a 
source of pyruvate, is important for the normal 
functioning of the body. Its conversion to pyruvate 
and further use of the latter is a way of lactate uti-
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превращение в пируват и дальнейшее использова-
ние последнего являются способом утилизации 
лактата. В печень через кровь лактат поступает из 
клеток с преобладающим анаэробным способом 
катаболизма глюкозы (например, эритроцитов) 
или интенсивно работающих мышц. В печени в 
ходе лактатдегидрогеназной реакции из лактата 
образуется пируват, который затем включается в 
глюконеогенез, а образовавшаяся глюкоза посту-
пает в кровь. Часть пирувата, образованного из 
лактата, окисляется печенью до СО

2
 и Н

2
О [4]. 

В нашем исследовании введение этанола вы-
зывало в цитоплазматической фракции резкое 
увеличение активности ЛДГ в прямой реакции и 
ее снижению в обратной, что свидетельствует о 
смещении равновесия в сторону образования лак-
тата. Этанол угнетает глюконеогенез в печени 
[18]. Этот эффект связан со сменой окислительно-
восстановительных процессов, возрастанием со-
отношений НАДН/НАД и лактат/пируват. 

Исходя из данных, полученных нами в экспе-
риментах и представленных в литературе, можно 
составить следующую гипотетическую схему дей-
ствия экзогенного этанола в организме. Основная 
его часть окисляется в печени до ацетальдегида, 
который впоследствии окислится до ацетата и на-
правится в цикл Кребса. Активное окисление эта-
нола приводит к увеличению отношения НAДH/
НAД, что замедляет реакцию окисления лактата, 
увеличивается соотношение лактат/пируват и 
снижается скорость глюконеогенеза. В крови воз-
растает концентрация лактата, это приводит к лак-
тоацидозу [18]. Нарушение структуры мембран 
митохондрий, вызванное мембранотропным дей-
ствием этилового спирта и повреждающим дей-
ствием ацетальдегида на мембраны, приводит к 
снижению количества мембраносвязанных форм 
ферментов, в результате чего повышается их ак-
тивность, а эффективность работы снижается [19]. 

В митохондриальной и цитоплазматической 
фракциях активность ЛДГ в прямой реакции сни-
жалась, а в обратной — увеличивалась, что свиде-
тельствует о снижении соотношения лактат/пи-
руват и преимущественном смещении равновесия 
ферментативной реакции в сторону образования 
пирувата, т. е. в сторону усиления аэробного гли-
колиза, поскольку понижение активности фер-
мента приводит к усилению дыхания митохон-
дрий [20]. Видимо, это связано со способностью 
гепарина образовывать комплексы с ферментами 
и регуляторными соединениями, а также стаби-
лизировать мембраны митохондрий [21, 22]. 

Защитная роль гепарина продемонстрирова-
на в опытах с протамин сульфатом как наиболее 

lizing. Lactate enters the liver through the blood 
from cells with a predominantly anaerobic way of 
glucose catabolism (e.g. erythrocytes) or intensely 
working muscles. In the liver, during the lactate de-
hydrogenase reaction pyruvate is formed from lac-
tate and is then included in gluconeogenesis, while 
the resulting glucose enters the blood. Part of the 
pyruvate formed from lactate is oxidized by the liv-
er to CO

2
 and H

2
O [4].

In our study, in the cytoplasmic fraction the in-
troduction of ethanol caused a sharp increase in 
LDH activity in the direct reaction and its decrease 
in the reverse, which indicates a shift in equilibri-
um towards the formation of lactate. Ethanol sup-
presses gluconeogenesis in the liver [18]. This effect 
is associated with a shift in oxidation-reduction 
processes, and increase in the NADH/NAD and lac-
tate/pyruvate ratios.

Based on the data obtained by us in experi-
ments and presented in the literature, it is possible 
to draw up the following hypothetical scheme for 
the action of exogenous ethanol in the body. Most 
of it is oxidized in the liver to acetaldehyde which is 
subsequently oxidized to acetate and directed to 
the Krebs cycle. The active oxidation of ethanol 
leads to an increase in the NADH/NAD ratio, which 
slows down the lactate oxidation reaction, the lac-
tate/pyruvate ratio increases, and the rate of gluco-
neogenesis decreases. The concentration of lactate 
in the blood increases, which leads to lactic acido-
sis [18]. Damage to the mitochondrial membranes 
structure caused by membranotropic effect of ethyl 
alcohol and damaging effect of acetaldehyde leads 
to a decrease in the number of membrane-bound 
forms of enzymes, as a result activity of the latter 
rises, while the efficiency of their work de-
creases [19].

In the mitochondrial and cytoplasmic frac-
tions, the LDH activity in the direct reaction de-
creased, and in the reverse reaction increased, 
which indicates an elevated lactate/pyruvate ratio 
and a predominant shift in the equilibrium of the 
enzymatic reaction towards the formation of py-
ruvate, i.e., towards an aerobic glycolysis, since 
the decrease in activity enzyme leads to up-regu-
lation of mitochondrial respiration [20]. Appar-
ently, this is due to the ability of heparin to form 
complexes with enzymes and regulatory com-
pounds, as well as to stabilize mitochondrial 
membranes [21, 22].

