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Флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа (FCC) считается одним из основных ферментов дыхательного цик�
ла сероокисляющих бактерий. FCC катализирует окисление сульфид� и полисульфид�ионов до молекуляр�
ной серы с переносом электронов на цитохром с. Каталитически активная форма фермента представляет
собой нековалентно связанный гетеродимер, состоящий из FAD� и гем�связывающих субъединиц. В гено�
ме бактерии Thioalkalivibrio paradoxus обнаружено 5 копий генов гомологичных FCC со степенью идентич�
ности аминокислотных последовательностей 54–36%. При росте бактерии на тиоцианате или тиосульфате
как основных источниках энергии синтезируются продукты разных копий генов FCC. В настоящей работе
выделена и охарактеризована FCC, которая синтезируется при росте Tv. paradoxus на тиоцианате. Показа�
но, что FCC окисляет сульфид и не окисляет другие восстановленные соединения серы, такие как тиосуль�
фат, сульфит, тетратионат и молекулярную серу, а также не катализирует обратную реакцию восстановления
серы до сульфида. Охарактеризованы кинетические параметры реакции окисления сульфид�иона.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сероокисляющие бактерии, флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа, тиоцианатде�
гидрогеназа, ферментативная кинетика.
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ВВЕДЕНИЕ

Грамотрицательные сероокисляющие γ�про�
теобактерии рода Thioalkalivibrio являются гало�
алкалофильными облигатными автотрофами,
обитающими в содовых озерах Африки, Цент�
ральной Азии и Северной Америки [1–4]. Мик�
робные сообщества этих озер приспособились к
росту в экстремальных условиях щелочных
pH (до 11) и высоких концентраций со�
ли (до 4 M Na+). Основным источником энергии
для литотрофных микробных сообществ в содо�
вых озёрах является окисление восстановлен�
ных соединений серы, таких как тиосульфат,
сульфид, полисульфид и молекулярная сера [1].

Десять из 85 штаммов Thioalkalivibrio, обитаю�
щих в содовых озерах, способны расти на тио�
цианате (SCN–) как единственном источнике
энергии [2, 5]. Наиболее исследованные из них –
Thioalkalivibrio paradoxus ARh 1, Thioalkalivibrio
nitratireducens ALEN 2 и Thioalkalivibrio thio(
cyanoxidans ARh 2T [6–11]. На рис. 1 представле�
ны основные пути метаболизма соединений се�
ры в энергетическом цикле бактерий рода
Thioalkalivibrio, основанные на анализе геномов
и транскриптомов бактерий Thioalkalivibrio [6].

Одним из центральных ферментов серного
метаболизма у сероокисляющих бактерий явля�
ется флавоцитохром с сульфиддегидрогена�
за (FCC) [12–16], которая катализирует окисле�
ние сульфид� и полисульфид�ионов до молеку�
лярной серы с переносом электронов на цито�
хром с. Каталитически активная форма FCC
представляет собой нековалентно связанный ге�
теродимер, состоящий из флавин�связывающей
субъединицы (≈45 кДа) и моно� (≈10 кДа) [13,
14] или ди� (≈25 кДа) [12, 15, 16] гем с�связыва�
ющей субъединицы. Флавин�связывающая
субъединица FCC содержит ковалентно связан�
ную посредством простой тиоэфирной связи
молекулу флавинадениндинуклеотида (FAD).

