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Аннотация. Установлено, что выделенные методом дифференциального центрифугирования и в градиенте 
плотности сахарозы субклеточные частицы клетки Chlorella vulgaris штамма С 111 IBCE C-19 способны расщеплять 
казеин, желатин, фибриноген и гемоглобин при рН 7,4 и 9,0. С использованием группоспецифических ингибиторов 
протеиназ выявлено присутствие в клетках хлореллы сериновых, цистеиновых и металлопротеиназ. Однако выявле-
ние этого набора протеолитических энзимов возможно лишь при использовании в качестве субстратов нескольких 
разных белков. В отдельных случаях практически весь использованный арсенал группоспецифических ингибиторов 
протеиназ оказался малоэффективен. Это дает основания полагать, что существуют протеиназы иного плана, чем 
перечисленные выше, что требует дальнейших исследований в перспективе.
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Abstract. Subcellular particles of Chlorella vulgaris C 111 IBCE C-19 were isolated by differential centrifugation in su-
crose density gradient. It was stated for the first time, that these particles can cleave casein, gelatin, fibrinogen and hemoglo-
bin at pH 7.4 and 9.0. Using group-specific proteinase inhibitors, a set of serine-, cysteine- and metalloproteinases was identi-
fied in this material. However, the detection of this set of proteolytic enzymes is only possible when several different proteins 
are used as substrates. In some cases, virtually all of the used arsenal of group-specific proteinase inhibitors proved to be little 
effective. This suggests that these are proteinases of a different nature than those listed above, which requires further perspec-
tive research.
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Введение. Одной из наиболее актуальных проблем современности является обеспечение ра-
стущего народонаселения и сельскохозяйственных животных достаточным количеством белка. 
По данным экспертов проекта «Протеин России», недостаток кормовых белков составляет  
770 тыс. т, а общий дефицит белков в России – 2 млн т/год. Ликвидировать дефицит белка, лишь 
расширяя посевные площади или увеличивая поголовье скота стало невозможно, что выдвигает 
проблему поиска альтернативных источников белка [1].

Это породило в биотехнологии направления так называемого одноклеточного белка. Среди 
продуцентов белка заметное место занимают одноклеточные водоросли, в том числе рода 
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Chlorella. США, Япония, Китай, Тайвань и Индонезия производят более 2,5 тыс. т высушенной 
хлореллы в год [2]. Она является одним из перспективных возобновляемых ресурсов органиче-
ского сырья [3].

Интенсификация технологии получения биомассы хлореллы настоятельно диктует необхо-
димость уяснения биологии этого продуцента и, в частности, систем регуляции метаболизма  
и жизнедеятельности.

Одним из генеральных механизмов такой регуляции является протеолиз. О протеолитиче-
ской системе хлореллы данные мировой литературы практически отсутствуют.

Ранее нами было показано, что осветленные гомогенаты клеток Chlorella vulgaris расщепля-
ют ряд белков субстратов [4; 5]. В краткой тезисной форме были также изложены результаты 
исследования протеолитической активности клетки хлореллы [6]. Однако они не позволяют оце-
нить особенности организации системы внутриклеточного протеолиза Chlorella vulgaris.

Цель настоящего исследования – раскрыть особенности проявления протеолитической ак-
тивности субклеточными фракциями клетки Chlorella vulgaris.

Материалы и методы исследования. Исследования выполнены на альгологически чистом 
штамме Chlorella vulgaris С 111 IBCE C-19, полученном из коллекции водорослей Института био-
физики и клеточной инженерии НАН Беларуси и любезно предоставленном сотрудниками ин-
ститута.

В работе использовали желатин свиньи (Fluka, Германия), гемоглобин быка, фибриноген че-
ловека, диизопропилфторфосфат (Sigma, США), фенилметилсульфонилфторид, диэтилдитио-
карбамат, р-хлормеркурибензоат (Carl Roth, Германия), 1,10-фенантролин, этилендиаминтетра-
цетат (Аlfa Aesar, Германия), 8-оксихинолин (Chem-impex, Германия), бактоагар (Melford, США), 
кумасси ярко-голубой G-250 (Appli Chem, Германия), казеин по Гаммерстену и остальные реак-
тивы были производства стран СНГ марки «хч».

