
1887

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  12,  с.  1887  –  1897

УДК 577.151.63

НИИ физико�химической биологии имени А.Н. Белозерского, Московский государственный университет
имени М.В. Ломоносова, 119991 Москва, Россия; электронная почта: bor@belozersky.msu.ru

Поступила в редакцию 10.07.2020
После доработки 05.09.2020

Принята к публикации 05.09.2020

Цитохром bd�I – терминальная оксидаза дыхательной цепи Escherichia coli. Этот интегральный мембранный
белок содержит три редокс�активные простетические группы: гемы b558, b595 и d. Фермент сопрягает перенос
электронов от хинола на молекулярный кислород с генерацией протон�движущей силы и выполняет важ�
ные физиологические функции. В данной работе исследовали влияние мембранного окружения на способ�
ность цитохрома bd�I связывать лиганды. Использовали метод абсорбционной спектроскопии. Найдено,
что мембранное окружение модулирует лиганд�связывающие характеристики гемопротеина как в окислен�
ном, так и восстановленном состоянии. Изменения поглощения, наблюдаемые при добавлении экзогенно�
го лиганда, такого как цианид или окись углерода (СО), к солюбилизированному в детергенте ферменту го�
раздо более обширны и неоднородны, чем в случае мембран. В нативных мембранах цианид и СО взаимо�
действуют в основном с гемом d. При изолировании фермента появляется добавочный сайт связывания ли�
гандов (гем b558), о чем свидетельствует увеличение изменений поглощения в полосе Соре. Эта дополни�
тельная реакционная способность обнаруживается и при простой обработке мембран детергентом. Выяв�
ленный эффект не является тривиальной денатурацией, поскольку встраивание изолированного фермента
в азолектиновые липосомы приводит к восстановлению лиганд�связывающих свойств, характерных для ин�
тактных мембран.
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ВВЕДЕНИЕ

Цитохром bd�I – одна из трех терминальных
оксидаз аэробной цепи переноса электронов
Escherichia coli [1–5]. Фермент катализирует
окисление восстановленного хинона (убихино�
ла�8 или менахинола�8) молекулярным кисло�
родом с образованием хинона и воды [6–9].
Подобно цитохром с�оксидазе и другим членам
суперсемейства гем�медных оксидаз [10–16],
цитохром bd�I сопрягает экзергоническую ре�
акцию восстановления кислорода с генерацией
протон�движущей силы [17, 18]. Однако гем�
медные оксидазы являются истинными про�
тонными насосами [19, 20], тогда как цитохром
bd�I «помповые» протоны не перекачивает и ге�

нерирует мембранный потенциал только путем
трансмембранного разделения зарядов [21–23].
В результате оксидаза типа bd функционирует с
более низкой энергетической эффективностью
по сравнению с дыхательными гем�медными
ферментами [17, 24]. Белок экспрессируется в
микроаэробных условиях [25, 26] и выполняет
важные физиологические функции [27–30].
Фермент обеспечивает устойчивость бакте�
риальной клетки к оксиду азота [31–35], пер�
оксинитриту [36], сероводороду [37], перекиси
водорода [38–43], но не к окиси углерода
(CO) [44].

