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Сероводород (H2S) называют третьим (после окиси азота и окиси углерода) «газотрансмиттером» или эндо�
генной газообразной сигнальной молекулой. Эта молекула играет важную роль в организмах различных
таксономических групп – от бактерий до животных и людей. В клетках млекопитающих H2S в наномоляр�
ных концентрациях обладает цитопротекторным действием, однако в более высоких концентрациях он ци�
тотоксичен. Первичной мишенью действия H2S являются митохондрии. В субмикромолярных концентра�
циях H2S ингибирует митохондриальную гем�медную цитохром с�оксидазу, тем самым блокируя аэробное
дыхание и окислительное фосфорилирование, что приводит к гибели клеток. Поскольку концентрация H2S
в кишечнике чрезвычайно высока, возникает вопрос: как населяющие его бактерии могут поддерживать
функционирование своих кислород�зависимых дыхательных цепей переноса электронов в таких условиях?
В обзоре дается ответ на этот вопрос: в свете недавно полученных экспериментальных данных рассматри�
вается ключевая роль неканонических терминальных оксидаз типа bd в поддержании аэробного дыхания и
роста энтеробактерии Escherichia coli, входящей в состав кишечной микробиоты, в присутствии H2S в ток�
сичных концентрациях.
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И ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ

H2S – бесцветный, ядовитый, легковоспла�
меняющийся и едкий газ, пахнущий тухлыми
яйцами. Он способен свободно диффундиро�
вать через мембраны [1]. Вслед за окисью азота
(NO) и окисью углерода (CO), H2S считается
третьим «газотрансмиттером» или эндогенной
газообразной сигнальной молекулой [2]. Это со�
единение играет важную роль в организмах раз�
личных таксономических групп – от бактерий
до растений, животных и людей. Будучи слабой
кислотой, H2S в водном растворе находится в
равновесии со своими анионами – гидросуль�

фидом (HS−) и сульфидом (S2−), в соответствии с
уравнением, приведенным на рис. 1. Используя
значение pKa1 при 25 °C, которое в эксперимен�
тальных статьях варьируется в пределах
6,97–7,06 [3], можно рассчитать, что при физио�
логическом pH 7,4 69–73% общего пула сульфи�
дов в растворе существует как HS−, а 27–31%
присутствует в форме H2S. Большая величина
pKa2 (12,2–19) предполагает, что количество S2− в
растворе пренебрежимо мало. В литературе
«H2S» часто используется для обозначения об�
щего пула сульфидов (H2S + HS− + S2−), если не
указано иное.

В клетках млекопитающих эндогенная гене�
рация H2S происходит как неферментативны�
ми, так и ферментативными путями. Нефермен�
тативно H2S образуется в реакциях тиолов или
производных тиолов с другими соединениями,
например при гидролизе неорганических суль�
фидных солей либо восстановлении пищевых
неорганических полисульфидов глутатионом
[4, 5]. Интересно, что образование H2S из цисте�
ина, предпочтительного для неферментативно�
го пути субстрата, катализируется пиридоксаль�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : DTT – дитиотреитол; 3�MST –
3�меркаптопируват�серотрансфераза; CBS – цистатио�
нин�β�синтаза; CSE – цистатионин�γ�лиаза; EhOASS – O�
ацетилсерин сульфгидрилаза из Entamoeba histolytica;
OAS – O�ацетил�L�серин; OASS – O�ацетилсерин сульф�
гидрилаза; Q1 – 2,3�диметокси�5�метил�6�(3�метил�2�бу�
тенил)�1,4�бензохинон.
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фосфатом и свободным или связанным с гемом
железом [6]. Ферментативная генерация H2S у
млекопитающих в основном обеспечивается
цистатионин�β�синтазой (CBS), цистатионин�
γ�лиазой (CSE) и 3�меркаптопируват�серотранс�
феразой (3�MST) [4, 5, 7]. CBS и CSE являются
важными ферментами в пути транссульфура�
ции, и оба используют пиридоксальфосфат в ка�
честве кофактора. Каноническая реакция β�за�
мещения, катализируемая CBS, представляет
собой конденсацию гомоцистеина и серина с
образованием цистатионина и воды. Однако в
присутствии цистеина CBS может катализиро�
вать конденсацию гомоцистеина и цистеина с
образованием цистатионина и H2S. CSE обычно
катализирует превращение цистатионина в цис�
теин и α�кетобутират. Вдобавок этот фермент
способен генерировать H2S посредством реак�
ции α�, β�элиминирования с цистеином либо
реакции γ�замещения между двумя молекулами
гомоцистеина. 3�MST образует H2S из 3�мер�
каптопирувата во взаимодействии с цистеина�
минотрансферазой или оксидазой D�аминокис�
лот. Последние два фермента синтезируют 3�
меркаптопируват с использованием цистеина в
качестве субстрата [7, 8]. CBS обнаруживает вы�
сокий уровень экспрессии в астроцитах голов�
ного мозга, репродуктивных органах, поджелу�
дочной железе. CSE в основном присутствует в
печени, гладких мышцах, макрофагах, нейронах
и почках. 3�MST преимущественно экспресси�
руется в кишечнике, почках, клетках сердечной
мышцы, печени и нейронах [4].

