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УДК 577.151.45:546.712:582.263

И.А. ИЛЬЮЧИК, В.Н. НИКАНДРОВ
Беларусь, Пинск, Полесский государственный университет

ВЛИЯНИЕ ИОНОВ МАРГАНЦА INVITRO
НА ПРОТЕОЛИТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ
В СУПЕРНАТАНТАХ ГОМОГЕНАТОВ КЛЕТОК
CHLORELLA VULGARIS

Марганец является истинным незаменимым биоэлементом. Без него 
невозможны нормальные рост, развитие и продуктивность микроорганиз
мов, растений и животных.

«Сфера интересов» ионов и соединений марганца широка. Так, 
в растениях он выполняет функцию катализатора в кислород-выделяющем 
комплексе фотосистемы II [1]. Марганец входит в структуру или активи
рует ряд энзимов, участвующих в реакциях окисления-восстановле
ния, декарбоксилирования и гидролиза. Здесь достаточно упомянуть 
Mn-содержащие супероксид-дисмутазу и пируваткарбоксилазу [2].

Mn-зависимая пероксидаза (Е.С. 1.11.1.13) -  один из лигнолити- 
ческих энзимов, синтезируемых грибами Basidiomyces [3]. Он участвует 
в азотистом обмене в восстановлении нитратов до аммиака. В связи с этим 
у растений, испытывающих недостаток марганца, затруднено использова
ние нитратов в качестве источника азотного питания. Марганец связан 
с синтезом белка через регуляцию активности ДНК-полимеразы и РНК- 
полимеразы, а также активирует энзимы, участвующие в окислении важ
нейшего фитогормона -  ауксина.
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Мп способен активировать летальный токсин Clostridium sordelli и 
В токсин Clostridium difficile намного сильнее, чем Со2+, Mg2+, Са2+, 
Cu2+Zn2+ [4].

Вместе с тем избыточное поступление его приводит к развитию ток
сического эффекта -  ингибированию биосинтеза хлорофилла, что сопря- = 
жено со снижением скорости фотосинтеза, увеличению накопления окис
ленных фенольных соединений в апопласте листьев, появлению некроти
ческих коричневых пятен на листьях, стеблях, побегах, сморщиванию 
(сминанию) самых молодых листьев, хлорозу [5].

Избыток марганца может ослаблять рост микроорганизмов. На Strep
tococcus pneumoniae показано, что аккумуляция Мп сопровождалась изме
нениями процесса дефосфорилирования белков клетки вследствие гипер
активации Mn-зависимой протеин-фосфатазы [6].

Токсичность Мп связывают также с дисфункцией митохондрий 
и увеличением генерирования активных форм кислорода [7].

Нарушения нормальной функции фотосинтетического аппарата обу
словливает гибель организма, что, в частности, наблюдали на зеленой во
доросли Scenedesmus ecornis при высоких концентрациях хлорида марган
ца в питательной среде [8].

Значение марганца в реализации биохимических и физиологических 
процессов изучается давно, однако механизм действия этих ионов еще 
далек от исчерпывающей ясности. В источниках литературы практически 
отсутствуют данные о влиянии Мп2+ на систему протеолиза -  одного из 
универсальных регуляторов метаболизма, в частности, на протеолити- 
ческие реакции в жизнедеятельности микроводорослей. Имеются лишь 
фрагментарного характера сообщения о действии этих катионов на казеи- 
нолитическую и гемоглобинолитическую активность отдельных серино- 
вых протеиназ и папаина [9].

Цель настоящей работы -  выявление особенностей изменения проте- 
олитической активности супернатантов гомогенатов клеток хлореллы 
in vitro при добавлении МпСЬ в широком диапазоне концентраций.

Материалы и методы исследования. Объектом исследования слу
жила микроводоросль Chlorella vulgaris, штамм IBCEC-19 из коллекции 
водорослей Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. 
В работе использовали фибриноген человека («Sigma», США), бактоагар 
(«Melford», США), казеин по Гаммерстену и другие реактивы квалифика
ции «хч» производства стран СНГ.

Ch. vulgaris выращивали в условиях периодической культуры на сре
де Тамийя [10] при непрерывном барботаже суспензии клеток воздухом -  
25 л/ч; температуре окружающей среды -  25-26 °С; освещенности 
на поверхности сосуда -  32 Вт/м2; фотопериоде (свет/темнота) -12  ч/ 12 ч.
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На 7-е сутки роста культуры, используя камеру Горяева, определяли 
концентрацию клеток, отбирали аликвоты культуры, содержащие по 
65 ±0,38 млн/мл клеток, центрифугировали в течение 20 мин при 
3 ООО об/мин, трижды отмывали дистиллированной водой.

Клетки гомогенизировали с бидистиллированной водой на льду, го
могенат центрифугировали в течение 10 мин при 8 ООО об/мин и 4 °С.

