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С помощью экзогенного аллоксана была создана модель экспериментального диабета у крыс. Для экс-
периментальных животных выявлено изменение концентрации глюкозы и гликогена в крови, массы тела 
и внутренних органов. Показаны выраженные признаки токсического гепатита в паренхиме печени живот-
ных в виде нарушения балочной структуры долек, некроза гепатоцитов, наличия инфильтратов из скоплений 
гематогенных клеток. Кроме того, выявлены патоморфологические изменения в островковой части подже-
лудочной железы, носящие выраженный деструктивный характер. Установлено, что аллоксановый диабет 
индуцирует активность ферментов, осуществляющих функционирование цикла трикарбоновых кислот в пе-
чени, почках и поджелудочной железе. Увеличение активности маркерного фермента ЦТК и митохондри-
альных форм МДГ и АГ убедительно свидетельствует об интенсификации катаболизма, обусловливающего 
повышение энергетического потенциала, необходимого для осуществления адаптивной реакции. Показано, 
что индукция активности СДГ, АГ и МДГ осуществляется по механизму синтеза de novo, о чем свидетель-
ствуют полученные данные об уровнях экспрессии генов sdha, mdh_mtx и aco.
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Using exogenous alloxan was established experimental model of diabetes in rats. For experimental animals 
showed changes in the concentration of glucose and glycogen levels, body weight and visceral. Showing pronounced 
signs of toxic hepatitis in the liver parenchyma of animals in the form of disruption beam structure cloves, necrosis 
of hepatocytes, the presence of clusters of infi ltrates hematogenous cells. In addition, the pathological changes found 
in the pancreatic islet of wearing expressed destructive character. Found that the activity of alloxan induced diabetes 
enzymes performing the operation cycle of tricarboxylic acids in the liver , kidney and pancreas. The increased 
activity of a marker enzyme of TCA cycle and mitochondrial forms of MDH and AH and convincing evidence of the 
intensifi cation of catabolism, causing increased energy capacity for the implementation of an adaptive response. It 
is shown that the induction of activity SDH, MDH and AH is mechanism by synthesis de novo as evidenced by the 
data obtained about the levels of gene expression sdha, mdh_mtx and aco.

Keywords: diabetes, histology, regulation, isozyme, succinate dehydrogenase (SDH), malate dehydrogenase (MDH), 
aconitate hydratase (AH), gene expression

Адаптация животного организма к ал-
локсановому экспериментальному диабету 
представляет сложный многоэтапный про-
цесс, главным звеном которого является 
трансформация клеточного метаболизма. 
Индукция ферментов глиоксилатного цик-
ла и цикла трикарбоновых кислот в тканях 
животных обеспечивает изменение основ-
ных путей метаболизма, обусловленных 
ресинтезом гликогена в печени крыс при 
патологиях, связанных с условиями пи-
щевой депривации и экспериментального 
диабета [2, 10]. Кроме того, что глюконео-
генез выступает как важнейший процесс 
при адаптивной реакции организма к экс-
тремальным условиям, важную роль играет 
энергетический обмен, связанный, главным 
образом с функционированием цикла Креб-
са. Следовательно, адаптация клеточного 
метаболизма обеспечивается соотношени-
ем интенсивности катаболизма и анабо-

лизма глюкозы в клетках печени и других 
органов животного организма. Несмотря 
на значительное количество исследований 
об интенсивности ферментативной актив-
ности, обусловливающей скорость энер-
гетического и синтетического процессов, 
остаются невыясненными многие факторы 
регуляции, такие как концентрация метабо-
литов, воздействие гормонов и другие [4]. 

В литературе широко представлены ра-
боты об особенностях клинико-биохими-
ческих показателей при сахарном диабете. 
Данные морфологических исследований 
немногочисленны и зачастую разноплано-
вы. В последнее время большое внимание 
исследователей направлено на изучение со-
стояния нейроэндокринных центров и вы-
яснение их участия в регуляции функций 
панкреатических островков [5].

