
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2019, № 248

УДК 577.152.161

ОСОБЕННОСТИ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ДЕГИДРОГЕНАЗ 
ЛАКТАТА И МАЛАТА В ХЛОРЕЛЛЕ В РАЗНЫХ УСЛОВИЯХ 

Н. Р. Комарова, М. И. Фалалеева, А. В. Миткевич, Е. В. Ковалёва, А. Т. Епринцев

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет» 
Поступила в редакцию 15.02.2019 г.

Аннотация. В данной работе в качестве объекта исследования была выбрана одноклеточная 
зеленая водоросль Chlorella vulgaris. Спектр использования хлореллы очень широк: пищевая про-
мышленность, сфера здравоохранения, научные исследования, для получения биотоплива и очистки 
сточных вод. Эта микроводоросль имеет быстрый темп роста и реагирует на каждый набор условий 
роста, изменяя выход конкретного компонента. Изучена динамика изменения активности фермен-
тов лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27)  и малатдегидрогеназы (МДГ, КФ 1.1.1.37) из  Chlorella 
vulgaris, культивируемой в аэробных и микроаэробных условиях. Установлена зависимость работы 
данных ферментов от содержания кислорода в среде. В условиях гипоксии общая активность энзи-
мов ЛДГ и МДГ менялась на протяжении всего времени экспозиции: наблюдался стабильный рост 
активности ЛДГ до окончания эксперимента. Так, например, активность на 8 день роста была выше 
в 2 раза активности на 7 день роста. Максимальная активность этого фермента наблюдалась на 10 
день роста. Показатели ее активности в этот момент превышали более чем в 5 раз среднее значение 
этой величины в контрольной группе растений. В то же время, отмечено снижение активности МДГ 
в микроводоросли, выращенной микроаэробно, по сравнению с контрольными образцами: в хло-
релле активность МДГ в контрольном варианте практически не менялась в течение всего времени 
экспозиции. В то же время, активность на свету была ниже, чем в темноте, примерно в 1.5-1.6 раза. 
Величина активности МДГ в условиях гипоксии снижалась на протяжении всего времени экспери-
мента в микроаэробных условиях, при этом ее величина на 10 день роста была в 2.5 раза ниже ана-
логичного значения на 7 день роста. Также, в «гипоксической» группе активность МДГ была ниже 
в среднем в 3.5 раза таковой в контрольной группе.  
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Хлорелла, род зеленых водорослей (семейство 
Chlorellaceae), встречается отдельно или в скопле-
ниях в пресной или соленой воде, а также в почве. 
Хлорелла широко используется в исследованиях 
фотосинтеза, экспериментах массового производ-
ства и очистки сточных вод. Поскольку водоросли 
быстро размножаются, богаты белками и витами-
нами группы В, некоторые виды также были из-
учены как потенциальный пищевой продукт для 
людей как на Земле, так и в космосе [1-2].

Хлорелла является представителем одного из 
самых привлекательных видов водорослей для 
производства биотоплива. Годовой объем произ-
водства хлореллы в 2009 году достиг 2000 т (в 
сухом весе), а основными производителями яв-
ляются Япония, Германия и Тайвань [3-4]. Эта 
микроводоросль имеет быстрый темп роста и 

реагирует на каждый набор условий роста, изме-
няя выход конкретного компонента. Исследуемая 
зеленая водоросль используется в качестве добав-
ки  в сельском хозяйстве для обогащения кормов 
и в пищевой промышленности в качестве био-
добавки, поскольку Chlorella содержит большое 
количество полиненасыщенных жирных кислот. 
В настоящее время исследуется роль C. vulgaris 
в очистке сточных вод и отдельных водоемов от 
нефтезагрязнений (снижение химической потреб-
ности в кислороде и биоремедиация) [5], а также 
в медицине для исследования применения водо-
рослевой суспензии для профилактики и лечения 
рака. 

Малатдегидрогеназа (МДГ КФ 1.1.1.37) – один 
из ферментов ЦТК, функционирующий в кисло-
родных условиях. Измерения активности МДГ в 
данной работе служили контролем достижения 
микроаэробных условий посева хлореллы. Фер-



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2019, № 2 49

мент лактатдегидрогеназа (ЛДГ КФ 1.1.1.27) вы-
бран для изучения адаптивной реакции микрово-
доросли на гипоксию [6-7], т.к. он активируется, 
когда цикл Кребса работает не в полном объеме и 
роль гликолиза возрастает. 

