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Эмульгирование вакцины проводится с использованием готового адъюванта 

фирмы Seppic Монтанид ISA70, который смешивается с антигеном согласно методике, 

представленной фирмой-изготовителем (в соотношении 70:30). Это позволяет увеличить 

иммуногенность и повысить защитную эффективность готовой вакцины ФЛУ ПРОТЕКТ 

Н5. 

Налаженный способ производства вакцины инактивированной эмульгированной 

ФЛУ ПРОТЕКТ Н5 против вируса гриппа птиц является простым, быстрым и недорогим и 

позволяет производить препарат высокого качества отвечающий по качеству 

производства международным требованиям и стандартам качества. Кроме того, ФКП 

«Ставропольская биофабрика» является главным поставщиком вакцины против гриппа 

птиц по госзаказу на территории Российской Федерации, что свидетельствует о высоком 

качестве и доверии потребителя к выпускаемой продукции. 
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ПРОТЕОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ СУПЕРНАТАНТОВ ГОМОГЕНАТОВ 

КЛЕТОК CHLORELLA VULGARIS ПРИ ДОБАВЛЕНИИ ХЛОРИДА МАРГАНЦА (II) 

В ПИТАТЕЛЬНУЮ СРЕДУ 

 

Оптимизация культивирования зеленой микроводоросли Chlorella vulgaris – 

перспективного промышленного биотехнологического объекта для получения ряда 

высокоценных целевых продуктов, включая препараты медицинского назначения [12], 

невозможна без углубленного изучения механизмов регуляции метаболизма и 

жизнедеятельности клетки хлореллы, а также введения в питательную среду эффекторов, 

стимулирующих процессы метаболизма. 

Одним из генеральных механизмов биохимической регуляции являются реакции 

протеолиза. К факторам, существенно влияющих на метаболизм клетки, относятся 

микроэлементы, в частности, марганец. Он входит в состав целого ряда энзимов, 

способствует интенсификации реакций карбоксилирования [9, 11]. Без марганца 

невозможен фотосинтез у растений и цианобактерий – при его отсутствии хлорофилл 

быстро разрушается на свету [10, 13]. В экстенсивной культуре при высоком содержании 

марганца длительно сохраняется жизнеспособность микроводорослей [5]. 

Однако, несмотря на важную роль марганца в живых организмах и обстоятельное 

изучение его биологической роли, данные литературы о влиянии солей марганца на 

протеолитические процессы, в том числе в клетке хлореллы, фрагментарны [1, 2, 3, 7, 8]. 
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Более того, в литературе практически нет материалов, характеризующих особенности 

системы протеолиза клетки хлореллы. 

Учитывая изложенное, целью настоящей работы явилось раскрыть особенности 

изменения протеолитической активности безъядерных супернатантов гомогенатов клеток 

водоросли Chlorella vulgaris при добавлении MnCl2 в питательную среду. 

В работе использовали казеин по Гаммерстену (Россия), фибриноген человека 

(«Sigma», США), желатин («Fluka», Германия), бактоагар («Melford», США), другие 

реактивы были производства стран СНГ марки «хч». 

Исследования проведены на культуре Ch. vulgaris, штамм IBCE C-19 из коллекции 

Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. Водоросль выращивали в 

условиях периодической культуры на среде Тамийя [4], в колбах объемом 100 мл, при 

температуре окружающей среды 29 ± 1 
o
С, непрерывном барботаже суспензии воздухом 

со скоростью 5,0 л/ч, освещенности на поверхности сосуда 4500-5000 Лк, фотопериоде 

(свет/темнота) – 12ч/12ч. Посевная доза составляла 4,85  0,08 млн/мл клеток. 

В питательную среду экспериментальных вариантов вносили MnCl2 до конечной 

концентрации 0,01; 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 5,00; 10,00; 50,00 и 137,50 мг/л. В питательную 

среду контрольного варианта соль марганца не вносили. 

На 1, 5 и 7-е сутки культивирования определяли концентрацию клеток (камера 

Горяева), отбирали аликвоты культуры содержащие по 100  5,8 млн клеток, отделяли их 

центрифугированием в течение 10 мин, при 6000 об/мин, трижды отмывали 

дистиллированной водой. Образцы клеток замораживали и хранили при температуре –

20
 o
С. 

