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Резюме. Впервые установлено, что расщепление фибриногена и казеина протеиназами супернатантов гомогенатов 

клеток Chlorella vulgaris заметно изменяется в присутствии анионов неорганического ортофосфата в диапазоне концен-

траций 0,001–0,060 М. Эффект зависит от используемого белка-субстрата и значительно более выражен в случае исполь-

зования казеина. Концентрационная зависимость носит сложный характер, включающий не только зоны выраженного 

увеличения интенсивности протеолиза на 58,6–122,7%, но и его угнетения на 37%. В присутствии 0,1М неорганического 

ортофосфата существенно изменяется характер действия MnCl2 в диапазоне концентраций 10–8–10–2М: в целом, расщеп-

ление обоих белков под действием MnCl2 усиливалось на 31–52% (ранее было показано, что в трис-HCl буфере  MnCl2 вы-

звал снижение фибриногенолитической активности на 27–35%, а изменения казеинолитической активности не превышали 

12%). Раскрытие такой особенности эффекта ортофосфата требует дальнейших углубленных исследований. 

Ключевые слова: неорганический ортофосфат, хлорид марганца (II), Chlorella vulgaris, казеин, фибриноген, расщепле-

ние белков.  

Summary. For the first time it was demonstrated that fibrinogen and casein cleavage by proteinases of homogenate supernatants 

of Chlorella vulgaris cells was considerably changed in the presence of anions of inorganic orthophosphate in the 0.001-0.060 M 

concentration range. The effect depends on the used protein substrate and it was considerably more expressed in case of casein use. 

The concentration dependence has the complex character including not only zones of the expressed increase of proteolysis intensity 

by 58.6–122.7%, but also its decreasing by 37%. In the presence of 0,1M of inorganic orthophosphate the MnCl2 action character in 

the 10–8-10–2 M concentration range was significantly changed: in general, the both proteins cleavage under the MnCl2 action was 

increased for 31–52% (earlier it was shown that in tris-HCl buffer the MnCl2 caused decrease in fibrinogenolytic activity by 27–

35%, and changes of caseinolytic activity did not exceed 12%). The reason  of such feature of  orthophosphate effect need further 

studies. 

Key words: inorganic orthophosphate, Chlorella vulgaris, casein, fibrinogen, protein cleavage. 

 

Введение 
Ранее нами было показано, что митохондриальные фракции головного мозга и печени мышей не способны 

расщеплять фибрин. Однако их фибринолитическая активность проявлялась в присутствии неорганического 

ортофосфата – Pi [1; 2]. 

На клетках лимфобластных линий было также продемонстрировано увеличение протеолитической активно-

сти в присутствии неорганического ортофосфата. Причем, согласно данным ингибиторного анализа, данный 

эффект не был связан с ресинтезом аденозинтрифосфата [3]. 

Это позволило нам выдвинуть идею о том, что существует независимый от аденозинтрифосфата путь сти-

муляции протеолиза неорганическим ортофосфатом – «фосфатный эффект» [1; 2]. 

В последующем было показано, что неорганический ортофосфат в конечной концентрации 0,001–0,06 М по-

вышает плазминоген-активаторную функцию стрептокиназы, урокиназы, тканевого активатора плазминогена 

на 50–250% и, в целом, в 1,2–12,0 раз усиливает расщепление пяти белков-субстратов трипсином, α-

химотрипсином, субтилизином, папаином, металлопротеиназой бацилл, а также пепсином при концентрации 

эффектора не более 0,004 М. При более высокой концентрации протеолитическая активность пепсина резко 

снижалась [4]. Расщепление желатина папаином, а также желатина и казеина металлопротеиназой бацилл в 

присутствии неорганического ортофосфата угнеталось на 40–50%. 

Было также установлено, что фибриногенолитическая активность ряда штаммов условно патогенных мик-

роорганизмов проявлялась только в присутствии неорганического ортофосфата [5]. 

Одним из истинных эссенциальных незаменимых микроэлементов является марганец. При дефиците мар-

ганца невозможны нормальные рост, развитие и продуктивность микроорганизмов, растений и животных. Ио-

ны и соединения марганца участвуют в разнообразных метаболических процессах. Например, в растениях он 

выполняет функцию катализатора в кислород-выделяющем комплексе фотосистемы II [6]. Этот элемент входит 

в структуру или активирует ряд энзимов, участвующих в реакциях окисления-восстановления, декарбоксилиро-

вания и гидролиза. Так, достаточно упомянуть Mn-содержащие супероксид-дисмутазу и пируваткарбоксилазу 

[7]. 