Трехмерная структура цитохрома bd�I E. coli
недавно была определена с помощью одночас�
тичной криоэлектронной микроскопии (cryo�
EM) [45, 46]. Согласно структуре cryo�EM, в
состав фермента входят четыре субъединицы.
Еще совсем недавно считали, что цитохром bd
состоит из двух субъединиц: CydA (~ 57 кДа) и
CydB (~ 43 кДа) [47–49]. Позже была обнаруже�
на третья, небольшая субъединица, которую
назвали CydX (~ 4 кДа) [50–55]. Еще одна ма�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : BQCl4 – тетрахлоро�1,4�
бензохинон; Ches – 2�(циклогексиламино)этансульфонат;
CO – окись углерода; cryo�EM – одночастичная криоэлек�
тронная микроскопия; Em – потенциал полувосстановле�
ния; Hepes – N�2�гидроксиэтилпиперазин�N�2�этансуль�
фонат; SB�12 – додецил�N,N�диметиламин�3�пропан�
сульфонат.
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ленькая, четвертая субъединица, названная
CydH [45] или CydY [46], была идентифициро�
вана с помощью cryo�EM. CydA содержит сайт
окисления хинола (Q�петля) и три гема – b558,
b595 и d. Цитохром bd�I E. coli входит в состав
подсемейства L (long Q�loop) оксидаз типа bd
[4, 56]. C�концевая вставка из ~ 60 остатков в Q�
петле играет роль в сборке и стабильности фер�
мента E. coli [57, 58]. Гем b558 координируется
His�186 и Met�393 и непосредственно участвует
в окислении хинола [59–61]. Гем b595 имеет Glu�
445 в качестве аксиального лиганда [45, 46]. Гем
d координируется His�19 [45] либо Glu�99 [46] и
является сайтом связывания O2 и его превраще�
ния в 2H2O. Интересно, что имеются убедитель�
ные спектроскопические свидетельства того,
что высокоспиновые гемы d и b595 образуют
функциональный двухгемовый активный сайт
[62–75]. Все гемовые аксиальные лиганды нахо�
дятся в CydA. Вследствие высокого сродства к
O2 [76, 77] гем d в аэробных условиях обычно
пребывает в стабильной окси�ферро форме
[78–81]. Было продемонстрировано, что значе�
ния потенциалов полувосстановления (Em) всех
трех гемов чувствительны к pH, и что Em гема
b558 также чувствителен к типу детергента, ис�
пользуемого для солюбилизации белка [82].

Вопрос, на который предстояло ответить в
ходе этого исследования, заключался в следую�
щем: влияет ли мембранное окружение на ли�
ганд�связывающие свойства цитохрома bd�I,
включая протеолипосомы? Этот вопрос до сих
пор оставался без ответа.

Понимание молекулярных механизмов
функционирования белков, встроенных в мемб�
рану, таких как переносчики и ферменты, требу�
ет знания того, как именно они взаимодейству�
ют с мембранным липидным окружением [83].
Недавние исследования мембранных белков с
использованием экспериментальных и вычис�
лительных методов позволяют предположить,
что липидные мембраны могут существенно
влиять на локальную структуру, динамику и ак�
тивность белков [83–86]. До сих пор нет иссле�
дований цитохрома bd либо других встроенных в
мембрану дыхательных терминальных оксидаз с
помощью вычислительных подходов, в которых
был бы охарактеризован молекулярный меха�
низм того, как мембрана влияет на свойства
белков этого типа. Однако одна эксперимен�
тальная работа заслуживает внимания. Andreev
и Konstantinov [87] исследовали связывание ци�
анида с окисленной цитохром с�оксидазой суб�
митохондриальных частиц сердца быка, а также
с ферментом, солюбилизированным в детерген�
те либо встроенным в липосомы. Они обнару�
жили, что значение KD реакции кардинально за�

висит от окружения белка. Это значение увели�
чивается в 100–1000 раз при солюбилизации
фермента, но уменьшается при встраивании
изолированной цитохром с�оксидазы в липосо�
мы [87]. 

В настоящем исследовании установлено, что
реакционная способность гемовых центров ци�
тохрома bd�I существенно модулируется липид�
ным окружением. Полученные результаты будут
способствовать лучшему пониманию молеку�
лярных механизмов функционирования терми�
нальных оксидаз и других важных металл�свя�
зывающих редокс�белков. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Химические реактивы. В работе использовали
триптон и дрожжевой экстракт фирмы «Difco»
(США); тетрахлоро�1,4�бензохинон (BQCl4) –
«Aldrich» (США); N�лаурилсаркозинат нат�
рия – «Fluka» (Швейцария); окись углерода, ди�
тионит натрия, KCl, MgSO4 – «Merck» (Герма�
ния); KCN – «Suprapur» (Германия); додецил�
N,N�диметиламин�3�пропан�сульфонат (SB�
12), персульфат аммония, холат натрия, ЭДТА,
Ches, Hepes – «Serva» (Германия); азолектин
(фосфатидилхолин тип II�S) – «Sigma» (США).
Остальные реактивы были отечественного про�
изводства квалификации ос.ч. Все водные раст�
воры готовили на дистиллированной воде, до�
полнительно очищенной с помощью установки
«Milli�Q» («Millipore», США).