Клетки Ch. vulgaris разрушали в гомогенизаторе при 4 
o
С в 0,5 мл 

бидистиллированной воды, гомогенат центрифугировали в течение 10 мин, при 8000 

об/мин и 4 °С. 

Протеолитическую активность полученных супернатантов клеток Ch. vulgaris 

определяли по лизису казеина, желатина или гемоглобина в тонком слое агарового геля 

как подробно описано ранее [6]. 

В качестве растворителя при приготовлении белок-агаровых пластин использовали 

0,06 М Na-K фосфатный буфер рН 7,4. Концентрация белков-субстратов в пластине 

составляла – 10 г/л, агар-агара – 10 г/л, объем наносимых образцов на готовые белок-

агаровые пластины супернатантов гомогенатов клеток хлореллы – 10 мкл. Пластины 

инкубировали при температуре 37 ºС – 20 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой 

белок-агаровых пластин 1 н хлорной кислотой. 

Эксперименты проведены шестикратно. Результаты обработаны статистически с 

вычислением t-критерия Стьюдента. 

«Нейтральные» протеиназы супернатантов гомогенатов клеток хлореллы 

расщепляли все три белка-субстрата (табл.). В контрольном варианте в 1-е сутки 

культивирования по интенсивности протеолиза эти белки образовывали следующий ряд: 

казеин >>желатин >> фибриноген, причем расщепление казеина шло интенсивнее, чем 

желатина и фибриногена в 1,7 и 6,1 раза. 

Однако на 5-е сутки роста желатинолитическая активность возрастала в сравнении 

с 1-ми сутками в 2,5 раза, а фибриногенолитическая – в 2,8 раза. В этот период наиболее 

интенсивно расщеплялся желатин, тогда как казеинолитическая активность слабо 

снижалась – на 11%.  

Максимальный уровень биомассы в контрольном варианте отмечен нами на 7-е 

сутки, после чего наблюдался хлороз клеток и культура погибала. В этот период 

желатинолитическая активность снижалась в сравнении с 5-ми сутками в 2,4 раза, однако 

она все равно превышала казеинолитическую и фибриногенолитическую на 35 и 31% 

соответственно. Примечательно, что на 7-е сутки происходило дальнейшее и довольно 

резкое снижение казеинолитической активности (на 58%), тогда как 

фибриногенолитическая активность уменьшалась только на 14% (табл.). 
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Эти факты наводят на мысль о том, что в описываемый период роста культуры в 

клетке хлореллы происходит своеобразная и, по-видимому, неоднократная «перестройка» 

системы протеолиза. 

Внесение в питательную среду MnCl2 в ряде случаев заметно изменяло уровень 

протеолитической активности и характер таких «перестроек». 

Так, желатинолитическая активность супернатантов гомогенатов клеток хлореллы 

при росте ее на среде с добавлением хлорида марганца в 1-е сутки  

Таблица. Протеолитическая активность супернатантов гомогенатов клеток 

Chlorella vulgaris (0,06М фосфатный буфер, рН 7,4; n = 6) при добавлении хлорида 

марганца в питательную среду 

* – изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05 

 

увеличивалась в сравнении с контролем на 16–58% с максимумом эффекта (58%) при 

добавлении в питательную среду эффектора в концентрации 1,00 мг/л (табл., рис.).  

Концент

рация 

MnCl2, 

мг/л 

Белок-субстрат 

желатин казеин фибриноген 

Сутки культивирования 

 

1-е 5-е 7-е 1-е 5-е 7-е 1-е 5-е 7-е 

без 

добавок 

(контрол

ь) 

 

 

49,72  

± 3,5 

 

121,83  

± 3,9 

 

51,36  

± 3,8 

 

86,66  

± 4,6 

 

78,44  

± 6,3 

 

33,59  

± 1,2 

 

14,26  

± 1,2 

 

41,13  

± 1,8 

 

35,47  

± 1,3 

0,01 

 

 