Микроводоросль выращивали в условиях периодической культуры на среде Tamiya как опи-
сано ранее [4]. В фазу логарифмического роста на 7-е сутки культивирования, используя камеру 
Горяева, отбирали аликвоты культуры по 100 ± 4,70 млн клеток, трижды отмывали от культу-
ральной среды дистиллированной водой, центрифугируя в течение 20 мин при 3000 об/мин. 
Клетки замораживали и хранили при –20 °С.

Клетки Ch. vulgaris разрушали в гомогенизаторе Поттера–Эльвейема при 4 °С в 0,5 мл 0,25 М 
растворе сахарозы [7] в течение 5 мин.

Субклеточные фракции выделяли методом дифференциального центрифугирования. При 
30 g в течение 15 мин осаждали обрывки клеток. Фракцию ядер отделяли центрифугированием 
при 400 g в течение 20 мин, фракцию пластид – при 6000 g в течение 20 мин, фракцию митохон-
дрий – при 20000 g в течение 15 мин. 

Осадок ядер отмывали дважды с 6 мл 0,25 М сахарозы и центрифугировали при 800 g в тече-
ние 10 мин. Очищенные ядра сохраняли на льду. Очистку хлоропластов проводили центрифуги-
рованием, используя ступенчатый градиент сахарозы: 51, 35 и 25 % сахарозы, центрифугировали 
при 4000 g в течение 30 мин. Очистку митохондрий – в ступенчатом градиенте сахарозы: 60, 47, 
35 и 25 % сахарозы, центрифугировали при 24000 g в течение 10 мин [8; 9].

Все исследования с органеллами проводили при температуре 4 °С в тот же день.
Качество и чистоту полученных органелл оценивали на основании целостности морфологи-

ческих структур при помощи световой микроскопии, а также с помощью красителей, как описа-
но в [10]. Полученные после очистки ядра, пластиды и митохондрии разрушали в 0,2 мл раство-
ра 0,25 М сахарозы при 4 °С в течение 1–2 мин.

Концентрацию общего белка в гомогенатах органелл клеток хлореллы и супернатанте опре-
деляли колориметрическим методом [11].

Протеолитическую активность полученных гомогенатов ядер, пластид, митохондрий и су-
пернатанта определяли по лизису белков в тонком слое агарового геля как подробно описано 
ранее [12]. В качестве растворителя при приготовлении белок-агаровых пластин использовали 
0,05 М Tris-HCl буфер рН 7,4 или 9,0.
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Все растворы в данном эксперименте готовили на бидистиллированной воде. Диизопропил-
фторфосфат, фенилметилсульфонилфторид и 8-гидроксихинолин растворяли в 50 %-ном этано-
ле. Конечная концентрация ингибиторов составляла 10–3 М.

Исследования проведены шестикратно. Полученные результаты обработаны статистически  
с использованием программы Statistica 6.0. Достоверность различий между вариантами опреде-
ляли с учетом коэффициента Стьюдента (t) для принятого уровня значимости (р ≤ 0,05).

Результаты и их обсуждение. Установлено, что все субклеточные фракции клеток хлореллы 
обладали протеолитической активностью и расщепляли все использованные белки субстраты 
при обоих значениях рН (таблица). Учитывая концентрацию белка в образцах субклеточных 
фракций (мкг/мл): ядер – 695,57 ± 0,44; пластид – 719,73 ± 0,22; митохондрий – 286,23 ± 5,50; су-
пернатанта – 48,33 ± 3,13 становится ясно, что наиболее высокая удельная активность присуща 
фракции супернатанта. 