Грибы Basidiomyces синтезируют Mn-зависимую пероксидазу (Е.С. 1.11.1.13) – один из лигнолитических 

энзимов [8]. 
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Марганец участвует в азотистом обмене в восстановлении нитратов до аммиака. В силу этого у растений, 

испытывающих недостаток марганца, затруднено использование нитратов в качестве источника азотного пита-

ния. Марганец связан с синтезом белка через регуляцию активности ДНК-полимеразы и РНК-полимеразы, а 

также активирует энзимы, участвующие в окислении важнейшего фитогормона – ауксина. 

Этот микроэлемент способен активировать летальный токсин Clostridium sordelli и В токсин Clostridium 

difficile намного сильнее, чем Co
2+

, Mg
2+

, Ca
2+

, Cu
2+

 Zn
2+ 

[9]. 

Однако, избыточное поступление его приводит к развитию токсического эффекта – ингибированию биосин-

теза хлорофилла, что сопряжено со снижением скорости фотосинтеза, увеличению накопления окисленных фе-

нольных соединений в апопласте листьев, появлению некротических коричневых пятен на листьях, стеблях, 

побегах, сморщиванию (сминанию) самых молодых листьев, хлорозу [10]. 

Избыток марганца может ослаблять рост микроорганизмов. В экспериментах со Streptococcus pneumoniae 

продемонстрировано, что аккумуляция Mn сопровождалась изменениями процесса дефосфорилирования бел-

ков клетки вследствие гиперактивации Mn-зависимой протеин-фосфатазы [11]. Токсичность Mn связывают 

также с дисфункцией митохондрий и увеличением генерирования активных форм кислорода [12]. 

Целью настоящей работы явилось выяснение особенностей проявления эффекта неорганического ортофос-

фата на протеолитическую активность фракции безъядерных супернатантов гомогенатов клеток фотосинтези-

рующей водоросли Chlorella vulgaris, а также влияния MnCl2 на эту активность в присутствии неорганического 

фосфата. 

Основная часть 
Объектом исследования служила микроводоросль Ch.vulgaris, штамм IBCE C-19 из коллекции водорослей 

Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, любезно предоставленная сотрудниками Респуб-

ликанского центра альгологии. 

В работе использовали казеин по Гаммерстену (Россия), фибриноген человека фирмы «Sigma», (США), бак-

тоагар фирмы «Melford», (США), другие реактивы производства стран СНГ марки «хч». 

Ch.vulgaris выращивали в условиях периодической культуры на среде Тамийя [13] при непрерывном барбо-

таже суспензии клеток воздухом с помощью аквариумного компрессора HAILEA АСО-003 – 25 л/ч; температу-

ре окружающей среды – 25–26 °С; освещенности на поверхности сосуда (газоразрядные ртутные лампы низко-

го давления холодного дневного света PHILIPS TDL 18W/3) – 32 Вт/м
2
; фотопериоде (свет/темнота) – 12ч/12ч 

(программируемый таймер РТНWDG 03). 

На 7 сутки роста культуры, используя камеру Горяева, определяли концентрацию клеток, отбирали аликво-

ты культуры, содержащие по 65  0,38 млн/мл клеток, трижды отмывали дистиллированной водой, центрифу-

гируя в течение 20 мин, при 3000 об/мин. 

Клетки гомогенизировали с бидистиллированной водой при 4°С, гомогенат центрифугировали в течение 10 

мин, при 8000 об/мин, при 4°С. 

Протеолитическую активность полученных супернатантов определяли по лизису казеина или фибриногена в 

тонком слое агарового геля как подробно описано в предыдущих работах [14]. 

В качестве растворителя при приготовлении белок-агаровых пластин использовали бидистиллированную 

воду, в которую добавляли аликвоты Nа2НРО4 + КН2РО4 (0,001 М – 0,060 М, рН 7,4) или 0,15М, рН 7,4 NаСl – 

контроль. 

В экспериментах с дабавлением хлорида марганца (II) в качестве растворителя использовали 0,1 М фосфат-

ный буфер рН 7,4. 