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ММ – молекулярная масса;
CytC – цитохром с из сердца лошади; FCC – флавоцито�
хром с сульфиддегидрогеназа; TcDH – тиоцианатдегидро�
геназа; TpFCC – флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа
из бактерии Thioalkalivibrio paradoxus ARh 1; SQR – суль�
фид : хиноноксидоредуктаза.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�320,
08.03.2021.
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В геноме одного из тиоцианат�окисляющих
штаммов Tv. paradoxus ARh 1 [6] содержится
5 копий генных кластеров, кодирующих белки,
гомологичные FCC. Ген одной из пяти потенци�
альных FCC (далее TpFCC) расположен в не�
посредственной близости с опероном, отвечаю�
щим за биосинтез тиоцианатдегидрогена�
зы (TcDH) – ключевого белка метаболизма тио�
цианата у бактерий рода Thioalkalivibrio [6, 7, 11].
Сравнительный анализ транскриптомов бакте�
рии Tv. thiocyanoxidans ARh 2T, выращенной с
тиосульфатом и тиоцианатом в качестве источ�
ника энергии, показал, что экспрессия ге�
на TcDH и окружающих его генов сильно воз�
растала при росте клеток на тиоцианате. Макси�
мальное повышение уровня экспрессии дости�
галось для генов TcDH (log2 отношения уровней
экспрессии гена при росте на тиоцианате и тио�
сульфате составлял 7,5) и FCC (соответствую�
щий логарифм отношения уровней экспрессии
составлял 6,94 – для флавиновой субъединицы
FCC и 5,82 – для гем�содержащей субъедини�
цы FCC). Другие гены в кластере TcDH показы�
вают изменение уровня экспрессии в диапазо�
не 3,95–6,75 [6]. Следовательно экспрессия гена
FСС у бактерии Tv. thiocyanoxidans повышается
специфически и строго ассоциирована с уров�
нем экспрессии гена TcDH. Можно предполо�
жить, что аналогичная ситуация реализуется и
для близкородственной бактерии Tv. para(
doxus ARh 1. Таким образом, TpFCC является
необходимым компонентом метаболизма тио�
цианата у бактерий Tv. paradoxus. Однако роль
TpFCC в метаболизме тиоцианата неочевидна,
поскольку разложение тиоцианата (рис. 1) не
включает образования сульфид�ионов. Было
высказано предположение, что TpFCC может

участвовать в переносе электронов, образую�
щихся при окислении тиоцианата TcDH [6].

Ранее TpFCC была выделена нами из бакте�
рии Tv. рaradoxus, выращенной на тиоцианате,
где она является одним из мажорных белков пе�
риплазматической фракции. Методом рентге�
ноструктурного анализа получена простран�
ственная структура TpFCC [17]. Сравнительный
анализ пространственной структуры TpFCC и
структур FCC из других организмов подтвердил,
что TpFCC содержит все характерные особен�
ности активных центров сульфиддегидроге�
наз (FCC и SQR), включая редокс�активные ос�
татки цистеина, вовлечённые в окисление суль�
фида с последующим переносом электронов на
FAD. Дополнительным подтверждением учас�
тия TpFCC именно в окислении сульфид�ионов
до серы является присутствие дополнительного
атома серы как продукта реакции на одном из
каталитических цистеинов [17]. Подобные
структуры с цепочками из двух или восьми ато�
мов серы в активном центре были получены ра�
нее для FCC из Thermochromatium tepidum [16] и
SQR из Aquifex aeolicus [18, 19]. Электрон�транс�
портная субъединица TpFCC содержит один до�
мен, связывающий один гем с, координирован�
ный остатками His и Met. Укладка полипептид�
ной цепи цитохромного домена аналогична ук�
ладке полипептидной цепи в N�концевом доме�
не двухдоменных цитохромных субъединиц у
других FCC. В пространственной структуре, по�
лученной в работе Osipov et al. [17], TpFCC нахо�
дится в комплексе с медь�связывающим бел�
ком CopC, для гена которого также наблюдалось
повышение уровня транскрипции при росте на
тиоцианате. Предполагается [17], что комплекс
TpFCC–CopC является частью более крупного
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Рис. 1. Схема окислительного этапа серного цикла у бактерий рода Thioalkalivibrio [6]. SQR – сульфид: хиноноксидоре�
дуктаза; FCC – флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа; SoxYZXAB и SoxCD – компоненты сероокисляющей системы
Sox; TcDH – тиоцианатдегидрогеназа; DSR – диссимиляторная сульфитредуктаза; SDH – сульфитдегидрогеназа; APR –
аденозин�5′�фосфосульфатредуктаза; SAT – сульфатаденилилтрансфераза

КАТАЛИТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ФЛАВОЦИТОХРОМ с СУЛЬФИДДЕГИДРОГЕНАЗЫ



ТИХОНОВА и др.