Бактериальный штамм. В работе использова�
ли штамм E. coli GO105/pTK1, любезно предо�
ставленный Р.Б. Геннисом (Иллинойский уни�
верситет, США). Этот штамм сверхпродуцирует
цитохром bd�I. Кроме того, в нем отсутствует
цитохром bo3, что дает возможность получать
препараты цитохрома bd�I без примеси оксида�
зы bo3 [61].

Выращивание клеток. Клетки E. coli выращи�
вали аэробно при температуре 37 °С в ферменте�
ре с контролируемой подачей О2. Среда выра�
щивания содержала 1%�ный триптон, 0,5%�ный
дрожжевой экстракт, 0,17 M NaCl, 0,005%�ный
канамицин и 0,01%�ный ампициллин, pH 7,2.
Клетки выращивали до поздней логарифмичес�
кой фазы роста и затем осаждали. 

Получение мембран, выделение и очистка ци�
тохрома bd�I. Получение мембран проводили,
пропуская клеточную суспензию через пресс
Френча, как описано в [69]. Цитохром bd�I вы�
деляли в соответствии с [88], опуская конечную
стадию хроматографии на гидроксиапатите. 

Встраивание цитохрома bd�I в фосфолипид�
ные везикулы. Встраивание изолированного
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фермента в азолектиновые липосомы проводи�
ли диализным методом, описанным Racker [89],
с некоторыми модификациями. Смесь азолек�
тина (40 мг/мл) с 2%�ным холатом натрия, 2 мМ
MgSO4, 50 мМ фосфатом калия, рН 7,5, проду�
вали аргоном в течение 10 мин. Затем получен�
ную суспензию липида с детергентом обрабаты�
вали ультразвуком с помощью ультразвукового
дезинтегратора УЗДН�2Т («Союз�Прибор»,
Россия) 2–4 раза по 20 с, с контролем темпера�
туры (0 °С) и при максимальном резонансе до
полного ее просветления. После обработки
ультразвуком к суспензии добавляли цитохром
bd�I (под током аргона) так, чтобы соотношение
белка и липида составляло 1 : 40. Затем раствор
подвергали диализу против 300–500 объемов бу�
фера, с трехкратной сменой буфера в течение 8 ч
каждая. Состав буфера для диализа был тем же,
что и буфера, используемого для обработки ли�
пидов ультразвуком, но без холата.

Измерения. Изменения поглощения регист�
рировали на спектрофотометре  Aminco�SLM
DW 2000 UV�Vis в кюветах с длиной оптическо�
го пути 10 мм при комнатной температуре. Сос�
тав среды, используемый в экспериментах, см. в
подписях   к рисункам.

Концентрацию цитохрома bd�I определяли
из его разностного спектра поглощения (восста�
новленный дитионитом минус исходный), ис�
пользуя значение Δε628–607 = 10,8 мМ–1 см–1 [64].

Концентрацию белка определяли по методу
Lowry et al. [90]. 

При обработке детергентом бактериальные
мембраны (~ 40 мг белка/мл) разбавляли в 3,5
раза 75 мМ фосфатом калия, 150 мМ KCl, 5 мМ
ЭДТА, рН 6,5. Затем добавляли детергент SB�12
до конечной концентрации 30 мг/мл. Получен�
ную смесь инкубировали в течение 30 мин на ль�
ду при перемешивании.

Для перевода солюбилизированного цито�
хрома bd�I в полностью окисленное состояние
его обрабатывали липофильными акцепторами
электронов – BQCl4 либо феррицинием с пер�
сульфатом аммония [80].

Обработка полученных данных. Данные об�
рабатывали с использованием программных
пакетов GIM (Scientific Graphic Interactive
Management System, разработан А.Л. Драчевым
в МГУ им. М.В. Ломоносова) и Origin (OriginLab
Corporation, США).