Протеолитическую активность полученных супернатантов определя
ли по лизису казеина или фибриногена в тонком слое агарового геля [11], 
В качестве растворителя при приготовлении белок-агаровых пластин ис
пользовали 0,1 М трис-HCl буфер, pH 7,4; растворитель для МпС12 -  биди- 
стиллированная вода. Концентрация белков в белок-агаровой смеси -  
Юг/л, агар-агара -  10 г/л. Объем наносимого образца на готовые белок- 
агаровые пластины супернатанта хлореллы с добавлением равных объемов 
раствора МпСЬ до конечной концентрации соли от 10"8 до 10”2 М -  20 мкл. 
Время инкубирования пластин с нанесенными пробами при температуре 
37 °С -  20 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой белок-агаровых 
пластин 1 н хлорной кислотой.

Концентрацию белка в супернатантах определяли колориметриче
ским методом [12].

Все эксперименты выполнены не менее чем четырехкратно. Полу
ченные результаты обработаны статистически с вычислением ^-критерия 
Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Супернатанты гомогенатов хлореллы 
обладалют протеолитической активностью и способны расщеплять оба 
белка-субстрата. При этом активность по фибриногену превышает таковую 
на 39 % (таблица).

Таблица -  Расщепление белков-субстратов супернатантами гомогенатов 
клеток Ch. vulgaris в присутствии ионов Мп2+

Концентрация МпС12, М Площадь расщепления белков-субстратов, мм
казеина (п = 5) фибриногена (п = 4)

Контроль (без добавок) 100,4 ±3,2 139,1 ±3,9
10'2 91,7 ±4,0 138,4 ±4,4
Ю'3 87,7 ± 4,0* 124,2 ±4,2*
кг* 95,0 ± 3,5 102,4 ± 1,2*
1(Г5 88,3 ± 2,0* 120,1 ±2,4*
кг6 101,4 ±2,8 102,5 ±5,7*
1СГ7 94,5 ± 3,4 107,0 ±2,1*
10‘s 99,3 ± 2,5 95,0 ± 3,9*

Примечание: * -  изменения статистически достоверны при Р < 0,05
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Ранее, основываясь на результатах исследования протеолитической 
активности штаммов микроорганизма Pseudomonas aeruginosa, уже отме
чали, что казеин по Гаммерстену далеко не всегда является подходящим 
субстратом при исследовании протеолиза [13].

Однако в данном конкретном случае использование казеина наряду 
с другим белком позволило выявить своеобразную картину. Добавление 
катионов Мп2+ обусловило совершенно разные изменения протеолитиче
ской активности по двум использованным белкам-субстратам. Как было 
отмечено выше, в отсутствие добавки катионов марганца интенсивность 
расщепления фибриногена заметно превосходила таковую казеина. При 
минимальной концентрации ионов металла разницы в расщеплении двух 
белков практически не наблюдалось (таблица). Однако с увеличением кон
центрации Мп2+ интенсивность расщепления казеина изменялась не более 
чем на 12 % (рисунок).

А/А,, %

-Ig [С], М

Рисунок -  Влияние ионов марганца на расщепление экстрактами 
Ch. vulgaris казеина (1) и фибриногена (2) 

в ОД М трис-НС1 буфере, pH 7,4

В то же время расщепление фибриногена резко усиливалось, при
чем кривая графика зависимости имела двухфазный характер: первая 
фаза в диапазоне концентраций ІО^-ІСГ4 М (подавление активности 
на 27-35 %) и вторая -  при концентрации > КГ5 М (угнетение активно
сти не превышало 27 %, а при максимальной концентрации незначи
тельно отличалось от контроля) (рисунок).
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Здесь может быть два объяснения:
1. Либо в супернатанте присутствуют, по меньшей мере, две про- 

теиназы, одна из которых Mn-независимая, а вторая подавляется этим 
катионом в низких концентрациях. Учитывая, что гомогенизация прове
дена в гипотонической среде, вполне вероятно разрушение мембран 
внутриклеточных структур с выходом содержимого в растворимую фазу. 
Цитозоль и органеллы клетки вполне могут иметь несколько различ
ных протеиназ.

2. Либо имеет место разное взаимодействие катионов марганца 
с казеином и фибриногеном. Этот вариант кажется более реальным, 
поскольку снижение интенсивности расщепления фибриногена начинает 
уменьшаться при концентрации Mn2+ > 10-5 М. Вместе с тем нельзя ис
ключить и возможность конформационных изменений молекул энзимов.

Прояснение этого достаточно интересного и значимого для раскры
тия особенностей биохимии клеток хлореллы момента требует проведе
ния исследований с более широким набором белков-субстратов, при раз
личном значении pH и ингибиторного анализа с группоспецифическими 
ингибиторами протеиназ, что составляет достаточно объемную задачу 
в перспективе.
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