 Цель работы – изучение  динамики активно-
сти и функциональной роли ферментов лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) и малатдеги-
дрогеназы (МДГ, КФ 1.1.1.37) у Chlorella vulgaris 
(хлорелла обыкновенная), культивированных в 
разных условиях. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объект исследования. В качестве объекта 

исследований использовали  одноклеточные зе-
леные водоросли Chlorella vulgaris Beijer. var. 
vulgaris из коллекции IPPAS ИФО РАН им. К.А. 
Тимирязева. Для культивирования использовали 
среду следующего состава (г/л): KNO3 - 5; KH2PO4 
– 1.25; Mg2SO4•7H2O  - 2.5; KCl - 125; вода дис-
тиллированная – 1 л; FeSO4•7H2O – 0.009, ЭДТА 
– 0.037, раствор микроэлементов – 1 мл (H3BO3 
– 2.86 г/л, MnCl2•4H2O – 1.81 г/л, ZnSO4•7H2O – 
0.222, MoO3 – 0.018, NH4VO – 0.023) [8-9]. pH сре-
ды перед посевом доводили до 7.5. Инкубировали 
при температуре 27 °С. Интервал между пересе-
вами составлял 10-14 суток. 

Для создания микроаэробных условий микро-
водоросли культивировали во флаконах емкостью 
0.5 л. С этой целью флаконы наполняли свежепро-
кипяченой средой [10]. 

 Получение ферментативных экстрактов. 
Определение ферментативной активности про-
водили в супернатанте клеточного экстракта из 
культуры на восьмой, девятый и десятый день ро-
ста. При этом одна часть растений находилась в 
нормальных по содержанию кислорода условиях, 
другая  выращена микроаэробно.  

Супернатант использовали для определения 
активности ЛДГ и МДГ.

Измерение активности ферментов. Актив-
ность фермента ЛДГ измеряли спектрофото-
метрически при 340 нм по скорости окисления 
NADH на спектрофотометре ЛОМО СФ-56 (Рос-
сия). Реакционная среда состояла из 2 мл 50 мМ 
Tris-HCl-буфера (рН 7.4), 0.06 мМ NADH, 1 мМ 
пирувата натрия. Реакцию запускали добавлени-
ем пирувата натрия [11].

Активность фермента МДГ измеряли спек-
трофотометрически при 340 нм по изменению 
оптической плотности реакционной смеси, опре-
деляемой скоростью расходования NADH на 

спектрофотометре ЛОМО СФ-56 (Россия). Реак-
ционная среда состояла из 2 мл 50 мМ Tris-HCl-
буфера (рН 8.0), 0.15 мМ NADH, 1.5 мМ оксалоа-
цетата [11-13].

Активность ферментов выражали в единицах 
ферментативной активности (Е) на 1 мл среды и 
удельную – на 1мг белка. Концентрацию белка 
определяли методом Лоури [14].

Статистическая обработка результатов. 
Эксперименты проводили в 3–4 биологических 
повторностях. Рассчитывали среднее арифмети-
ческое среднеквадратическое отклонение каждой 
выборки [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В микроводоросли Chlorella vulgaris актив-

ность фермента ЛДГ в контрольном варианте 
оставалась практически неизменной относитель-
но исходной точки (7 день с момента посева) как в 
темноте, так и на свету, на протяжении всего экспе-
римента. В условиях гипоксии общая активность 
ферментов ЛДГ и МДГ менялась на протяжении 
всего времени экспозиции: наблюдался стабиль-
ный рост активности ЛДГ до окончания экспери-
мента. Так, например, активность на 8 день роста 
была выше в 2 раза активности на 7 день роста. 
Максимальная активность этого фермента наблю-
далась на 10 день роста. Показатели ее активности 
в этот момент превышали более чем в 5 раз среднее 
значение этой величины в контрольных растениях 
(рис. 1). Величина удельной активности также воз-
росла к окончанию эксперимента в 1.3 раза.

