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JI. Г. Рашковецкий, В. Н. Прозоровский, Б. \Ф. Коровкин 

В Ы Д Е Л Е Н И Е И И М М У Н О Х И М И Ч Е С К И Е С В О Й С Т В А Л Д Г - 5 
И З М Ы Ш Ц С В И Н Ь И 

Н И И медицинской энзимологии А М Н С С С Р , Москва 

Л а кта тдегидро ген аз а (L-л а кта т: 
НАД+-оксидоредуктаза , КФ 1.1.1.27) — 
Л Д Г — повсеместно распространен-
ный фермент гликолиза. Молекула 
Л Д Г является тетрамером, состоящим 
из 2 типов субъединиц—IT и М. Из-
вестно 5 изоферментов Л Д Г , соответ-
ствующих различной комбинации этих 
субъединиц: Л Д Г - 1 (Н 4 ) , Л Д Г - 2 
(Ы3М1, Л Д Г - 3 (Н 2 М 2 ) , Л Д Г - 4 (НМ 3 ) 
и Л Д Г - 5 (М4) . Б ы л о показано, что М- и 
М-субъединицы Л Д Г 1 биологического 
вида иммунологически различны [3]. 
Антитела к М-субъединицам не взаи-
модействуют с Н-субъединицами и на-
оборот. В то ж е время антитела к М-
или Н-субъединицам 1 вида животно-
го реагируют с соответствующими 
субъединицами Л Д Г других видов [3, 
4] . 

Все 5 изоформ в большем или мень-
шем количестве присутствуют в сыво-
ротке крови и задачу определения ак-
тивности изофермента ЛДГ-1 , важного 
в диагностике инфаркта миокарда , 
можно решить путем удаления из ана-
лизируемой сыворотки крови осталь-
ных 4 изоферментов и определения ос-
таточной активности Л Д Г , соответст-
вующей активности ЛДГ-1 . 

Ц е л ь настоящей работы — очистка 
изофермента Л Д Г - 5 из скелетных 
мышц свиньи, содержащего только М-
субъединицы, получение антител к это-
му препарату и изучение возможности 
их использования для отделения в сы-
воротке крови человека 4 изофермен-
тов Л Д Г , содержащих в своем составе 
М-субъединицы, от диагностически 
значимого изофермента ЛДГ-1 , кото-
рый состоит только из Н-субъединиц. 

Разработанные ранее схемы выде-
ления изоферментов Л Д Г из различ-
ных источников характеризуются ли-
бо низким выходом, либо сложностью, 
трудоемкостью и большим числом ис-
пользуемых методик [3, 6] . Перед на-
ми стояла задача получения гомоген-
ного препарата Л Д Г - 5 с высокой сте-
пенью чистоты и большим выходом 
как непосредственно из скелетных 

мышц свиньи, так и из .коммерческого 
препарата Л Д Г («Reanal», В Н Р ) . 

М е т о д и к а 

Экстракция. З а м о р о ж е н н ы е скелетные мыш-
цы свиньи (125 г) пропускали через мясоруб-
ку, д о б а в л я л и 300 мл воды и помещали в вы-
сокоскоростной гомогенизатор («Virt is», С Ш А ) . 
Гомогенизировали в течение 1 мин при о х л а ж -

дении. Гомогенат центрифугировали при 
10 000 g 30 мин. О с а д о к повторно ресуспснди-

р о в а л и в 300 мл воды, ц е н т р и ф у г и р о в а л и 
(10 000 g, 30 мин) , н а д о с а д о к объединяли с 
первым экстрактом . 

Осао/сдение сульфатом аммония. К экстрак-
ту медленно при перемешивании д о б а в л я л и 
кристаллический с у л ь ф а т аммония до 40 % 
насыщения и через 20 мин центрифугировали 
5 мин при 40 000 g. К центрифугату д о б а в л я -
ли кристаллический с у л ь ф а т аммония до 70 % 
насыщения и оставляли на ночь на холоду 
( 4 ° С ) . О с а д о к отделяли центрифугированием 
(15 мин при 40 000 g ) . 

Хроматография на гидроксиапатите. О с а д о к 
после ф р а к ц и о н и р о в а н и я сульфатом аммония 
р а с т в о р я л и в минимальном о б ъ е м е дистиллиро-
ванной воды и д и а л и з о в а л и 1 ночь при 4 °С 
против 0,05 М к а л и й - ф о с ф а т н о г о буфера-
рН 7,4. Д и а л и з а т наносили на колонку (3,6Х 
Х 5 0 см) с гидроксиапатитом («Bio-Racb , 
Ш в е й ц а р и я ) , уравновешенным 0,05 М калий-
ф о с ф а т н ы м буфером р Н 7,4. С о р б и р о в а в ш и й с я 
на носителе белковый материал , с о д е р ж а щ и й 
л а к т а т д е г и д р о г е н а з и у ю активность , после про-
мывки колонки стартовым буфером элюирова-
ли в 0,2 М к а л и й - ф о с ф а т н ы м буфером рН 7,4 
со скоростью 50 м л / ч . 