PЕЗУЛЬТАТЫ ИСЛЕДОВАНИЙ
И ИX ОБCУЖДЕНИЕ

Взаимодействие цитохрома bd�I E. coli с циа�
нидом. Добавление 50 мМ KCN к мембранам

E. coli, содержащим цитохром bd�I, приводит к
заметным изменениям в разностном (обрабо�
танный цианидом минус исходный) спектре пог�
лощения (рис. 1 и 2). В области α�полосы гема d
наблюдается уменьшение поглощения при 649
нм (рис. 1, б и 2, б). Полоса поглощения при
647–650 нм характерна для т.н. оксикомплекса
гема d, в котором гем восстановлен и связан с
кислородом [78–80]. Оксикомплекс достаточно
стабилен, что, вероятно, обусловлено высоким
сродством гема d2+ к кислороду [76] и является
одним из двух наиболее распространенных ка�
талитических интермедиатов в стационарных
условиях [81]. Провал при 648 нм свидетельству�
ет о распаде оксикомплекса гема d, вызванного
цианидом, и, вероятно, связывании лиганда с
гемом d. Влияние цианида на спектр поглоще�
ния цитохрома d аэробной суспензии мембран�
ных частиц E. coli было ранее изучено Pudek и
Bragg [91]. Авторы также наблюдали исчезнове�
ние полосы поглощения при 648 нм после до�
бавления цианида, но ошибочно объяснили
этот распад реакцией лиганда с ферриформой
гема d. Исследование Pudek и Bragg ограничи�
лось измерениями в диапазоне длин волн от 600
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Рис. 1. Спектральные изменения связанного с мембраной
цитохрома bd�I E. coli в полосе Соре (а) и видимой облас�
ти (б), вызываемые цианидом. Представлены разностные
спектры поглощения бактериальных мембран, содержа�
щих цитохром bd�I (обработанные цианидом минус исход�
ные), записанные через 5 с (1) и 11 мин (2) после добавле�
ния 50 мМ KCN. Буфер: 50 мМ Hepes, 50 мМ Ches, 50 мМ
K2SO4, 10 мМ MgSO4 и 0,1 мМ ЭДТА, рН 8,0. Концентра�
ция цитохрома bd�I – 0,7 мкМ. (С цветными вариантами
рис. 1, 3–6 можно ознакомиться в электронной версии
статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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до 700 нм (например, см. рис. 6 в [91]). Исполь�
зуя мембранные частицы Azotobacter vinelandii,
Kauffman и Van Gelder [92] получили аналогич�
ные результаты, но также исследовали только
диапазон α�полосы гема d. В данной работе ис�

следуемая спектральная область была расшире�
на. Это позволило установить, что влияние циа�
нида на цитохром bd�содержащие мембраны E.
coli не ограничивается исчезновением α�полосы
гема d с пиком при 649 нм. Добавление KCN
также вызывает длинноволновый сдвиг полосы
Соре, не описанный ранее: наблюдается полоса
с максимумом при 433 нм и минимумом при
410 нм (рис. 1, а и 2, а). Кроме того, обнаружи�
вается увеличение поглощения при 562 нм
(рис. 1, б и 2, б). Кинетика изменений поглоще�
ния в полосе Соре очень похожа на кинетику,
зарегистрированную при 562 нм (рис. 3), но не
коррелирует с развитием провала 649 нм (дан�
ные не приведены). Значительная величина
спектральных изменений в γ�области, вызван�
ных цианидом (Δε433�410 ~ 90 мМ–1 см–1 для
спектра 2 на рис. 1, а), могла бы быть интерпре�
тирована как связывание лиганда с гемом ти�
па b. Известно, однако, что пик 562 нм, наблю�
даемый на рис. 1, б, характерен для α�полосы ге�
ма b558 и β�полосы гема b595 в разностном (вос�
становленный минус окисленный) спектре пог�
лощения цитохрома bd�I E. coli [70, 93, 94]. Кро�
ме того, повышенное поглощение в районе
595 нм (спектр 2 на рис. 1, б) может быть приз�
наком α�полосы восстановленного гема b595 [70,
93, 94]. Следовательно, поскольку развитие
длинноволнового сдвига в полосе Соре корре�
лирует с кинетикой появления пика при 562 нм
(рис. 3), можно сделать вывод, что большая
часть изменений в γ�полосе, вызванных циани�
дом, отражает восстановление гемов b558 и b595