59,99  

± 

1,3* 

86,51  

± 3,8* 

63,46  

± 2,6* 

78,67 

± 3,2 

53,38  

± 

3,5* 

49,68  

± 

1,7* 

26,07  

± 1,5* 

38,27  

± 0,2 

34,99  

± 2,3 

0,05 

 

 

58,88  

± 2,0 

103,12  

± 3,9* 

52,14  

± 3,8 

109,21 

± 8,1* 

55,64  

± 

2,7* 

42,10  

± 

1,2* 

35,46  

± 1,3* 

47,10  

± 2,9 

37,97  

± 0,5 

0,10 

 

 

59,40  

± 

1,8* 

104,41  

± 3,0* 

45,66  

±4,9 

74,77 

± 4,9 

60,45  

± 

1,6* 

38,01  

± 2,1 

38,79  

± 2,3* 

38,31  

± 1,9 

37,45  

± 0,9 

0,50 

 

 

60,91  

± 

2,7* 

106,11  

± 3,8* 

56,06  

± 3,5 

85,80 

± 4,1 

55,26  

± 

2,6* 

35,33  

± 1,6 

45,10  

± 0,7* 

38,31  

± 1,7 

34,68  

± 2,3 

1,00 

 

 

78,60  

± 

4,0* 

87,25  

± 2,8* 

51,29  

± 2,5 

101,27 

± 6,9 

46,71  

± 

1,1* 

28,26  

± 

0,0* 

45,92  

± 2,1* 

49,85  

± 

2,6* 

38,60  

± 2,7 

5,00 

 

 

59,89  

± 

2,2* 

101,60  

± 3,9* 

55,91  

±3,1 

101,07 

± 5,4 

47,10  

± 

1,9* 

30,31  

± 1,6 

23,55  

± 1,6* 

40,04  

± 1,1 

32,66  

± 2,4 

10,00 

 

 

57,70  

± 2,0 

107,48  

± 2,5* 

59,88  

± 3,5 

95,41 

± 5,6 

47,89  

± 

3,1* 

34,04  

± 1,2 

24,14  

± 1,8* 

41,76  

± 1,3 

31,29  

± 1,5 

50,00 

 

 

61,69  

± 

1,8* 

101,66  

± 3,0* 

51,03  

± 2,1 

101,66 

± 5,6 

51,65  

± 

4,6* 

45,14  

± 

2,8* 

30,35  

± 0,9* 

52,44  

± 

4,3* 

37,68  

± 1,8 

137,50 

 

 

57,63  

± 0,3 

98,59  

± 3,2* 

60,39  

± 5,0 

97,24 

± 4,2 

50,9  

± 

3,7* 

30,68  

± 3,1 

48,28  

± 2,6* 

43,02  

± 2,2 

38,61  

± 2,1 
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Рисунок. Изменения интенсивности (% к 

контролю, принятому за 100%) 

расщепления желатина (а), казеина (б), 

фибриногена (в) супернатантами 

гомогенатов клеток Ch. vulgaris; 0,06 М K-

Na фосфатный буфер, рН 7,4 

 

В то же время на 5-е сутки уровень этой активности во всех экспериментальных 

вариантах был ниже, чем в контрольном, особенно при концентрации соли марганца в 

питательной среде 0,01 и 1,00 мг/л: на 29 и 28% соответственно. И это при том, что в 

экспериментальных вариантах желатинолитическая активность в период 1–5 сутки 

возрастала, хотя и менее резко, чем в контрольном варианте (на 11–86% с максимумом 

увеличения при концентрации эффектора 10,00 мг/л). 

На 7-е сутки желатинолитическая активность мало отличалась от контрольного 

варианта – колебания ее не превышали 17% за исключением минимальной концентрации 

эффектора, где рост активности составил 24% в сравнении с контрольным вариантом. 

Добавление в питательную среду хлорида марганца в 1-е сутки культивирования 

хлореллы мало отразились на казеинолитической активности супернатантов гомогенатов 

клеток: отклонения от контрольного варианта не превышали 14%, за исключением 

добавления эффектора в концентрации 0,05 мг/л, где наблюдали прирост 

казеинолитической активности на 26%.  