периплазматического комплекса, который
включает также TcDH. Роль комплекса может
заключаться в окислении тиоцианата и утилиза�
ции образующейся серы.

Для проверки этих предположений в настоя�
щей работе проведена функциональная характе�
ристика TpFCC. Показано, что, подобно ранее
описанным FCC, фермент обладает узкой
субстратной специфичностью, катализируя
окисление только сульфид�ионов. TpFCC не ка�
тализирует окисление других анионов, содержа�
щих атом серы в восстановленном состоя�
нии (тиосульфат, тетратионат, сульфит), а также
окисление или восстановление молекулярной
серы. Для реакции окисления сульфид�иона
in vitro подобраны оптимальные условия и опре�
делены кинетические параметры реакции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и очистка TpFCC. Биомасса
Tv. paradoxus ARh 1 была выращена в колбах на
минеральной Na2CO3/NaHCO3 среде, содер�
жавшей 0,6 M общего Na+ при pH 9,75, как опи�
сано ранее [5] с тиоцианатом натрия (10 мМ) в
качестве источника энергии и азота. После пог�
лощения всего тиоцианата в ростовую среду до�
бавляли ещё одну порцию тиоцианата до кон�
центрации 10 мМ. Концентрация ионов Cu2+ (в
виде цитрата) в ростовой среде составляла
30 мкг/литр.

После полной утилизации тиоцианата клет�
ки из 10 литров культуры были осаждены цент�
рифугированием («Hitachi», Япония) и промыты
буфером, содержавшим 20 мМ MOPS, pH 7,5 и
0,6 M NaCl. TpFCC выделяли из периплазмати�
ческой фракции. Процедура выделения включа�
ла две стадии анионообменной хроматографии и
стадию гель�проникающей хроматографии
(гель�фильтрации). Для получения периплазма�
тической фракции клетки инкубировали 10 мин
в 42 мл лизирующего буфера (20 мМ MOPS,
pH 7,5; 1 мг/мл лизоцим, 500 мM сахароза) при
комнатной температуре. Затем добавляли 63 мл
воды Milli�Q и фенилметилсульфонилфто�
рид (PMSF) до концентрации 1 мМ и инкубиро�
вали 15 мин при 4 °C. Периплазматическую
фракцию отделяли от сферопластов центрифу�
гированием при 8000 об./мин, 30 мин («Allegra»,
США). Периплазматическую фракцию наноси�
ли на анионообменную колонку MonoQ 10/100
(«GE Healthcare», США), уравновешенную
25 мМ MOPS, рН 7,5. Белки элюировали линей�
ным градиентом 0–70% 1 М раствора NaCl в
25 мМ MOPS, рН 7,5. Хроматографию выполня�
ли на приборе ACTA FPLC («GE Healthcare»,

США). Фракции, обладавшие сульфиддегидро�
геназной активностью, были собраны при со�
держании 1М NaCl 30–40% и объединены. Пос�
ле диализа против 25 мМ MOPS, рН 7,5, объеди�
нённые фракции были повторно нанесены на
колонку MonoQ 10/100, уравновешенную тем же
буфером. FCC элюировали ступенчатым гради�
ентом 1 М NaCl в 25 мМ MOPS, рН 7,5. Фрак�
ции, обладавшие сульфиддегидрогеназной ак�
тивностью, элюировались при содержа�
нии NaCl – 42%. Завершающей стадией очистки
являлась гель�проникающая хроматография на
колонке Superdex 75 10/300 («GE Healthcare»,
США). Колонку уравновешивали 25 мМ MOPS,
pH 7,5, 150 мМ NaCl.