H2S вовлечен в регуляцию ряда физиологи�
ческих процессов в нервной, сердечно�сосудис�
той, желудочно�кишечной и дыхательной сис�
темах. H2S передает сигналы тремя различными
механизмами. Во�первых, он действует как ан�
тиоксидант, утилизируя активные формы кис�
лорода и азота. Во�вторых, это соединение свя�
зывается с гемами и/или восстанавливает их. В�
третьих, H2S участвует в персульфидировании
(S�сульфгидратации), то есть посттрансляцион�

ной модификации остатков цистеина белка с
образованием персульфидов белка [9]. Первич�
ной мишенью передачи сигналов посредством
H2S являются митохондрии. В клетках млекопи�
тающих H2S проявляет двухфазный, зависимый
от концентрации способ действия. При низких
концентрациях H2S обладает цитопротектор�
ным действием, тогда как при более высоких
концентрациях он цитотоксичен. В митохонд�
риях H2S в наномолярных концентрациях
действует как цитопротектор: он поддерживает
энергетический метаболизм, являясь субстра�
том для дыхательной цепи, предотвращает
апоптоз, увеличивает митохондриальный биоге�
нез [4]. В более высоких концентрациях H2S по�
давляет дыхательную цепь за счет прямого свя�
зывания с цитохром с�оксидазой и ее ингибиро�
вания [10]. Это приводит к диссипации транс�
мембранного потенциала митохондрий, инги�
бированию аэробного синтеза АТФ и усилению
производства активных форм кислорода [11].
В токсичных концентрациях H2S также вызыва�
ет апоптоз клеток через канонический путь кас�
пазного каскада [4].

В растительных клетках эндогенно генери�
руемый H2S ослабляет окислительное повреж�
дение клеток, вызванное стрессовыми фактора�
ми (тяжелыми металлами, экстремальными
температурами, засухой, засолением почв) за
счет активации антиоксидантных систем. Кро�
ме того, H2S способствует регуляции созревания
плодов, прорастания семян, движения устьиц и
других физиологических функций [12].

Бактерии обладают ортологами ферментов
млекопитающих CBS, CSE и 3�MST для продук�
ции H2S. Кроме того, сульфатредуцирующие
бактерии (SRB) образуют H2S, задействуя путь
так называемого диссимиляционного восста�
новления сульфата. В этом метаболическом пу�
ти анаэробного дыхания сульфат используется
как конечный акцептор электронов с образова�
нием H2S в качестве основного конечного про�
дукта [13]. У бактерий физиологические функ�
ции H2S еще предстоит установить. Тем не менее
сообщалось, что по крайней мере у Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
и Bacillus anthracis обладание способностью ге�
нерировать H2S повышает устойчивость к анти�
биотикам за счет смягчения окислительного
стресса, вызванного антибиотиками [14]. Эти
данные свидетельствуют о том, что цитопротек�
торное действие H2S является универсальным
защитным механизмом для всех форм жизни –
от бактерий до людей [15].