Хроматография на СМ-сефадексе. Э л ю а т с 
гидроксиапатита д и а л и з о в а л и против 0,02 М 
к а л и й - ф о с ф а т н о г о буфера р Н 6,0 (1 ночь при 
4 °С) и наносили на колонку ( 3 , 6 x 5 0 см) с 
СМ-сефадексом С-50 ( « P h a r m a c i a » , Ш в е ц и я ) . 
Элюцию проводили в н а ч а л е стартовым буфе-
ром без соли, затем этим ж е буфером с по-
вышающейся молярностью хлорида натрия (до 
0,5 М) со скоростью 45 мл /ч . 

Хроматография на DEAE-сефадексе. Со-
б р а н н у ю после разделения на С М - с е ф а д е к с е 
фракцию, с о д е р ж а щ у ю изофермеит Л Д Г - 5 , 
д и а л и з о в а л и в течение ночи против 0,02 М 
трис-HCI р Н 7,5 (при 4 °С) и наносили на ко-
лонку ( 2 , 6 X 6 0 см) и D E A E - с е ф а д е к с о м А-50 
( « P h a r m a c i a » , Ш в е ц и я ) , уравновешенны м этим 
ж е буфером. Элюцию проводили пропусканием 
исходного буферного раствора со скоростью 
45 мл /ч , затем повышали молярность хлори-
стого натрия до 0,5 М. 

Г ель-фильтрация на сефадексе G-100. Фрак -
цию элюата после предыдущей стадии, содер-
ж а щ у ю Л Д Г - 5 , концентрировали д и а л и з о м 
против насыщенного с у л ь ф а т а аммония и на-
носили на колонку ( 2 , 6 x 5 0 см) с сефадексом? 
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Очистка изофермента ЛДГ-5 из 125 г скелетных мышц свиньи 

Стадия очистки 
0.5 

О и 

к £ го о 
3 х 

ё* 
о н 

^ S U 
« н S 

J3 я Ж X 
(V н с а 

CQ 

Э к с т р а к ц и я 500 
О с а ж д е н и е с у л ь ф а т о м а м м о н и я 

( ф р а к ц и я м е ж д у 4 0 % и 7 0 % насы-
щением) 103 

Г и д р о к с и а п а т и т 335 
СМ-сефадекс С-50 200 
D E A E - с е ф а д е к с А-50 200 
С е ф а д е к с G-100 5 , 4 
К р и с т а л л и з а ц и я с у л ь ф а т о м аммония 4 , 8 

П р и м е ч а н и е . З в е з д о ч к а — здесь и 
н и я и з о ф е р м е н т а Л Д Г - 5 в с у м м а р н о м препа 

171 250 3 , 5 6 4 8 , 1 100 

143 500 1 ,92 7 4 , 7 1 ,6 8 3 , 8 
140 700 1 ,72 8 1 , 8 1 ,7 8 2 , 2 
46 608 0 , 1 2 9 3 6 1 , 3 7 , 5 3 4 , 0 : 

46 472 0 , 1 2 0 3 8 7 , 3 8 , 1 3 3 , 9 
46 407 0 , 0 8 3 559 ,1 11 ,6 3 3 , 9 
44 801 0 , 0 3 7 1210,8 2 5 , 2 3 2 , 7 

в ы х о д р а с с ч и т а н исходя из 8 0 % с о д е р ж а -

G-100 ( « P h a r m a c i a » , Ш в е ц и я ) , уравновешен-
ного 0,02 М трис-HCl рН 7,5. Скорость элю-
ции 10 м л / ч . 

Кристаллизация. К фракции, с о д е р ж а щ е й 
Л Д Г - 5 , медленно при непрерывном перемеши-
вании, д о б а в л я л и мелкоизмельчениый с у л ь ф а т 
аммония д о помутнения и о с т а в л я л и на ночь 
при 4 °С. Суспензию к р и с т а л л о в центрифуги-
ровали 15 мин при 40 000 g. О с а д о к суспен-
дировали в небольшом объеме с у л ь ф а т а ам-
мония 55 % насыщения . 