эндогенными источниками электронов, а не
взаимодействие лиганда с этими гемами. 
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Рис. 2. Спектральные изменения разных форм цитохрома
bd�I E. coli в полосе Соре (а) и видимой области (б), вызы�
ваемые цианидом. Представлены разностные спектры пог�
лощения нативных бактериальных мембран, содержащих
цитохром bd�I; изолированного солюбилизированного
фермента; цитохрома bd�I, встроенного в искусственные
липосомы; и цитохром bd�I�содержащих бактериальных
мембран после обработки детергентом SB�12. Разностные
спектры «обработанные 50 мМ KCN минус «без добавок»
обозначены пунктирными линиями, тогда как «обработан�
ные 50 мМ KCN минус “после инкубации с окислителем в
течение 10 мин”» – сплошными. В случае изолированного
солюбилизированного фермента в качестве окислителя
использовали 4,8 мкМ BQCl4, а при работе с нативными и
обработанными детергентом бактериальными мембрана�
ми – 40 мкМ феррициний с 0,2 мМ персульфатом аммо�
ния. Основная среда: 50 мМ Hepes, 50 мМ Ches и 0,1 мМ
ЭДТА, рН 8,0. Дополнительные компоненты: 50 мМ K2SO4

и 10 мМ MgSO4 (нативные и обработанные детергентом
мембраны); 0,05%�ный N�лаурилсаркозинат натрия (изо�
лированный фермент)

Рис. 3. Сопоставление кинетики изменений поглощения в
Соре и при 562 нм, вызываемых добавлением 50 мМ циа�
нида к цитохром bd�I�содержащим мембранам E. coli. Ус�
ловия как на рис. 1. Экспериментальные точки приведены
в процентах от конечной величины ответа, взятой за 100%
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Дальнейшее подтверждение этого вывода по�
лучили, изучив влияние цианида на спектры
поглощения мембран E. coli, содержащих цито�
хром bd�I, в присутствии окислителей (рис. 2 и
4). Следует отметить, что в отличие от выделен�
ного изолированного фермента, который может
быть переведен в полностью окисленное состоя�
ние липофильными окислителями [80], предин�
кубация цитохром bd�I�содержащих бактериаль�
ных мембран с окислителями феррицинием и
персульфатом аммония не приводит к распаду
оксикомплекса и окислению гема d (данные не
приведены). В течение первых 4–5 мин после
добавления цианида к выделенным мембранам,
предварительно инкубированным с окислителя�
ми, происходят изменения поглощения, анало�
гичные изменениям в отсутствие окислителей:
длинноволновый сдвиг полосы Соре со значени�
ем Δε433�410, достигающим ~ 50 мМ–1см–1, и уве�
личение поглощения при 562 нм (рис. 4). Затем,
однако, происходит медленное обращение этих
спектральных изменений и в конце концов воз�
никает устойчивый ответ в области Соре с
Δε430�410 ~ 20 мМ�1см�1, при этом пик при 562 нм
отсутствует (спектр 3 на рис. 4). Кинетики инду�
цированных цианидом изменений поглощения в
γ�области и при 561 нм очень похожи (рис. 5), ве�
роятно, отражая один и тот же процесс – проме�
жуточное восстановление гемов типа b эндоген�
ным донором электронов с последующим их ре�

окислением с помощью окислителей. Как и в от�
сутствие окислителей, вызванное цианидом раз�
витие провала при 649 нм, вероятно, свидетель�
ствует о распаде оксикомплекса и связывании
лиганда с гемом d. Относительно небольшая ве�
личина разностного спектра Соре после завер�
шения изменений (спектр 3 на рис. 4) указывает
на реакцию цианида преимущественно с гемом d.