В большинстве тканей млекопитающих ста�
ционарные внутриклеточные концентрации
H2S находятся в низком наномолярном диапа�
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Рис. 1. Диссоциация H2S в водном растворе. Значения pKa

взяты из обзора Li и Lancaster [3]. (С цветными варианта�
ми рис. 1–7 можно ознакомиться в электронной версии
статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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зоне. Например, концентрация H2S, измерен�
ная в тканях печени и мозга мышей, оказалась
равна ~15 нМ [16]. Уровень H2S в желудочно�
кишечном тракте намного выше, чем в любом
другом отделе тела млекопитающего. Кишечник
млекопитающих заселяется бактериями на са�
мых ранних этапах жизни. В толстой кишке
«среднестатистического» мужчины весом 70 кг
содержится 3,8 × 1013 бактерий [17]. Они пред�
ставлены 2172 различными видами 12 различных
типов [18]. В отличие от других отделов тела, в
кишечнике H2S продуцируется не только CBS,
CSE и 3�MST хозяина, но и в метаболизме ами�
нокислот резидентной микробиоты кишечника,
а также путем диссимиляционного восстановле�
ния сульфатов SRB [13]. Поэтому неудивитель�
но, что уровень H2S в кишечнике чрезвычайно
высок. Например, у взрослых мышей средние
концентрации H2S составляют 1, 0,2 и 0,4 мМ в
слепой кишке, проксимальном и дистальном
отделах толстой кишки соответственно [19].
В кале человека эти значения находятся в диапа�
зоне 0,3–3,4 мМ [20]. Сообщалось, что концент�
рация свободного газа H2S в просвете кишечни�
ка у крыс и людей составляет 40–60 мкМ
[21–23].

Хорошо известно, что H2S в субмикромоляр�
ных концентрациях подавляет каталитическую
активность цитохром с�оксидазы, блокируя та�
ким образом аэробное дыхание [24]. Но тогда
неясно, как бактерии, обитающие в кишечнике
людей и животных, могут поддерживать функ�
ционирование аэробной дыхательной цепи в ус�
ловиях очень высокого содержания H2S. Недав�
но Forte et al. [25] выдвинули гипотезу о том, что

микробы, живущие в обогащенной H2S среде,
например в кишечном тракте млекопитающих,
обладают терминальной оксидазой, нечувстви�
тельной к ингибированию этим соединением
даже при токсичных микромолярных концент�
рациях. Эта гипотеза была проверена на
E. coli [25]. E. coli – важный член кишечного
микробиома человека и других теплокровных
животных. Толстая кишка человека обычно со�
держит несколько штаммов E. coli в любой мо�
мент времени [26]. E. coli имеет разветвленную
аэробную дыхательную цепь, которая состоит из
двух разных NADH:хинон оксидоредуктаз
(NDH�I и NDH�II) и трех терминальных хи�
нол:O2 оксидоредуктаз (цитохромов bd�I, bd�II и
bo3) [27–32] (рис. 2).

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА
ЦИТОХРОМА bo3

Цитохром bo3 принадлежит к семейству А су�
персемейства гем�медных терминальных окси�
даз [33–35] и катализирует следующую реак�
цию:

2QH2 + 8H+
in + O2 → 2Q + 2H2O + 8H+

out,

где QH2 и Q представляют собой полностью вос�
становленную и полностью окисленную формы
убихинона�8 соответственно [28].