Выделение ЛДГ-5 из коммерческого препа-
рата ЛДГ. С о д е р ж и м о е одного ф л а к о н а ком-
мерческого препарата Л Д Г из скелетных мышц 

свиньи («Reanal» , В Н Р ) 5,8 мл кристалличе-
ской суспензии в 2,2 М р а с т в о р е с у л ь ф а т а 
аммония , с о д е р ж а щ е й 0,1 г фермента , — диа-
лизовали против 0,02 М трис-HCl р Н 7,5. Пре-
парат наносили на колонку ( 2 , 6 X 6 0 см) с 
D E A E - с е ф а д е к с о м А-50 ( « P h a r m a c i a » , Шве-
ция ) , у р а в н о в е ш е н н у ю этим ж е буфером. 
Э л ю и р о в а л и исходным буферным раствором, 
в котором затем п о в ы ш а л и моля рност ь хло-
ристого натрия до 0,5 М. И з о ф е р м е н т Л Д Г - 5 
получали в кристаллическом виде. С о д е р ж а -
ние белка в растворах определяли методом 
Л о у р и [5] . 

Определение активности ЛДГ. Активность. 

ЛДГ-1 

лаг-2 | 

л д г - з | I 

ЛДГ-h 

ЛДГ-5 

Контроль 

АГоС1,М 

\ 

Рис. 1. Ф р а к ц и о н и р о в а н и е изоферментов Л Д Г скелетной мышцы свиньи на СМ ее-
ф а д е к с е С-50. 

Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс-— порядок фракций. 
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Рис. 2. Фракционирование изоферментов Л Д Г скелетной мышцы свиньи на DL-AE-
сефадексе А-50. 

Л Д Г измеряли на анализаторе скоростей фер-
ментативных реакций «Enzymat» («Advanced 
products», Италия) по изменению оптической 
плотности растворов при 340 им (30 °С, 
0,05 М фосфатный буфер рН 7,5) с использо-
ванием в качестве субстрата пирувата натрия 
и кофермента Н А Д - Н, начальные концентра-
ции которых составляли 0,6 и 0,18 ммоль /л 
соответственно. 

Электрофорез изоферментов ЛДГ. Изофер-
ментные спектры получали с помощью элек-
трофореза на тонких 1 % агарозных (толщина 
1,5 мм) или 5,5 % полиакриламидных (тол-
щина 0,7 мм) гелевых пластинках с последую-
щим выявлением ферментативной активности 
Л Д Г известным гистохимическим методом [1] 
и окрашиванием на белок. 

Иммунизация. Иммунизацию кроликов, вы-
деленным гомогенным препаратом Л Д Г - 5 
свиньи, проводили по следующей схеме: эмуль-
сию, полученную в результате гомогенизации 
1 мл изотонического раствора солянокислого 
натрия, содержащего 1 мг белка, и равного 
объема полного адъюваита Фрейида, вводили 
внутримышечно; инъекции повторяли 3 раза 
через 7 дней. Д л я повторных инъекций ис-
пользовали неполный адъювант Фрейнда. 

Двойная радиальная иммунодиффузия и 
иммуноэлектрофорез. Двойную радиальную 
иммунодиффузию по методу Оухтерлони и им 
муноэлектрофорез по Грабар и Уильяме про-
водили согласно описанным методикам [2]. 
Электрофоретическое разделение изоферментов 
Л Д Г проводили в I % агарозном геле по ме-
тодике, приведенной выше. Прецилитационные 
дуги после отмывки геля окрашивали на бе-
лок (CBBR-250) и гистохимически выявляли 
ферментативную активность Л Д Г . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Очистку и выделение в гомогенном 

виде изофермента Л Д Г - 5 из скелетных 
мышц свиньи, содержащего в своем 
составе только М-субъединицы, про-
водили с целью получения препарата 
для иммунизации животных и выделе-
ния антител к М-субъединицам Л Д Г . 
Д л я очистки Л Д Г - 5 нами была разра-
ботана схема выделения, позволяющая 
получать с большим выходом высоко-
очищенный препарат, пригодный для 
получения моноспецифической анти-
сыворотки (см. таблицу) . 

После первых 3 стадий очистки в по-
лученном препарате присутствовали 
все изоформы Л Д Г , тогда как в ре-
зультате ионообменной хроматогра-
фии на СМ-сефадексе была выделена 
фракция , с о д е р ж а щ а я только изофер-
мент Л Д Г - 5 (рис. 1). В результате 
дальнейшей очистки на DEAE-сефа-
дексе исходным буферным раствором 
элюируется только изоформа Л Д Г - 5 , 
тогда как остальные прочно удержи-
ваются на смоле и элюируются только 
при повышающейся молярности хлори-
стого натрия. 