The protective role of heparin was demonstrat-
ed in experiments with protamine sulfate as it’s cur-



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Хомутов А.Е., Лизунова А.С. / Journal of Siberian Medical Sciences 3 (2020) 27–38

36

doi: 10.31549/2542-1174-2020-3-27-38

распространенным в настоящее время его антаго-
нистом. В основе механизма антигепаринового 
действия белков протаминов лежит явление ком-
плексообразования, так как протамины являются 
носителями свободных аминогрупп, с которыми 
сульфогруппы гепарина активно взаимодейству-
ют [23]. Показано, что внутрибрюшинное введе-
ние протамин сульфата в дозе 10 мг/кг инактиви-
рует эндогенный гепарин у крыс [15]. 

Инактивация эндогенного гепарина протамин 
сульфатом ведет к изменениям в работе исследуе-
мых ферментативных систем. В митохондриальной 
фракции активность ЛДГ возрастала, однако в го-
раздо меньшей степени, чем в группе, которой вво-
дился этанол. Связывание эндогенного гепарина 
приводит к тому, что активность ферментов не мо-
жет возрасти в степени, достаточной для нивелиро-
вания токсических эффектов экзогенного этанола. 
В цитоплазматической фракции активность ЛДГ 
резко возрастала в прямой реакции, что свидетель-
ствует об активном образовании лактата. Таким об-
разом, связывание эндогенного гепарина прота-
мин сульфатом приводит к усилению токсических 
эффектов, вызванных инъекцией большой дозы 
этанола. По-видимому, гепарин в нормальных фи-
зиологических условиях способен выполнять в ор-
ганизме роль эндогенного антидота токсинов. 

ЗаклЮЧение

В результате проведенных экспериментов 
показано, что внутрибрюшинное введение этано-
ла в дозе 4.5 г/кг приводит к повышению актив-
ности лактатдегидрогеназы клеток печени крыс в 
прямой реакции в субклеточных фракциях. В ци-
топлазматической фракции активность лактат-
дегидрогеназы в обратной реакции снижалась. 
Предварительное введение животным гепарина в 
дозе 250 мЕ/кг частично тормозит эффекты вну-
трибрюшинного введения этанола, что выража-
ется в снижении активности лактатдегидрогена-
зы клеток печени крыс в прямой реакции в суб-
клеточных фракциях. Связывание эндогенного 
гепарина протамин сульфатом и последующее 
введение этанола приводит к увеличению актив-
ности лактатдегидрогеназы в митохондриальной 
фракции клеток печени крыс. Введение гепарина 
в дозе 250 мЕ/кг при предварительном связыва-
нии эндогенного гепарина протамин сульфатом 
частично снижает токсический эффект внутри-
брюшинного введения этанола в дозе 4.5 г/кг, что 
выражается в возрастании активности исследуе-
мых ферментов в обратной реакции в митохон-
дриальной фракции клеток печени крыс и сни-
жении активности лактатдегидрогеназы в пря-
мой реакции в цитоплазматической фракции.

rently most widespread antagonist. The mechanism 
of the anti heparin action of protamine proteins is 
based on the phenomenon of complexation, since 
protamines are carriers of free amino groups, with 
which the sulfo groups of heparin actively interact 
[23]. It has been shown that the intraperitoneal in-
jection of protamine sulfate at a dose of 10 mg/kg 
inactivates endogenous heparin in rats [15].

Inactivation of endogenous heparin with pro-
tamine sulfate results in changes of the studied enzy-
matic systems functioning. In the mitochondrial frac-
tion, the LDH activity increased, however, to a much 
lesser extent than in the Ethanol group. The binding 
of endogenous heparin leads to the fact that the activ-
ity of enzymes cannot increase to an extent sufficient 
to neutralize the toxic effects of exogenous ethanol. In 
the cytoplasmic fraction, the LDH activity increased 
sharply in direct reaction, which indicates active for-
mation of lactate. Thus, binding of endogenous hepa-
rin with protamine sulfate leads to an enhancement 
in toxic effects caused by injection of a large dose of 
ethanol. Apparently, under normal physiological con-
ditions, heparin is able to perform the role of an en-
dogenous antidote to toxins in the body.

ConCluSion

As a result of the experiments, it was shown that 
the intraperitoneal administration of ethanol at a 
dose of 4.5 g/kg leads to an increase in the activity of 
lactate dehydrogenase in rat liver cells in a direct re-
action in subcellular fractions. In the cytoplasmic 
fraction, the activity of lactate dehydrogenase in the 
reverse reaction decreased. Preliminary administra-
tion of heparin to animals at a dose of 250 IU/kg 
partially inhibits the effects of intraperitoneal ad-
ministration of ethanol, which is expressed in a de-
crease in the activity of lactate dehydrogenase in rat 
liver cells in a direct reaction in subcellular frac-
tions. The binding of endogenous heparin to prot-
amine sulfate and the subsequent introduction of 
ethanol leads to an increase in the activity of lactate 
dehydrogenase in the mitochondrial fraction of rat 
liver cells. The introduction of heparin at a dose of 
250 IU/kg with preliminary binding of endogenous 
heparin with protamine sulfate partially reduces the 
toxic effect of intraperitoneal administration of etha-
nol at a dose of 4.5 g/kg, which is expressed in an 
increase in the activity of the studied enzymes in the 
reverse reaction in the mitochondrial fraction of rat 
liver cells and a decrease in the activity of lactate de-
hydrogenase in direct reaction in the cytoplasmic 
fraction.
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