В хлорелле активность МДГ в контрольном ва-
рианте практически не менялась в течение всего вре-
мени экспозиции (рис. 1). В то же время, активность 
на свету была ниже, чем в темноте, примерно в 1.5-
1.6 раза. Величина активности МДГ в условиях ги-
поксии снижалась на протяжении всей экспозиции 
в микроаэробных условиях, при этом ее величина 
на 10 день роста была в 2.5 раза ниже аналогичного 
значения на 7 день роста. Также, в «гипоксической» 
группе активность МДГ была ниже в среднем в 3.5 
раза таковой в контрольной группе.  

Интересно отметить, что снижение общей 
активности МДГ происходит сопряженно с по-
вышением активности ЛДГ: по мере угнетения 
активности малатдегидрогеназы, роль ЛДГ в ме-
таболизме при гипоксии  возрастает (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что гипоксия приводит к резкому 

снижению кислородного дыхания [16-18], в ци-
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Рис. 1. Динамика общей (а) и удельной (б) активности ферментов лактатдегидрогеназы (1) и малат-
дегидрогеназы (2) хлореллы обыкновенной в разных условиях.

топлазме индуцируется работа ЛДГ.  С помощью 
МДГ –  фермента ЦТК, в этом эксперименте было 
достоверно установлено наличие гипоксии.

В наших опытах получены данные об измене-
нии активности лактатдегидрогеназы, участвую-
щей в адаптивной реакции клеточного метаболиз-
ма к пониженному содержанию кислорода. При 
этом было показано максимальное увеличение 
активности ЛДГ хлореллы к 10 дню экспозиции 
в микроаэробных условиях. Активность ЛДГ по-
вышалась более, чем в 5 раз по сравнению с кон-
тролем. Специфические различия для динамики 
активности позволяют предложить, что механизм 
адаптации хлореллы к гипоксии сопоставим с та-
ковым у высших растений, показанным в работах 
[7,  19-20]. Таким образом, активное функциони-
рование ферментативной системы ЛДГ обеспечи-
вает реокисление гликолитического NADH, что 
возможно, способствует поддержанию энергети-
ческого баланса клетки при недостатке кислорода.    

Рис. 2 Сравнение динамики общей (а) и удельной (б) активности ЛДГ и МДГ при гипоксии
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 FUNCTIONING FEATURES OF DEHYDROGENASES OF 
LACTATE AND MALATE IN CHLORELLA IN DIFFERENT 

CONDITIONS
N. R. Komarova, M. I. Falaleeva, A. V. Mitkevich, E. V. Kovaleva, A. T. Eprintsev 

Voronezh State University

Abstract. In this study, the unicellular green alga Chlorella vulgaris was chosen as the object of 
study. The range of use of chlorella is very wide: food industry, health care, research, to obtain biofuels 
and wastewater treatment. This microalgae has a rapid growth rate and responds to each set of growth 
conditions, changing the yield of a particular component. The dynamics of changes in the activity of 
enzymes lactate dehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) and malate dehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) from 
Chlorella vulgaris, cultivated under aerobic and microaerobic conditions, was studied. The dependence of 
the work of these enzymes on the oxygen content in the medium was established: under hypoxic conditions, 
the total activity of LDH and MDH enzymes changed throughout the entire exposure time: a steady increase 
in LDH activity was observed until the end of the experiment. For example, the activity on the 8th day of 
growth was 2 times higher than the activity on the 7th day of growth. The maximum activity of this enzyme 
was observed on the 10th day of growth. The indicators of its activity at this moment exceeded more than 5 
times the average value of this value in the control group of plants. At the same time, there was a decrease in 
the activity of MDH in a microaerobic microalgae compared to the control samples: in chlorella, the MDH 
activity in the control variant remained almost unchanged during the entire exposure time. At the same 
time, activity in the light was lower than in the dark, about 1.5–1.6 times. The magnitude of MDH activity 
under hypoxic conditions decreased throughout the experiment in microaerobic conditions, while its value 
at 10 days of growth was 2.5 times lower than the same value at 7 days of growth. Also, in the "hypoxic" 
group, the MDH activity was lower, on average, by 3.5 times that in the control group.

Keywords: hypoxia, dynamics, lactate dehydrogenase, malate dehydrogenase, microalgae
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