Особый интерес вызывает молекуляр-
ный уровень регуляции ферментов ЦТК 
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и глиоксилатного цикла, связанный с экс-
прессионной регуляцией ферментов. Ра-
нее было показано наличие двух изоформ 
аконитатгидратазы, малатдегидрогеназы. 
Однако исследований по генетической 
детерминации изоферментного полимор-
физма этих и других ферментных систем 
в животных организмах в условиях экспе-
риментального диабета нами не обнаруже-
но. В связи с этим целью данной работы 
являлось комплексное исследование физио-
лого-биохимических механизмов адапта-
ции крыс при аллоксановом диабете.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования служили 

самцы лабораторных крыс (Rattus rattus L.) массой 
200–250 гр., выращенные в виварии при стандартном 
рационе. Индукцию диабета у исследуемых животных 
вызывали введением внутрибрюшинно 5 % раствора ал-
локсана из расчета 100 мг на кг веса животного в 0,9 % 
растворе NaCI. Контрольные животные выращивались 
при обычном пищевом режиме, без введения аллоксана.

Для получения ткани печени, почек и поджелу-
дочной железы опытных животных подвергали кра-
ниоцервикальной дислокации под эфирным наркозом.

Определение глюкозы производили стандартным 
глюкозооксидазным методом с помощью глюкоме-
тра «Сателлит плюс» (Россия). 

Определение активности ферментов проводили при 
25 °С с помощью спектрофотометрических методов [4]. 

Для выделения суммарной клеточной РНК ис-
пользовался метод фенол-хлороформной экстракции 
с использованием в качестве осадителя LiCl [9]. 

Полимеразную цепную реакцию генспецифич-
ными праймерами проводили с помощью набора ре-
активов AmpliSence (Хеликон, Россия) на приборе 
Bio-Rad DNA Engine Thermal Cycler Chromo 4 (Bio-
Rad, США), используя в качестве красителя SYBR 
Green. Параметры амплификации: предварительная 
денатурация 95 °С – 5 мин, затем цикл: 95 °С – 20 с, 
58 °С – 30 с, 72 °С – 40 с (детекция), финальная элон-
гация – 72 °С – 10 мин. 

Фиксацию материала осуществляли по методике, 
предложенной Волковой [1]. Образцы уплотняли для 
последующей работы на микротоме. Предварительно 
образцы обезвоживали путем погружения на 24 часа 
в растворы спиртов разных концентраций. Заливку 
проводили инкубацией образцов в смесь ксилол-па-
рафин и затем в жидкий парафин на 1–2 ч при 52–
56 °С. Срезы приготавливали при помощи микротома 
4/MedGV (Micros, Германия) [6]. Окраску препарата 
проводили с применением гематоксилин-эозина по 
ранее разработанной методике [8].

Опыты проводили в 3–4-кратной повторности, 
аналитические определения для каждой пробы осу-
ществляли в трех повторностях [7].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Введение аллоксана подопытным живот-
ным способствовало увеличению концентра-
ции глюкозы в крови до 15,8 ммоль/л через 
10 дней после инъекции. Проведение дан-
ных анализов в динамике в течение 21 дня 

позволило выявить определенные законо-
мерности. Максимальное значение этого по-
казателя в крови опытных крыс достигало 
17,31 ммоль/л. Следовательно, при экспери-
ментальном сахарном диабете происходила 
мобилизация эндогенных сахаров, которые 
в печени крысы представлял гликоген. 

Анализ полученных данных позволяет 
выявить определенные тенденции в изме-
нении исследуемых показателей. Так, масса 
тела контрольных животных увеличивалась 
в течение всего эксперимента. Ее колебания 
составляли от 197 г в первый день до 217 г 
на 21 день. Следовательно, крысы контроль-
ной группы увеличивали свою массу в тече-
ние всего опыта на 11,3 %. Противоположная 
картина обнаружена для данного показателя 
в экспериментальной группе животных. Ди-
намика изменения массы печени и почек 
не являлась одинаковой для этих органов. 
Масса печени, составлявшая 6,49 г в начале 
опыта у контрольных животных, достигала 
величины 6,7 г. У экспериментальных жи-
вотных после введения экзогенного аллокса-
на масса этого органа уменьшилась с 6,35 до 
4,83 г через 21 день экспозиции, что означа-
ло 24 %-е снижение массы печени. 