Для того, чтобы восстановить одну молекулу
O2 до двух молекул H2O, необходимы четыре
электрона и четыре протона. Четыре электрона
извлекаются при окислении двух QH2 до двух Q.
Окисление двух QH2 сопровождается выделени�
ем четырех H+ в периплазму (рис. 3). Четыре
протона (так называемые «химические» прото�
ны) забираются из цитоплазмы. Эта окисли�
тельно�восстановительная реакция также со�
пряжена с перемещением еще четырех протонов
(так называемых «перекачиваемых» протонов)
из цитоплазмы в периплазму поперек цитоплаз�
матической мембраны – процесс, называемый
«перекачкой» протонов. Для переноса всех про�
тонов, взятых из цитоплазмы, оксидаза bo3 ис�
пользует два входных протонных канала, D и K
(рис. 3). Предполагается, что в бактериальных
гем�медных оксидазах семейства A D�канал ис�
пользуется для транспортировки всех «перека�
чиваемых» протонов и части «химических» про�
тонов, тогда как K�канал служит для переноса
остальных «химических» протонов [36]. Таким
образом, в течение одного каталитического цик�
ла фермента восемь протонов (8H+

in) захватыва�
ются из цитоплазмы и восемь протонов (8H+

out)
высвобождаются в периплазму. В результате пе�
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Рис. 2. Схема аэробной дыхательной цепи Escherichia coli.
Две NADH:хинон оксидоредуктазы (NDH�I и NDH�II)
переносят электроны от NADH на убихинон�8 (Q). Затем
три терминальные хинол:O2 оксидоредуктазы (цитохромы
bd�I, bd�II и bo3) переносят электроны от восстановленно�
го убихинона�8 (убихинола�8) на молекулярный кислород
(O2) с образованием воды. Для простоты сукцинат:хинон
оксидоредуктаза и другие субстрат�специфичные дегидро�
геназы на рисунке не показаны
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реноса зарядов поперек мембраны E. coli цито�
хром bo3 генерирует протон�движущую силу.

Получена трехмерная структура bo3�оксида�
зы E. coli с разрешением 3,5 Å [37]. Фермент
состоит из четырех различных субъединиц:
I–IV. Субъединицы I, II и III являются гомоло�
гами соответствующих субъединиц как митохон�
дриальных, так и бактериальных цитохром с�
оксидаз aa3�типа [38]. Субъединица I несет на
себе все редокс�активные металлосодержащие
кофакторы: низкоспиновый гем b и биядерный
активный центр, состоящий из близко распо�
ложенного высокоспинового гема o3 и иона ме�
ди, называемого CuB (рис. 3). Долгое время
считалось, что цитохром bo3 содержит два сайта
связывания убихинола. Однако недавно было
установлено, что эта оксидаза имеет только
один сайт связывания убихинола [39]. Электро�
ны, извлеченные из убихинола�8, переносятся
на гем b, а затем в биядерный сайт (рис. 3). В
биядерном сайте O2 связывается с гемом o3 и
восстанавливается четырьмя электронами до
2H2O.

Оксидаза bo3 экспрессируется в E. coli, когда
клетки растут при высокой аэрации [40]. Ци�
тохром bo3 имеет низкое сродство к O2 (KD >

> 0,3 мМ [41]) по сравнению с цитохромом bd�I
(KD = 0,28 мкМ [42]).

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЦИТОХРОМА bd

Цитохромы bd�I и bd�II E. coli являются чле�
нами подсемейства L семейства терминальных
оксидаз bd�типа [32, 43]. Ферменты катализиру�
ют следующую реакцию [44–48]:

2QH2 + 4H+
in + O2 → 2Q + 2H2O + 4H+

out,

где QH2 и Q представляют собой соответственно
полностью восстановленную и полностью окис�
ленную формы хинона (убихинона�8 либо мена�
хинона�8).