После изолирования фермента либо простой
обработки нативных мембран детергентом циа�
нид, помимо гема d, начинает реагировать с частью
гема b. Это выражается в значительном длинно�
волновом сдвиге γ�полосы (λmax = 430–435 нм,
λmin = 408–414 нм) в разностном спектре погло�
щения, вызванном 50 мМ KCN (рис. 2, а). Эти
индуцированные цианидом спектральные изме�
нения в полосе Соре напоминают таковые выде�
ленных бактериальных мембран в отсутствие
окислителей. Однако в случае изолированного
фермента и мембран, обработанных детергентом,
эти изменения не обращаются окислителями и
пик при 562 нм отсутствует (рис. 2). Это говорит
о том, что дополнительные (по сравнению с ко�
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Рис. 4. Спектральные изменения связанного с мембраной
цитохрома bd�I E. coli в полосе Соре (а) и видимой области
(б), вызываемые цианидом в присутствии окислителей.
Представлены разностные спектры поглощения бактери�
альных мембран, содержащих цитохром bd�I (обработан�
ные KCN минус прединкубированные с 40 мкМ феррици�
нием и 0,2 мМ персульфатом аммония в течение 20 мин),
записанные через 5 с (1), 5 мин (2) и 70 мин (3) после до�
бавления 50 мМ цианида. Концентрация цитохрома bd�I –
1,8 мкМ. Остальные условия – как на рис. 1

Рис. 5. Кинетика изменений поглощения в Соре (а) и при
561 нм (б), вызываемых добавлением 50 мМ KCN к пред�
инкубированным с окислителями цитохром bd�I�содержа�
щим мембранам E. coli. Условия – те же, что и на рис. 4. В
случае (б) изменение поглощения при 561 нм определяли
относительно опорной линии, соединяющей точки разно�
стного спектра при 550 и 570 нм
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нечным ответом в Соре для мембран в присут�
ствии феррициния и персульфата, спектр 3 на
рис. 4) изменения поглощения в γ�полосе обус�
ловлены взаимодействием цианида с фракцией
гема b, а не восстановлением гема b. Такое объяс�
нение согласуется с результатами исследования
МКД [64], которое продемонстрировало, что в
реакции изолированного полностью окисленно�
го цитохрома bd�I с 50 мМ KCN фракция гема b,
реагирующего с лигандом, принадлежит низко�
спиновому гему b558. Как и в случае нативных
мембран, цианид, добавленный к изолированно�
му ферменту или обработанным детергентом
мембранам в отсутствие окислителей, вызывает
исчезновение интенсивной полосы при 649 нм
(рис. 2, б), что указывает на распад оксикомплек�
са и связывание лиганда с гемом d. Прединкуба�
ция солюбилизированного цитохрома bd�I с
BQCl4 либо феррицинием с персульфатом приво�
дит к образованию полностью окисленной фор�
мы оксидазы [80]. Добавление 50 мМ KCN к изо�
лированному ферменту или обработанным де�
тергентом мембранам в присутствии липофиль�
ных окислителей вызывает изменения в районе
α�полосы гема d. Основной особенностью явля�
ется увеличение поглощения ~ 623 нм, что мож�
но приписать образованию комплекса окислен�
ного гема d с цианидом (рис. 2, б).

Встраивание изолированного фермента в ис�
кусственные фосфолипидные мембраны (азо�
лектиновые липосомы) восстанавливает реак�
ционную способность лиганда, характерную для
цитохрома bd�I в бактериальных мембранах: ци�
анид больше не связывается с гемом b558, взаи�
модействуя, в основном, с гемом d. Об этом сви�
детельствует небольшая величина разностного
спектра поглощения в области Соре, индуциро�
ванного лигандом (рис. 2, б), аналогично тому,
что наблюдается для нативных мембран, пред�
инкубированных с окислителями (спектр 3 на
рис. 4).

Взаимодействие цитохрома bd�I E. coli с
окисью углерода. Похожие результаты были по�
лучены при изучении взаимодействия различ�
ных форм цитохрома bd�I с CO. Для всех форм
восстановленного дитионитом цитохрома bd�I
добавление СО приводит к появлению в види�
мой области разностного спектра поглощения
полосы с максимумом при 643 нм и минимумом
при 623 нм, а также широкой полосы с максиму�
мом при 542 нм (рис. 6). Это типично для взаи�
модействия лиганда с восстановленным гемом
d. Длинноволновый сдвиг полосы поглощения
при 628 нм, вероятно, объясняется появлением
α�полосы комплекса гема d2+ с CO [64]. Полосу
поглощения при 542 нм можно отнести к β�по�
лосе аддукта гема d2+ с CO либо к части его рас�
щепленной α�полосы [69].