Анализ полученных результатов по из-
менению массы тела и внутренних органов 
крыс позволяет предположить, что выяв-
ленные эффекты связаны с действием экс-
периментального диабета. 

Анализ данных гистологических иссле-
дований образцов печени крыс эксперимен-
тальной группы свидетельствовал о том, что 
применение аллоксана вызывало индукцию 
сахарного диабета, проявляющегося в изме-
нении морфологических особенностей тканей 
исследуемого органа. В целом при экспери-
ментальном аллоксановом диабете в парен-
химе печени исследуемых животных просле-
живались выраженные признаки токсического 
гепатита в виде нарушения балочной струк-
туры долек, некроза гепатоцитов, жировой 
и белковой дистрофии, наличия инфильтратов 
из скоплений гематогенных клеток.

Морфологические изменения в ткани 
поджелудочной железы крыс после введе-
ния аллоксана характеризовались наиболее 
выраженными дегенеративными измене-
ниями в центральных отделах островков 
Лангерганса (рис. 1). Количество β-клеток 
в островках резко снижено, в большин-
стве из них отмечалась вакуолизация ци-
топлазмы, уменьшение размеров ядер, 
конденсация хроматина, в некоторых клет-
ках – кариопик ноз. Выявлено наличие лим-
фоцитарного инфильтрата по периферии 
части островков, отека междольковой со-
единительной ткани, полнокровие капилля-
ров; в сосудах прослеживались стазы.
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Рис. 1. Островковый аппарат поджелудочной железы крысы интактной группы (А) и после 

введения аллоксана (Б). Окраска гематоксилином-эозином; об. х20

Таким образом, цитотоксическое воз-
действие аллоксана и инсулиновая недоста-
точность вызывали патоморфологические 
изменения в островковой части поджелу-
дочной железы, носящие выраженный де-
структивный характер, причем токсиче-
скому воздействию в наибольшей степени 
подвергались β-клетки и компоненты ми-
кроциркуляторного русла. 

Результаты исследования показали, что 
в печени крыс с аллоксановым диабетом на-
блюдается активация маркерного фермента 
ЦТК – сукцинатдегидрогеназы (СДГ), ак-
тивность которого увеличилась у опытных 
животных в 1,77 раза. Увеличение активно-
сти сукцинатдегидрогеназы в печени крыс 
свидетельствует об интенсификации функ-
ционирования цикла Кребса в условиях 
аллоксанового диабета, что, по-видимому, 
необходимо для энергизации клеточного 
дыхания и усиления поставок энергетиче-
ских эквивалентов АТФ, НАДН для адапта-
ции клеточного метаболизма в гепатоцитах. 

Активность цитоплазматической фор-
мы малатдегидрогеназы (МДГ) в образцах 
опытных животных составляет 9,38 Е/мг 
белка, а в контрольных – 4,36 Е/мг белка. 
Однако иная картина наблюдалась при ана-
лизе изменения активности митохондри-
альной формы малатдегидрогеназы. У крыс 
в условиях аллоксанового диабета обнару-
жено резкое увеличение скорости функци-
онирования МДГ в 3,96 раза относительно 
контрольного варианта. 

В наших исследованиях было показано, 
что активность цитоплазматической ако-
нитатгидратазы (АГ) в опытных образцах 
по сравнению с контролем уменьшилась 
в 3,8 раза. Что касается митохондриальной 
формы, то здесь наблюдается увеличение 
активности в 3 раза относительно контроль-
ного варианта. В гепатоцитах доминируют 
реакции синтетического или конструктив-
ного характера, в частности, глюконеоге-

нез, одним из этапов которого является ГЦ. 
Именно в протекании данного пути прини-
мает участие аконитатгидратаза. 