Цитохромы bd не содержат иона меди и не
обнаруживают гомологии аминокислотных пос�
ледовательностей с цитохромом bo3 или любыми
другими гем�медными оксидазами [34, 35,
49–53]. Оксидазы bd создают протон�движущую
силу путем трансмембранного разделения заря�
дов [54, 55]. Однако, в отличие от гем�медных ок�
сидаз, которые являются истинными протонны�
ми насосами [36, 56], цитохромы bd не способны
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Рис. 3. Схематическое изображение структуры цитохрома bo3 Escherichia coli. Показаны две основные субъединицы – I и
II. Субъединица I содержит сайт связывания убихинола, в котором убихинол�8 (QH2) окисляется до убихинона�8 (Q),
гем b и биядерный активный сайт, состоящий из гема o3 и иона меди (CuB), в котором O2 восстанавливается четырьмя
электронами до 2H2O. Кроме того, показаны два входных протонных канала – D�канал и K�канал, а также предполагае�
мый выходной протонный канал
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перекачивать протоны [57–59]. По этой причине
отношение H+/e– (количество протонов, достав�
ленных на периплазматическую сторону мемб�
раны на один электрон) равно 1 как для цитохро�
ма bd�I [54, 60], так и для цитохрома bd�II [60],
тогда как в случае цитохрома bo3 оно равно 2 [54].

Получена трехмерная структура цитохрома
bd�I E. coli с разрешением 2,7 [61] и 3,3 Å [62]. Из
структуры видно, что оксидаза bd�I состоит из
четырех субъединиц: двух больших – CydA и
CydB, и двух малых – CydX и CydH. Наличие
субъединиц CydA и CydB в ферменте известно
давно [63, 64]. Субъединица CydX была обнару�
жена совсем недавно [65–70]. О существовании
субъединицы CydH (также называемой CydY) в
цитохроме bd�I стало известно только из трех�
мерной структуры [61, 62]. Субъединица CydA
содержит сайт окисления хинола и все три ре�
докс�активных металлосодержащих кофактора:
низкоспиновый гем b558, высокоспиновый
гем b595 и высокоспиновый гем d (рис. 4). Элект�
роны, высвобождаемые при окислении хинола,
переносятся на гем b558, а затем на гем b595 и
гем d. Последний связывает O2 и восстанавлива�
ет его четырьмя электронами до 2H2O (рис. 4).
Многочисленные экспериментальные исследо�
вания указывают на то, что гем b595 и гем d

действуют как функциональный двухгемовый
активный центр [71–84].

В дополнение к запасанию свободной энер�
гии, высвобождаемой в экзергонической ре�
докс�реакции восстановления O2, цитохром bd�
I играет важную физиологическую роль [85–88].
В частности, было показано, что оксидаза bd�I
участвует в защите E. coli от перекиси водорода
[89–94], пероксинитрита [86, 95] и NO [96–100].
Однако ни одна из двух bd�оксидаз E. coli, по�
видимому, не защищает бактерию от CO [101].

Цитохром bd�I экспрессируется в E. coli в ус�
ловиях дефицита кислорода [40, 102]. Переход
клеток E. coli в стационарную фазу роста, рост
бактерий в анаэробных условиях и фосфатное
голодание приводят к индукции цитохрома bd�
II [103, 104]. Вследствие высокого сродства к O2

[42, 105] bd�фермент образует стабильный окси�
комплекс, в котором O2 связан с восстановлен�
ным гемом d [106–109].

ВЛИЯНИЕ H2S НА ПОТРЕБЛЕНИЕ O2
ТЕРМИНАЛЬНЫМИ ОКСИДАЗАМИ E. coli.