2 дальнейшие стадии очистки — гель-
фильтрация на сефадексе G-100 и кри-
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К ст. Л. Г. Рашковецкого и соавт. 

/ / 

нЛ # ЛДГЧ 

Щ»3 

! 

/УН Р. 

/ / / / / . / 

ПЛ! 

ЛДГ-5 

Рис. о. Э л е к т р о ф о р е з изоферментов Л Д Г скелетной 
(/1) и сердечном (Л') мышцы свиньи и последующая 

пмм уподпффумпи против антпсыворотки к 
свиньи. 

/У, 

М2Н2 

М3Н, 

Му. 

Рис. 4. Э л е к т р о ф о р е з с последующе!! иммуиодиф-
фумиеи .ЛДГ им сердечной м ы ш ц ы человека про-

тив антпсыворотки к Л Д Г - 5 свиньи. 
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сталлизация дают возможность полу-
чить в кристаллическом виде с высо-
кой активностью изофермент ЛДГ-5 
свиньи, гомогенный по данным элект-
рофореза в ПААГ с окрашиванием на 
белок и с выходом 33 % ферментной 
активности из расчета 80 % содержа-
ния данной изоформы в суммарном 
препарате Л Д Г из скелетных мышц 
свиньи. 

В результате двухстадийного выде-
ления Л Д Г - 5 из коммерческого препа-
рата Л Д Г из скелетных мышц свиньи 
с помощью ионообменной хроматогра-
фии на DEAE-сефадексе (рис. 2) и кри-
сталлизации также был получен кри-
сталлический гомогенный изофермент 
ЛДГ-5. 

Иммунохимическое тестирование по-
лученной аитисыворотки к Л Д Г - 5 сви-
ньи показано, что она является моно-
специфической. При двойной радиаль-
ной иммунодиффузии с экстрактами 
различных органов и тканей свиньи 
наблюдалась только 1 дуга преципита-
ции, соответствующая Л Д Г (после от-
мывки геля в изотоническом растворе 
солянокислого натрия дуга прокраши-
валась на ЛДГ-активность) . Имму-
нодиффузией полученной антисыворот-
ки и предварительно разделенных 
электрофорезом изоферментов Л Д Г 
свиньи выявлено взаимодействие анти-
тел только с изоформами, содержащи-
ми М-субъединицы (рис. 3, см. вклей-
ку). Изофермент ЛДГ-1, содержащий 
в своем составе только Н-субъедини-
цы, преципитата с антисывороткой не 
образовывал. 

Антисыворотка к свиному изофер-
менту Л Д Г - 5 также реагировала с 
Л Д Г человека, и также со всеми изо-
ферментами, за исключением ЛДГ-1 
(рис. 4, см. вклейку). Преципитирую-
щая способность изоферментов умень-
шалась в ряду Л Д Г - 5 > Л Д Г - 4 > 
> Л Д Г - 3 > Л Д Г - 2 , т. е. параллельно 
уменьшению количества М-субъединиц 
в молекуле. Эти результаты согласу-
ются с опубликованными ранее данны-
ми относительно частичной иммунохи-
мической идентичности М-субъединиц 
ЛДГ-человека и свиньи при использо-
вании кроличьей антисыворотки к М-
субъединицам Л Д Г свиньи [4]. 

Таким образом, антитела к Л Д Г - 5 
свиньи образуют преципитирующие им-
мунные комплексы только с изофер-
мента м и, сод ержа щи м и М- субъед и н и -
цы как Л Д Г свиньи, так и человека. 
Полученные результаты указывают на 
возможность использования гетероло-
гических антител (в данном случае к 
свиному изоферменту) для отделения 
диагностики значимого изофермента 
ЛДГ-1 от других изоформ Л Д Г при 
исследовании сыворотки крови чело-
века. 
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ISOLATION AND I M M U N O C H E M I C A L PRO-
P E R T I E S O F LDH 5 F R O M P I G M U S C L E S 

L. G. Rashkovetsky, V. N. Prozorovsky, 
B. F. Korovkin 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Homogenous crystal l ine isoenzyme LDH 5 w a s 
isolated from pig muscles with a yield of 
33 %. Ant iserum, developed to the purif ied 
LDH 5 p repara t ion from pig muscles, reacted 
with human and pig LDIT isoenzymes con-
ta in ing M subuni ts and did not interact with 
LDH| isoenzyme. The heterologous an t i se rum 
might be used for es t imat ion of LDITi con ten t 
in h u m a n blood serum. 