Протеолитическая активность (мм2 площади зон лизиса белков) субклеточных фракций Chlorella vulgaris 
(n = 6)

Proteolytic activity (protein lysis zone area, mm2) of subcellur particles Chlorella vulgaris (n = 6)

Раство- 
ритель 
Solvent

Площадь зон лизиса, мм2 

Lysis zone area, mm2

рН 7,4 рН 9,0

Я Пл Мх Сн Я Пл Мх Сн

Гемоглобин
Н2О 51,25 ± 2,11 50,96 ± 1,41 50,64 ± 1,40 59,01 ± 2,25 69,52 ± 0,63 68,69 ± 2,38 94,43 ± 4,10 66,01 ± 2,40
+ этанол,  
25 % 18,64 ± 0,98* 79,84 ± 3,56* 54,95 ± 1,07 11,13 ± 0,71* 53,63 ± 1,40* 172,01 ± 6,49* 91,75 ± 3,61 109,77 ± 1,52*

Желатин
Н2О 76,38 ± 2,38 60,99 ± 1,44 66,46 ± 2,31 66,59 ± 1,75 97,73 ± 1,87 39,49 ± 0,63 35,56 ± 1,38 59,78 ± 0,97
+ этанол,  
25 % 80,93 м ± 1,01 56,36 м ± 2,14 44,29 м ± 2,55* 55,94 ± 0,85* 60,38 ± 0,62* 38,00 ± 1,80 32,07 ± 0,95 73,80 ± 1,78*

Казеин
Н2О 149,35 ± 2,61 103,93 м  ± 5,20 77,32 м ± 3,65 99,16 ± 3,08 78,03 ± 2,49 75,52 ± 2,44 47,73 ± 3,20 59,00 ± 2,25
+ этанол,  
25 % 149,35 м ± 1,94 60,17 м± 3,41* 73,95 м± 2,60 95,72 ± 2,67 78,03 ± 1,98 94,20 ± 4,30* 28,89 ± 3,31* 25,51 ± 1,96*

Фибриноген
Н2О 65,72 ± 1,74 68,03 ± 2,09 93,51 ± 2,14 61,96 ± 4,05 62,17 ± 1,41 82,91 ± 2,38 93,40 ± 0,86 55,79 ± 0,52
+ этанол, 
25 % 67,65 ± 0,96 84,26 ± 1,83* 124,93 ± 5,86* 67,72 ± 1,63 93,30 ± 4,04* 87,48 ± 4,28 151,78 ± 8,49* 76,60 ± 2,77*

П р и м е ч а н и е: Я – ядра, Пл – пластиды, Мх – митохондрии, Сн – супернатант; * – здесь и далее изменения 
статистически достоверны, р ≤ 0,05.

N o t e: Я – cores, Пл – plastids, Мх – mitochondria, Сн – supernatant; * – hereinafter the changes are statistically signif-
icant, р ≤ 0.05.

Оказалось, что при рН 7,4 наиболее интенсивно протеиназы фракций расщепляли казеин. 
Исключением стала фракция митохондрий, протеиназы которой проявили наиболее высокую 
активность при расщеплении фибриногена. Во всех случаях гемоглобин как субстрат подвергал-
ся наименьшему протеолизу. 

Ситуация существенно менялась при рН 9,0. В щелочной среде протеиназы ядер наиболее 
интенсивно расщепляли желатин, а хуже всего – фибриноген. Протеиназы пластид при этом рН 
проявили наибольшую активность при использовании в качестве субстрата фибриногена, а са-
мую низкую – в случае желатина. Фракции митохондрий и супернатанта проявили наибольшую 
протеолитическую активность на гемоглобине, а минимальную – на желатине и фибриногене 
соответственно.
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Далее оказалось, что в присутствии этанола в целом ряде случаев протеолитическая актив-
ность снижалась при рН 7,4 на 33,36–81,14 % (особенно в супернатанте при лизисе гемоглобина), 
тогда как при рН 9,0 угнетение активности составило 38,22–56,76 % (также наиболее заметно  
в случае супернатанта, но при расщеплении казеина). 

Однако в целом ряде случаев частичное замещение воды этанолом сопровождалось ростом 
протеолитической активности. Особенно часто такие явления наблюдались при рН 9,0. Так, рас-
щепление гемоглобина пластидами в присутствии этанола возрастало в 2,5 раза. В остальных 
пяти случаях литическая активность протеиназ супернатанта, пластид и митохондрий увеличи-
валась на 23,45–66,29 %.

Причины этого нуждаются в дальнейшем исследовании, выходящем за рамки данного сооб-
щения. Можно лишь отметить, что ранее на очищенных образцах протеиназ был продемонстри-
рован существенный рост фибринолитической активности при частичном замещении воды орга-
ническими растворителями [13]. Кроме того, при исследовании протеолитической активности 
образцов белковых ингибиторов протеиназ в отдельных случаях было установлено появление 
протеолитической активности в присутствии этанола [14].