Forte et al. [25] исследовали влияние H2S на
скорость потребления O2 изолированными очи�
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Рис. 4. Схематическое изображение структуры цитохрома bd�I Escherichia coli. Показаны две основные субъединицы –
CydA и CydB. Субъединица CydA несет на себе сайт связывания хинола, в котором QH2 (убихинол�8 или менахинол�8)
окисляется до Q (убихинона�8 или менахинона�8), гем b558, гем b595 и гем d. Последний является сайтом, в котором O2 вос�
станавливается четырьмя электронами до 2H2O. Также показан один входной протонный канал
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щенными цитохромами bd�I, bd�II и bo3 с по�
мощью метода респирометрии с высоким разре�
шением. O2�редуктазная активность этих дыха�
тельных терминальных оксидаз поддерживалась
добавленными в избытке восстанавливающими
агентами: 2,3�диметокси�5�метил�6�(3�метил�
2�бутенил)�1,4�бензохиноном (Q1) и дитиотреи�
толом (DTT). Как показано на рис. 5, а, добав�
ление NaHS в концентрации ~7 мкМ к цитохро�
му bo3 приводит к быстрому и эффективному
ингибированию активности фермента. Кажу�
щаяся концентрация полумаксимального инги�
бирования (IC50), измеренная при pH 7,4, соста�
вила 1,1 мкМ NaHS [25]. Это значение согласу�
ется с величиной кажущейся константы инги�
бирования (Ki) для митохондриальной цитохром
с�оксидазы – 0,2–0,45 мкМ H2S при pH 7,4 [10,
110–112]. Чтобы определить, является ли инги�
бирование цитохрома bo3 обратимым либо необ�
ратимым, после внесения NaHS был добавлен
расщепляющий H2S фермент O�ацетилсерин
сульфгидрилаза (OASS) из Entamoeba histolytica
(EhOASS) вместе с O�ацетил�L�серином (OAS).
Известно, что OASS катализирует реакцию β�за�
мещения, в которой β�ацетокси�группа OAS за�
меняется на HS− с образованием L�цистеина и
ацетата [113]. Как видно из рис. 5, а, добавление
EhOASS и OAS приводит к быстрому и полному
восстановлению O2�редуктазной активности
фермента bo3. Таким образом, было обнаружено,
что ингибирование изолированного очищенно�
го цитохрома bo3 H2S полностью обратимо. На�
против, в тех же экспериментальных условиях
было показано, что как цитохром bd�I, так и ци�
тохром bd�II нечувствительны к присутствию
NaHS вплоть до ~60 мкМ этого соедине�
ния (рис. 5, а).

Чтобы убедиться, что наблюдаемая разница
в чувствительности к H2S между ферментами
bo3� и bd�типов не является следствием солюби�
лизации либо очистки цитохромов, было также
изучено влияние H2S на потребление O2 сус�
пензиями клеток E. coli. В этом случае O2�ре�
дуктазная активность терминальных оксидаз
поддерживалась эндогенными субстратами, а
не искусственной электрон�донорной систе�
мой (DTT и Q1). Были протестированы три му�
тантных штамма, каждый из которых имел
только одну терминальную оксидазу: цитохром
bd�I, цитохром bd�II или цитохром bo3. Данные,
полученные на бактериальных клетках, оказа�
лись очень похожими на результаты с изолиро�
ванными очищенными ферментами [25]. По�
требление O2 мутантными клетками, содержа�
щими цитохром bo3 в качестве единственной
терминальной оксидазы, быстро и полностью
ингибировалось NaHS в концентрации 50 мкМ

(рис. 5, б). Подобно тому, что наблюдали в слу�
чае изолированной оксидазы bo3, добавление
EhOASS и OAS приводило к быстрому и полно�
му возобновлению потребления O2 клетками
(рис. 5, б). Никакого ингибирования потребле�
ния O2 не обнаруживали, если 50 мкМ NaHS
добавляли к мутантным клеткам, экспрессиру�
ющим в качестве единственной дыхательной
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Рис. 5. Влияние H2S на потребление O2 терминальными
оксидазами Escherichia coli. а – Потребление O2 изолиро�
ванными очищенными цитохромами bd�I, bd�II и bo3 в
присутствии избытка восстановителей (10 мМ DTT и
0,25 мМ Q1). Добавление 7,2 мкМ NaHS вызывает быстрое
ингибирование активности цитохрома bo3. Дальнейшее до�
бавление расщепляющего H2S фермента O�ацетилсерин
сульфгидрилазы из Entamoeba histolytica (EhOASS) вместе с
его субстратом O�ацетил�L�серином (OAS) приводит к
быстрому и полному восстановлению O2�редуктазной ак�
тивности цитохрома bo3. Добавление 58 мкМ NaHS, на�
против, не ингибирует потребление O2 ни цитохромом bd�I,
ни цитохромом bd�II. б – Потребление O2 клеточными сус�
пензиями мутантных штаммов, которые содержат цито�
хром bd�I, цитохром bd�II или цитохром bo3 в качестве
единственной дыхательной терминальной оксидазы. По�
требление O2 клетками, полагающимися на bo3 как един�
ственную оксидазу, быстро ингибируется 50 мкМ NaHS.
Однако это ингибирование снимается сразу после добав�
ления EhOASS и OAS. Добавление 50 мкМ NaHS не влияет
на потребление O2 клетками, имеющими bd�I или bd�II в
качестве единственной оксидазы. Рисунок взят из работы
Forte et al. [25] с изменениями
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оксидазы либо цитохром bd�I, либо цитохром
bd�II (рис. 5, б).