Концентрация белков-субстратов составляла – 10 г/л, агар-агара – 10 г/л. Пластины с нанесенными пробами 

(10 мкл) инкубировали при температуре 37 °С в течение 20 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой пла-

стин 1 М хлорной кислотой. 

Все эксперименты выполнены не менее, чем пятикратно. Полученные результаты обработаны статистически 

с вычислением t-критерия Стьюдента (Statistica-6). 

Судя по полученным результатам, в отсутствие неорганического ортофосфата супернатанты гомогенатов 

клеток Ch.vulgaris расщепляли оба белка-субстрата, хотя казеин гидролизовали менее интенсивно, чем фибри-

ноген – на 20,7% (таблица 1). 

В присутствии неорганического ортофосфата интенсивность протеолиза этих двух белков существенно раз-

личалась (рисунок 1). 

Так, при концентрации неорганического ортофосфата 0,001–0,009 М фибриногенолитическая активность 

супернатантов подавлялась на 12–37%, тогда как при концентрации эффектора 0,015 М и 0,045 М она возраста-

ла на 21 и 27% соответственно (табл. 1, рис. 1). 
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Таблица 1 .  Расщепление белков-субстратов cупернатантами гомогенатов клеток Ch. vulgaris в присутствии ио-

нов неорганического ортофосфата 
 

Концентрация анионов ортофос-

фата, М 

Площадь зон лизиса белков, мм2 

казеина (n = 20) фибриногена (n = 15) 

Контроль (без добавок) 

0,060 

0,045 

0,030 

0,015 

0,009 

0,006 

0,003 

0,001 

20,3 ± 0,9 

32,2 ± 1,5* 

30,7 ± 0,8* 

33,0 ± 0,7* 

20,3 ± 0,6 

12,8 ± 0,5* 

18,2 ± 0,4* 

45,2 ± 1,4* 

34,2 ± 1,3* 

24,5 ± 0,9 

24,8 ± 1,6 

31,0 ± 1,0* 

22,8 ± 0,8 

29,7 ± 0,9* 

15,4 ± 0,7* 

21,6 ± 0,8* 

21,3 ± 1,1* 

20,9 ± 0,9* 

Примечание: * – изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05 

 

Изменения казеинолитической активности носили трехфазный характер. 

При концентрации эффектора 0,001 М и 0,003 М эта активность возрастала на 68,5 и 122,7% соответственно, 

а при концентрации неорганического ортофосфата 0,009 М она угнеталась на 37%. Вторая фаза увеличения ка-

зеинолитической активности на 58,6–62,6% наблюдалась в диапазоне концентраций анионов ортофосфата в 

диапазоне 0,030–0,060 М (таблица 1, рисунок 1). 

 

Рис. 1.  Изменения интенсивности (% к контролю, принятому за 100%) расщепления казеина (1) или фибриногена (2) супер-

натантами гомогенатов Ch. vulgaris при добавлении анионов неорганического ортофосфата, рН 7,4 

 

Следовательно, как и ранее было показано [4], эффект неорганического ортофосфата на протеолитические 

реакции зависит от используемого белка-субстрата. В данном случае проявилась сложная концентрационная 

зависимость, демонстрирующая не только интенсификацию расщепления белков-субстратов, но и зоны его по-

давления. При этом, такая картина повторялась во всех случаях постановки данного эксперимента, которая в 

предыдущих исследованиях нами не была зафиксирована. Уяснение причины проявления подобной особенно-

сти эффекта анионов неорганического ортофосфата может быть связана с метаболической спецификой данного 

фотосинтезирующего объекта и требует проведения дальнейших углубленных исследований. 

Ранее мы сообщали, что добавление хлорида магния в широком диапазоне концентраций in vitro к суперна-

тантам гомогенатов клеток Chlorella vulgaris в трис-HCl буфере рН 7,4 сопровождалось снижением фибриноге-

нолитической активности на 27–35%, тогда как изменения казеинолитической активности не превышали 12% 

[15]. 

Однако картина изменялась при использовании фосфатного буфера. Во-первых, в этом случае практически 

не наблюдалось различия в интенсивности расщепления казеина и фибриногена, а, в целом, расщепление обоих 

белков под действием MnCl2 усиливалось (таблица 2). Более того, интенсивность расщепления белков в фос-

фатном буфере возрастала в 1,7 и 2,1 раза (таблицы 1 и 2). 