Добавление СО к нативным мембранам
E. coli вызывает сложный W�образный ответ в
области Соре разностного спектра поглощения
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Рис. 6. Спектральные изменения разных форм цитохрома
bd�I E. coli, вызываемые CO. Представлены разностные
(обработанные 1 мМ СО, восстановленные дитионитом
минус восстановленные дитионитом) спектры поглощения
нативных бактериальных мембран, содержащих цитохром
bd�I; изолированного солюбилизированного фермента;
цитохрома bd�I, встроенного в искусственные липосомы; и
цитохром bd�I�содержащих бактериальных мембран после
обработки детергентом SB�12. Образцы восстанавливали
избытком дитионита натрия. Газ CO в анаэробных услови�
ях пропускали через раствор цитохрома bd�I, восстанов�
ленного дитионитом, в течение 5 мин при 1 атм. Состав
среды как на рис. 2

Рис. 7. Разность между индуцированными CO спектрами
поглощения нативных и обработанных детергентом цитох�
ром bd�I�содержащих мембран E. coli, восстановленных
дитионитом. Двойной разностный спектр: разностный
спектр обработанных детергентом СО�ферро мембран ми�
нус разностный спектр нативных СО�ферро мембран.
Спектры, использованные для вычитания, взяты из рис. 6
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(рис. 6). Его амплитуда близка к таковой, инду�
цированной CO в районе α�полосы гема d
(рис. 6). Необычный W�образный провал объяс�
няют образованием комплекса гема d 2+ с CO,
сопровождающимся пертурбацией γ�полосы
поглощения восстановленного гема b595 [67].

При выделении цитохром bd�I лишается сво�
его естественного окружения, переходя в ми�
целлы анионного детергента N�лаурилсаркози�
нат натрия. В результате появляется фракция ге�
ма b, способного реагировать с СО. То же самое
наблюдается и при простой обработке нативных
мембран цвиттергентом SB�12 (рис. 6). Допол�
нительные изменения поглощения, вызванные
солюбилизацией цитохрома и свидетельствую�
щие о вовлечении гема b, проявляются в виде
коротковолнового сдвига полосы Соре с
λmax = 420 нм и λmin = 433 нм, а также провала
при 562 нм в видимой области (рис. 7). В полном
соответствии с этими данными, результаты ра�
нее проведенного исследования МКД [64] пока�
зали, что CO в концентрации 1 мМ начинает
взаимодействовать с частью низкоспинового ге�
ма b558 в изолированном полностью восстанов�
ленном цитохроме bd�I.

Как и в случае цианида, встраивание изоли�
рованного фермента в азолектиновые липосомы
восстанавливает его СО�связывающие свойства
близко к таковым мембранно�связанного ци�
тохрома bd�I, т.е. в протеолипосомах гем b558

больше не связывает этот лиганд (рис. 6).
Появление в солюбилизированном цитохро�

ме bd�I фракции гема b558, способной к связыва�
нию лигандов, могло бы быть вызвано негатив�
ным воздействием на фермент детергента SB�12.
В таком случае наблюдаемые изменения взаи�
модействия фермента с лигандами в присут�
ствии другого детергента – N�лаурилсаркозина�
та, могли бы объясняться тем, что обмен детер�
гентов (SB�12 на N�лаурилсаркозинат) в выде�
ленном белке произошел не полностью. Однако
связывание лиганда с частью гема b558 наблюда�
ется и после обработки мембран додецил�β�D�
мальтозидом (дополнительный рис. 1, см. При�
ложение к статье). Об этом свидетельствует тот
факт, что добавочные спектральные изменения,
вызываемые додецил�β�D�мальтозидом (допол�
нительный рис. 1), похожи на таковые, регист�
рируемые при солюбилизации мембран SB�12
(рис. 6, рис. 7). Результат эксперимента с доде�
цил�β�D�мальтозидом представляется весьма
весомым аргументом в пользу того, что наблю�
даемые изменения взаимодействия оксидазы с
лигандами действительно происходят вслед�
ствие перевода изучаемого белка в детергентные
мицеллы, а не обусловлены специфическими
повреждающими свойствами детергента SB�12.