Похожие результаты были получены
Korshunov et al. [114], которые исследовали вли�
яние Na2S на активность трех цитохромов в
мембранных везикулах E. coli. Совокупность по�
лученных данных позволяет сделать вывод о
том, что ферменты bd�типа делают возможным
функционирование аэробной дыхательной цепи
E. coli в присутствии H2S.

ВЛИЯНИЕ H2S НА РОСТ КЛЕТОК E. coli

Ввиду того, что активность оксидаз bd�I и bd�
II, в отличие от цитохрома bo3, оказалась нечув�
ствительной к H2S, Forte et al. [25] решили про�
верить, поддерживают ли один или оба цитохро�
ма bd E. coli также и рост бактерий в присутствии
H2S в культуральной среде. Влияние H2S на рост
клеток было протестировано на четырех штам�
мах E. coli: штамме дикого типа, в котором при�
сутствуют все три терминальные оксидазы, и
трех мутантных штаммах, каждый из которых
обладает только одной оксидазой – bd�I, bd�II
или bo3 [25]. Было обнаружено, что добавление
NaHS в концентрации 200 мкМ замедляет рост

клеток дикого типа (рис. 6, а). 200 мкМ NaHS
резко подавляет рост клеток мутантного штам�
ма, содержащего только цитохром bo3 (рис. 6, б).
Напротив, после добавления NaHS в той же
концентрации к клеткам мутантных штаммов,
имеющих в качестве единственной оксидазы
либо bd�I, либо bd�II, кривая роста бактерий
вовсе не изменяется (рис. 6, в) или изменяется
очень мало (рис. 6, г).

Таким образом, можно сделать вывод о том,
что, в отличие от цитохрома bo3 E. coli, как ци�
тохром bd�I, так и цитохром bd�II этой бактерии
способны поддерживать аэробное дыхание и
рост клеток в присутствии H2S. Это также может
относиться и к другим бактериям, которые со�
держат терминальную оксидазу bd�типа в своих
аэробных дыхательных цепях. Действительно,
Saini et al. [115] недавно обнаружили, что H2S
стимулирует дыхание и рост Mycobacterium tuber�
culosis, Mycobacterium bovis BCG и Mycobacterium
smegmatis. Согласно их интерпретации получен�
ных результатов, индуцированное H2S ингиби�
рование суперкомплекса цитохрома bcc�aa3

(служащего одной из двух терминальных окси�
даз в дыхательной цепи микобактерий) приво�
дит к перенаправлению электронов от менахи�
нола на цитохром bd, тем самым стимулируя ды�
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Рис. 6. Влияние H2S на рост клеток Escherichia coli. Показаны кривые роста штамма дикого типа (а) и мутантных штам�
мов, обладающих цитохромом bo3 (б), цитохромом bd�I (в) или цитохромом bd�II (г) в качестве единственной дыхатель�
ной терминальной оксидазы. Закрашенные и открытые круглые символы указывают на присутствие или отсутствие
200 мкМ NaHS в среде роста соответственно. Рисунок взят из работы Forte et al. [25] с изменениями
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хание микобактерий [115]. Это согласуется с об�
суждаемыми выше данными о нечувствитель�
ности оксидаз bd�типа E. coli к H2S [25, 114].