Материалы таблицы свидетельствуют о представительстве в каждой из внутриклеточных 
структур клетки хлореллы нескольких протеиназ.

Характеризуя в целом эффекты группоспецифических ингибиторов (рисунок), следует отме-
тить довольно сложную, пеструю и неоднозначную картину сдвигов расщепления белков суб-
стратов. При этом выявленные изменения активности зависели не только от фракции субклеточ-
ных частиц, но и от белка субстрата.

Активность так называемых нейтральных протеиназ (рН 7,4) ядер по большинству белков 
субстратов была малочувствительна к использованным ингибиторам. Так, расщепление казеина 
и желатина угнеталось не более, чем на 16,35 %, а фибриногена – в пределах 36 % и только в при-
сутствии диэтилдитиокарбамата (DEDTC), фенилметилсульфонилфторида (PMSF), р-хлормер-
курибензоата (p-CMB), и 8-гидроксихинолина (8-hQui). И лишь расщепление гемоглобина пол-
ностью подавляли последние три ингибитора, угнетали на 57–89 % диизопропилфторфосфат 
(DFP), о-фенантролин (o-phe), DEDTC и слабо – ЭДТА.

Казеинолитическую активность пластид на 59 % подавлял DFP, практически не изменяли 
p-CMB, PMSF, ЭДТА и 8-hQui. Остальные эффекторы угнетали активность не более чем на 35 %. 
Близкая картина выявлена и при расщеплении желатина с той лишь разницей, что эффект p-CMB 
составил 36 %. В отличие от этого, расщепление фибриногена подавлялось на DFP и на p-CMB 
на 45 и 85 % соответственно. На гемоглобинолитическую активность не действовал лишь ЭДТА. 
Она на 85 % угнеталась p-CMB, а остальными ингибиторами – полностью.

Казеинолитическую активность митохондрий подавляли на 50–55 % лишь p-CMB и 8-hQui, 
тогда как эффект DFP и PMSF не превысил 30 %. Сильнее – на 70 % ингибировал расщепление 
фибриногена p-CMB, но в этом случае сходный эффект вызвал и DFP. Расщепление гемоглобина 
угнетали полностью все ингибиторы, за исключением DFP, p-CMB и ЭДТА.

Казеинолитическую активность супернатанта полностью выключал PMSF, тогда как ме-
талл-связывающие эффекторы (кроме ЭДТА) – на 46–69 %. Слабее (на 29–34 %) расщепление 
желатина подавляли PMSF, ЭДТА и DEDTC. Наиболее заметно расщепление фибриногена пода-
вляли PMSF – на 43 %, а также o-phe, ЭДТА и 8-hQui – на 38, 40 и 51 % соответственно. 
Расщепление же гемоглобина полностью ингибировали DFP, PMSF, DEDTC и 8-hQui. Эффект 
остальных соединений не превышал 50 %.

На активность щелочных протеиназ (рН 9,0) использованные ингибиторы оказали несколько 
иной эффект.

Протеолитическую активность ядер ингибиторы подавляли умеренно: на 65,87 %. И только 
расщепление гемоглобина угнеталось полностью p-CMB.

Не превысил 45 % эффект ингибиторов в большинстве случаев на расщепление белков пла-
стидами. Лишь расщепление фибриногена подавлял на 90 % p-CMB, а гемоглобинолитическая 
активность падала на 67 % в присутствии DFP, на 90 и 85 % – в присутствии PMSF и p-CMB со-
ответственно.
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                                                 а                                                                                                        b
Действие ингибиторов (% к контролю, принятому за 100 %) на расщепление гемоглобина (I), желатина (II), казеина 
(III), фибриногена (IV) фракциями клеток Chlorella vulgaris: ядерной – Я, пластидной – П, митохондриальной – М, 

супернатанта – С при рН 7,4 (а) и рН 9,0 (б); ингибиторы: 1 – DFP, 2 – PMSF, 3 – p-CMB, 4 – EDTA, 5 – o-phe,  
6 – DEDTC, 7 – 8-hQui