Уровень активности сукцинатдегидро-
геназы в исследуемом органе нормальных 
крыс составлял 0,4 Е/мг белка. У экспери-
ментальных животных поджелудочная же-
леза имела невысокий уровень активности 
СДГ равный 0,14 Е/мг белка, то есть экспе-
риментальный диабет подавлял функцио-
нирование маркерного фермента. 

Изменение активности малатдегидро-
геназы в разных фракциях клеток поджелу-
дочной железы в контроле и опыте имело 
определенные тенденции. Уровень активно-
сти изучаемого фермента в клетках поджелу-
дочной железы крыс, подвергшихся воздей-
ствию аллоксанового диабета, был выше по 
сравнению с опытными животными.

Уровень активности аконитатгидра-
тазной ферментной системы определя-
ет направление реакций так называемого 
аконитазного равновесия. Величина ако-
нитазной активности в поджелудочной 
железе в опытных вариантах возрастала 
в 2–2,5 раза и составляла значение 0,25 Е/мг 
белка для цитоплазматической формы 
и 2,5 Е/мг белка для митохондриально-
го фермента. Следовательно, повышение 
интенсивности функционирования акони-
татгидратазного ферментного комплекса 
наблюдается как в цитоплазматической 
фракции, так и в митохондриальной. 

Результаты исследования ПЦР-РВ при-
ведены на рис. 2, из которого видно, что 
в печени крыс при пищевой депривации 
концентрация транскрипта исследуемо-
го генов МДГ выше такового показателя 
у контрольных в более чем в 2 раза, что 
свидетельствует об интенсификации их экс-
прессии.

Расчетные значения относительной кон-
центрации кДНК гена митохондриальной 
аконитатгидратазы и сукцинатдегидроге-
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назы в разных образцах отличаются между 
собой. Из полученных данных видно, что 
в печени крыс с аллоксановым диабетом 

концентрация их транскриптов выше та-
кового показателя у контрольных почти 
в 3 раза.

Рис. 2. Экспрессия генов малатдегидрогеназы в печени крыс в норме и при аллоксановом диабете. 
К – контрольные животные, О – животные с аллоксановым диабетом

Данные по экспрессии генов СДГ, МДГ, 
АГ свидетельствуют, что при диабете ак-
тивация ферментов происходит на уров-
не транскрипции соответствующих генов. 
В условиях аллоксанового диабета наблю-
дается изменение транскрипционной актив-
ности ДНК клеток печени, следовательно, 
увеличивается скорость экспрессия иссле-
дуемых генов. 

Заключение
Использование в нашем исследовании 

экзогенного аллоксана, вводимого под-
кожно крысам, позволило создать модель 
экспериментального диабета у животных. 
Индукция диабета наблюдалась в течение 
трехнедельного эксперимента. У опытных 
животных было выявлено изменение мас-
сы тела и внутренних органов, характерное 
для данного заболевания. Проведенные ги-
стологические исследования тканей печени 
и поджелудочной железы также свидетель-
ствуют о патологических изменениях у экс-
периментальных крыс, при этом наиболь-
шее токсическое действие наблюдалось 
печени исследуемых животных.

Использование методов молекулярной 
биологии позволило установить, что ин-
дукция активности СДГ, АГ и МДГ осу-
ществляется благодаря синтезу de novo. Это 
вытекает из полученных данных, свиде-
тельствующих о резком повышении уровня 
экспрессии генов sdha, mdh_mtx и aco, ко-
дирующих эти энзимы. 

Таким образом, показано, что адап-
тация крыс к условиям аллоксанового 
диабета осуществляется на нескольких 

уровнях. Патоморфологические измене-
ния в островковой части поджелудочной 
железы и нарушение балочной структуры 
долек гепатоцитов сопряжены с транс-
формацией основных путей клеточного 
метаболизма, обеспечиваемой изменени-
ем функционирования ключевых фермен-
тов цикла Кребса и глиоксилатного пути 
(СДГ, МДГ и АГ).
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