ВОЗМОЖНЫЙ МЕХАНИЗМ
ИНГИБИРОВАНИЯ

ЦИТОХРОМА bo3 E. coli H2S

Ранее было показано, что H2S обратимо ин�
гибирует поглощение кислорода цитохром с�
оксидазой из сердца быка [110, 111]. Ингибиро�
вание этого митохондриального гем�медного
фермента с помощью H2S является неконкуре�
нтным по отношению к цитохрому с и O2 [110]
и зависит от pH [116]. Начальная скорость
инактивации изолированной цитохром с�окси�
дазы пропорциональна концентрации H2S, при
этом начальная константа скорости (kon) при
pH 7,4 равна 2,2 × 104 M−1 · с−1 [10]. Значения Ki,
измеренные при pH 7,4, оказались в интервале
0,2–0,45 мкМ [10, 110–112]. H2S (вероятно, в
форме HS−) может связываться с CuB в любом
из ее редокс�состояний (как с CuB

1+, так и с
CuB

2+), а с гемом a3 – только в его окисленной
форме [10]. Предполагается, что конечный
комплекс фермент–ингибитор представляет
собой форму «смешанной валентности», в ко�
торой CuA и гем a восстановлены, тогда как
гем a3 окислен и связан с H2S [111, 117]. CuB в
такой форме восстановлена и, возможно, также
связана с H2S, на что указывают данные спект�
роскопии электронного парамагнитного резо�
нанса [24].

По аналогии с моделью ингибирования ми�
тохондриальной цитохром с�оксидазы H2S [10],
можно предложить следующую модель H2S�
опосредованного ингибирования цитохрома bo3

E. coli (рис. 7). В ходе оборотов bo3�оксидазы в
стационарном состоянии молекула H2S (HS−)
промежуточно связывается с окисленной или
восстановленной CuB, а затем переносится на
окисленный гем o3, тем самым блокируя реак�
цию этого высокоспинового гема с молекуляр�
ным кислородом. В конечном состоянии фер�
мента bo3, заингибированного H2S, CuB восста�
новлен и, возможно, связан со второй молеку�
лой H2S (HS−) (рис. 7), а низкоспиновый гем b,
вероятно, находится в восстановленной форме.
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Рис. 7. Возможный механизм ингибирования гем�медной оксидазы цитохрома bo3 Escherichia coli H2S. Различные состо�
яния каталитического биядерного сайта, состоящего из гема o3 (показано железо гема o3 – Feo) и меди CuB. Третий ре�
докс�активный металлосодержащий кофактор – гем b, который не является частью биядерного сайта, на рисунке не по�
казан
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TERMINAL OXIDASE CYTOCHROME bd PROTECTS BACTERIA
AGAINST HYDROGEN SULFIDE TOXICITY
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Hydrogen sulfide (H2S) is often called the third gasotransmitter (after nitric oxide and carbon monoxide), or endoge�
nous gaseous signaling molecule. This compound plays important roles in organisms from different taxonomic groups,
from bacteria to animals and humans. In mammalian cells, H2S has a cytoprotective effect at nanomolar concentra�
tions, but becomes cytotoxic at higher concentrations. The primary target of H2S is mitochondria. At submicromolar
concentrations, H2S inhibits mitochondrial heme�copper cytochrome c oxidase, thereby blocking aerobic respiration
and oxidative phosphorylation and eventually leading to cell death. Since the concentration of H2S in the gut is
extremely high, the question arises – how can gut bacteria maintain the functioning of their oxygen�dependent res�
piratory electron transport chains under such conditions? This review provides an answer to this question and dis�
cusses the key role of non�canonical bd�type terminal oxidases of the enterobacterium Escherichia coli, a component
of the gut microbiota, in maintaining aerobic respiration and growth in the presence of toxic concentrations of H2S
in the light of recent experimental data. 
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