The action of inhibitors (% to the control taken to 100 %) on the cleaving of  hemoglobin (I), gelatin (II), casein (III), 
fibrinogen (IV) by the cellular particles of  Chlorella vulgaris: core – Я, plastid – П, mitochondria – М,  

supernatant – С at рН 7.4 (а) and рН 9.0 (b); inhibitors: 1 – DFP, 2 – PMSF, 3 – p-CMB, 4 – EDTA, 5 – o-phe,  
6 – DEDTC, 7 – 8-hQui
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Весьма умеренное, в целом, действие (20–30 %) ингибиторы оказали на расщепление белков 
протеиназами митохондрий. Однако расщепление казеина угнеталось p-CMB и 8-hQui на 51–
54 %, а расщепление фибриногена DFP, p-CMB и 8-hQui на 63, 80 и 61 % соответственно. 
Гемоглобинолитическая активность пластид p-CMB подавлял на 75 %, тогда как эффект осталь-
ных ингибиторов не превышал 40 %.

Расщепление казеина супернатантом полностью угнетали DFP, PMSF и 8-hQui, эффект ЭДТА 
и DEDTC составил 57 и 52 % соответственно. Желатинолитическая активность супернатанта 
мало чувствительна к действию ингибиторов, лишь 8-hQui на 60 % снижал ее. 

Судя по ингибиторному анализу, субклеточные фракции хлореллы наделены достаточно 
разнообразным набором протеиназ, особенно активных при рН 7,4. Причем, только использова-
ние нескольких белков в качестве субстратов позволяет это разнообразие выявить. В этом отно-
шении можно упомянуть результаты прежних исследований, в которых было показано, что эф-
фект биогенных фосфатов, а также неорганических ортофосфата и пирофосфата на активность 
разнообразных протеиназ зависел от используемого в качестве субстрата белка [15]. По-
видимому, подобная особенность проявилась и в данном исследовании.

Примечателен слабо выраженный эффект практически всех группоспецифических ингиби-
торов на расщепление казеина и желатина при рН 7,4 протеиназами фракции ядер, хотя именно 
эти белки в данном случае расщеплялись наиболее заметно. Близкая картина выявлена при рас-
щеплении желатина протеиназами пластид и митоходрий, а казеина – протеиназами ядер и пла-
стид при рН 9,0. Это дает основания предположить возможность существования иных протеи-
наз, кроме известных в настоящее время. Ранее при исследовании протеолитической активности 
очищенных образцов ингибитора протеиназ белковой природы – овоингибитора была обнару-
жена фибринолитическая активность при добавлении стрептокиназы. Однако такая система  
не расщепляла специфический хромогенный субстрат плазмина [14]. 

В настоящее время мы не располагаем собственными результатами или информацией лите-
ратуры, проливающей свет на этот вопрос.

В целом же, судя по результатам ингибиторного анализа, наиболее заметно действие цистеи-
новых и металлов протеиназ (возможно, также SH-протеиназ). При рН 7,4 активность сериновых 
протеиназ особенно заметно проявлялась при расщеплении гемоглобина протеиназами пластид, 
супернатанта, в меньшей степени – ядер, а также при расщеплении фибриногена протеиназами 
митохондрий. И менее заметно активность сериновых протеиназ зарегистрирована при исполь-
зовании пластид. В щелочной же среде было выражено расщепление гемоглобина сериновыми 
протеиназами пластид, расщепление казеина – супернатантом, а расщепление фибриногена – та-
ковыми ядер, митохондрий и супернатанта.

Заключение. Следовательно, все субклеточные частицы клетки Chlorella vulgaris имеют до-
статочно многоплановый набор протеиназ, способных катализировать расщепление белков при 
рН 7,4 и 9,0: сериновых, цистеиновых и металлопротеиназ. Выявление этого набора протеолити-
ческих энзимов возможно лишь при использовании в качестве субстратов нескольких разных 
белков. Вместе с тем в отдельных случаях практически весь использованный арсенал группо-
специфических ингибиторов протеиназ оказался малоэффективен, несмотря на достаточно де-
монстративное расщепление белков протеиназами субклеточных частиц. Это позволяет пола-
гать, что существуют протеиназы иного плана, чем перечисленные выше. 
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