Почему гексакоординированный низкоспино�
вый гем b558 может взаимодействовать с экзоген�
ным лигандом. Гем b558 является гексакоордини�
рованным низкоспиновым с His�186 и Met�393
субъединицы CydA в качестве эндогенных ак�
сиальных лигандов [45, 46, 59–61]. По этой
причине гемовое железо, по�видимому, не име�
ет вакантной координационной позиции для
реакции с лигандом. Однако предполагается,
что солюбилизация цитохрома bd�I может при�
вести к ослаблению связи Met�393 с железом. В
результате 6�й аксиальный лиганд может быть
замещен более сильным экзогенным лигандом,
таким как цианид или СО. Это неудивительно
для растворимых цитохромов, имеющих гисти�
дин�метиониновую аксиальную лигандную
структуру. Например, в условиях, которые мо�
гут дестабилизировать связь Met с гемовым же�
лезом, феррицитохром c связывает цианид
[95, 96], а ферроцитохром c – CO [97, 98]. В этой
работе впервые были получены данные, свиде�
тельствующие о том, что встраивание цитохро�
ма bd�I в искусственные фосфолипидные мемб�
раны может стабилизировать связь между 6�м
аксиальным лигандом Met�393 и железом гема
b558, возвращая его лиганд�связывающие свой�
ства к таковым нативных мембран: как цианид,
так и CO перестают связываться с гемом b558 и
взаимодействуют, в основном, с гемом d. Разли�
чие в реакционной способности гема b558 по от�
ношению к экзогенным лигандам между мемб�
ранно�связанной и изолированной солюбили�
зированной формами цитохрома bd�I необхо�
димо учитывать при интерпретации данных
спектроскопии по лиганд�связывающему пове�
дению оксидазы.

Суммируя вышеизложенное, отметим, что
были впервые представлены данные о том, что
мембранное окружение может модулировать
лиганд�связывающие свойства терминальной
оксидазы типа bd. В нативных мембранах циа�
нид и СО реагируют, в основном, с гемом d. При
солюбилизации оксидазы экзогенные лиганды
приобретают способность взаимодействовать
также с частью гема b558. Встраивание изолиро�
ванного солюбилизированного фермента в азо�
лектиновые липосомы восстанавливает лиганд�
связывающий паттерн, близкий к наблюдаемо�
му в интактных бактериальных мембранах: как
цианид, так и CO больше не взаимодействуют с
гемом b558. Значительные изменения поглоще�
ния в полосе Соре, вызванные добавлением ци�
анида к нативным мембранам, скорее всего, яв�
ляются результатом восстановления гемов b558 и
b595 эндогенным донором электронов, а не свя�
зывания лиганда с гемом типа b.
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Cytochrome bd�I is a terminal oxidase of the Escherichia coli respiratory chain. This integral membrane protein con�
tains three redox�active prosthetic groups (hemes b558, b595, and d) and couples the electron transfer from quinol to
molecular oxygen to the generation of proton motive force, as one of its important physiological functions. The study
was aimed at examining the effect of the membrane environment on the ligand�binding properties of cytochrome bd�I
by absorption spectroscopy. The membrane environment was found to modulate the ligand�binding characteristics of
the hemoprotein in both oxidized and reduced states. Absorption changes upon the addition of exogenous ligands,
such as cyanide or carbon monoxide (CO), to the detergent�solubilized enzyme were much more significant and het�
erogeneous than those observed with the membrane�bound enzyme. In the native membranes, both cyanide and CO
interacted mainly with heme d. An additional ligand�binding site (heme b558) appeared in the isolated enzyme, as was
evidenced by more pronounced changes in the absorption in the Soret band. This additional reactivity could also be
detected after treatment of E. coli membranes with a detergent. The observed effect did not result from the enzyme
denaturation, since reconstitution of the isolated enzyme into azolectin liposomes restored the ligand�binding pattern
close to that observed for the intact membranes. 

Keywords: cytochrome, terminal oxidase, respiratory chain, heme, membrane environment, ligand binding,
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