 

 

 

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

-40

0

40

80

120

-lg[M]

A/A
0
, %

 1

 2



 

 

 
70 

Таблица 2 .  Расщепление белков-субстратов cупернатантами гомогенатов клеток Ch. vulgaris в присутствии 

MnCl2 в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 (n = 16) 
 

Концентрация анионов MnCl2, М Площадь зон лизиса белков, мм2 

казеина  фибриногена  

Контроль (без добавок) 

10–2 

10–3 

10–4 

10–5 

10–6 

10–7 

10–8 

41,6 ± 1,9 

50,2 ± 3,7* 

52,8 ± 4,8* 

54,3 ± 2,8* 

48,2 ± 2,3* 

55,9 ± 5,1* 

44,0 ± 2,8 

39,0 ± 2,5 

41,3 ± 1,4 

43,4 ± 1,9 

43,6 ± 1,7 

51,7 ± 1,7* 

48,0 ± 2,4* 

62,8 ± 4,0* 

54,9 ± 3,1* 

50,4 ± 1,5* 

 

При этом расщепление казеина возрастало в диапазоне концентраций MnCl2 10
–6

–10
–2

 М, а лизис фибрино-

гена – при добавлении хлорида марганца в концентрации 10
–8

–10
–4

 М (таблица 2, рисунок 2). 
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Рис. 2.  Изменения интенсивности (% к контролю, принятому за 100%) расщепления казеина или фибриногена суперна-

тантами гомогенатов Ch. vulgaris при добавлении MnCl2, рН 7,4. Обозначения те же, что в рис. 1 

 

Максимум эффекта при использовании в качестве субстрата казеина наблюдался при концентрации 

MnCl2 10
–6

 и 10
–4

 М (рост казеинолитической активности на 34 и 31% соответственно), а при использовании 

фибриногена как субстрата – при концентрации MnCl2 10
–6

 и 10
–7

 М (рост фибриногенолитической активности 

на 52 и 33% соответственно) (таблица 2, рисунок 2). 

Как и ранее, при исследовании эффекта хлорида марганца на расщепление белков-субстратов трипсином, 

α-химотрипсином и папаином [16] эффект соли марганца проявлялся на разных белках-субстратах неодинако-

во. Характер действия изменялся в присутствии ионов ортофосфата. Следует отметить, что в литературе дан-

ные о влиянии Mn
2+

 на процессы протеолиза весьма немногочисленны. 

Так, при культивировании водоросли Scenedesmus ecornis с добавлением в питательную среду хлорида мар-

ганца в высокой концентрации отмечено подавление казеинолитической активности внутриклеточных «ней-

тральных» протеиназ на 32–61% [17]. 

Тем более, не изучена реализация эффекта катионов Mn
2+ 

на протеолитические реакции в зависимости от 

состава растворителя и, в частности, в присутствии анионов неорганического ортофосфата. Ранее мы наблюда-

ли рост протеолитической активности α-химотрипсина под действием хлорида марганца при использовании в 

качестве растворителя фосфатного буфера [16]. 

Изменения характера действия катионов марганца в присутствии неорганического ортофосфата могут быть 

обусловлены образованием комплексов катиона металла с анионом ортофосфата, конформационными пере-

стройками молекулы протеиназы или молекулы белка-субстрата. Эти вопросы составляют достаточно объем-

ную задачу, решение которой требует проведения дальнейших исследований. 

Заключение 

Результаты проведенных исследований показали, что расщепление фибриногена и казеина протеиназами 

супернатантов гомогенатов клеток Chlorella vulgaris заметно изменяется в присутствии анионов неорганиче-

ского ортофосфата. Эффект зависит от используемого белка-субстрата и значительно более выражен в случае 

использования казеина. Концентрационная зависимость носит сложный характер, включающий не только зоны 

выраженного увеличения интенсивности протеолиза, но и его угнетения. Раскрытие такой особенности эффекта 

ортофосфата требует дальнейших углубленных исследований. Присутствие анионов неорганического ортофос-
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фата существенно изменяет характер действия катионов марганца (II). Это может быть сопряжено с образова-

нием комплексов катиона металла с анионом ортофосфата, конформационными перестройками молекулы про-

теиназы или молекулы белка-субстрата – моментами, раскрытие которых также требует проведения дальней-

ших исследований. 
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