Так же как и в контрольном варианте во всех экспериментальных эта активность на 

5-е сутки культивирования заметно снижалась, в ряде случаев гораздо сильнее, чем в 

контрольном варианте. При концентрации эффектора в питательной среде 1,00–137,50 

мг/л падение казеинолитической активности на 5-е сутки составило 48–54%, что 

значительно превосходит изменения в контрольном варианте в этот период (см. выше по 
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тексту). Во всех экспериментальных вариантах уровень казеинолитической активности в 

этот период был ниже контрольного на 23–40%. 

На 7-е сутки роста культуры хлореллы во всех экспериментальных вариантах 

отмечено дальнейшее снижение казеинолитической активности в сравнении с 5-ми 

сутками в диапазоне концентрации эффектора в питательной среде 0,10–10,00 мг/л и при 

максимальной концентрации на 29–40%. Однако, в сравнении с контрольным вариантом, 

изменения носили разнонаправленный характер и зависели от концентрации соли 

марганца. Так, при его концентрации 0,01, 0,05 и 50,00 мг/л выявлен рост 

казеинолитической активности на 47, 25 и 34% соответственно, тогда как добавление в 

питательную среду эффектора в концентрации 1,00 мг/мл к этому сроку роста культуры 

сопровождалось угнетением расщепления казеина на 16%. 

Принципиально иную картину наблюдали в динамике фибриногенолитической 

активности (рис.). При добавлении в питательную среду хлорида марганца во всем 

диапазоне концентраций в 1-е сутки культивирования эта активность сильно возрастала, 

особенно при концентрации эффектора 0,50, 1,00 и максимальной его концентрации – в 

3,2, 3,2 и 3,4 раза соответственно. 

На 5-е сутки роста культуры отмечено увеличение фибриногенолитической 

активности супернатантов гомогенатов клеток хлореллы в сравнении с предыдущим 

сроком, за исключением концентраций эффектора 0,10, 0,50 мг/л и максимальной его 

концентрации. В остальных случаях прирост активности составил 38–73% с максимумом 

(70–73%) в диапазоне концентраций эффектора 5,00–50,00 мг/л. Это уступало росту 

фибриногенолитической активности в контрольном варианте. Однако лишь при 

концентрации хлорида марганца 50,00 мг/л фибриногенолитическая активность была 

выше контрольного варианта на 27% (рис.). 

На 7-е сутки роста культуры фибриногенолитическая активность супернатантов 

гомогенатов клеток хлореллы во всех экспериментальных вариантах практически не 

отличалась от контрольного (рис.). В отдельных случаях она была ниже, чем в начальный 

период культивирования: при концентрации 0,50, 1,00 и максимальной концентрации 

фибриногенолитическая активность на 7-е сутки была ниже на 23, 16 и 20% 

соответственно, чем в 1-е сутки культивирования. 

Подобная картина, впрочем, наблюдалась и при исследовании казеинолитической, 

а также желатинолитической активности. 

Полученные результаты дают основания для ряда выводов и предположений. Не 

вызывает сомнений, что безъядерный супернатант гомогената клеток хлореллы содержит 

несколько протеиназ, расщепляющих в различной степени три исследуемых белка, 

неоднотипно изменяющих активность в процессе роста культуры, в том числе и при 

добавлении хлорида марганца в питательную среду. Более того, результаты исследований 

позволяют думать, что в процессе роста культуры происходят «перестройки» системы 

внутриклеточного протеолиза. 

Далее, совершенно очевидна необходимость раскрытия склада субклеточных 

фракций в общую протеолитическую активность такого супернатанта гомогената клеток. 

При этом необходимо проведение ингибиторного анализа. Значимые изменения 

протеолитической активности при росте культуры водоросли при внесении хлорида 

марганца в питательную среду диктуют необходимость сопоставления изложенных в 

настоящей работе материалов с динамикой накопления биомассы и содержания белка в 

культуре. 

Эти моменты составляют довольно объемную задачу. В настоящее время нами 

развернуты и ведутся исследования по всем обозначенным направлениям. Результаты их 

позволят прояснить особенности организации системы протеолиза клетки хлореллы и 

значимости его реакций в жизнедеятельности этой водоросли.  
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