Концентрацию белка определяли методом
Бредфорда [20]. Чистоту белка анализировали
методом Ds�Na�ПААГ электрофореза [21].
Идентификацию белков проводили мето�
дом MALDI�TOF MS на масс�спектрометре
Ultraflex III MALDI�TOF/TOF («Bruker», Герма�
ния).

Определение ферментативной активности
TpFCC. Ферментативная активность TpFCC из�
мерялась спектрофотометрически при 30 °C с
использованием спектрофотометра Cary 100 Bio
(«Thermo Scientific», США). Реакционная смесь
содержала 50 мМ глицин�NaOH буфер, pH 9,5,
10 мкМ сульфид натрия и 14 нМ фермент;
20 мкМ цитохром с из сердца лоша�
ди (CytC) («Sigma», США) использовали как ак�
цептор электронов. Реакцию инициировали
сульфидом натрия. Начальные скорости фер�
ментативной реакции рассчитывали из началь�
ных участков кинетических кривых восстанов�
ления CytC, регистрируемых при 550 нм
(ε550 = 22 500 М–1⋅см–1). При расчётах вносили
поправку на скорость неферментативной реак�
ции, поэтому параллельно измеряли скорость
восстановления CytC сульфидом натрия в отсут�
ствие TpFCC. Кинетические измерения прово�
дили в трех независимых повторах. Концентра�
цию сульфида натрия в растворе определяли с
помощью реактива Эллмана (DTNB, 5,5′�ди�
тио�бис�(2�нитробензойная кислота). DTNB
взаимодействует со свободными сульфгидриль�
ными группами, образуя смешанный дисульфид
и ярко�желтую 2�нитро�5�тиобензойную кисло�
ту (ε412 = 14 150 М–1⋅см–1).

Кинетические параметры сульфиддегидро�
геназной реакции рассчитывали из зависимос�
тей начальных скоростей реакции от концент�
рации субстратов.

В аналогичных условиях проверяли актив�
ность TpFCC в реакции окисления других
субстратов, заменяя сульфид на 1 мМ тиосуль�
фат, сульфит или тетратионат, как это было опи�
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сано в работе Visser et al. [13]. Для проверки ак�
тивности TpFCC в реакции окисления элемент�
ной серы использовали серу из гранул Tv. para(
doxus, полученную при выделении TpFCC. Сус�
пензию серы получали, как это было описано в
статье Rühl et al. [22], с небольшими модифи�
кациями: 0,1 г cеры суспендировали в 5 мл
50 мМ глицин�NaOH буфера, рН 9,5. Затем
2%�ную суспензию обрабатывали ультразвуком
в течение 10 мин. Реакционную смесь, которая
содержала 0,2%�ную суспензию серы, 20 мкМ
CytC и 52 нМ TpFCC в 50 мМ глицин�NaOH бу�
фере, рН 9,5, инкубировали на термошейкере
(«Eppendorf», США) при 30 °C. Из реакционной
смеси периодически отбирали пробы, центри�
фугировали и снимали спектры для регистрации
образования восстановленной формы CytC.
Аналогичный эксперимент проводили в отсут�
ствие TpFCC.

Для проверки способности TpFCC катализи�
ровать обратную реакцию восстановления серы
до сульфид�иона 0,2%�ную суспензию серы до�
бавляли к предварительно восстановленной ди�
тионитом TpFCC и регистрировали изменение
спектров TpFCC. Окисление TpFCC в присут�
ствии серы указывало бы на наличие восстанав�
ливающей активности [23]. Эту реакцию прово�
дили в анаэробном боксе («Belle Technology»,
Великобритания) в атмосфере N2 при остаточ�
ном содержании кислорода не выше 2 ррм. Все
растворы предварительно продували аргоном
высокой чистоты и выдерживали в анаэробном
боксе в течение нескольких часов.

Определение продукта реакции. Для опреде�
ления продукта реакции окисления сульфида
ферментативную реакцию проводили до высо�
ких степеней превращения. Добавление суль�
фида прекращали после выпадения визуально
наблюдаемого осадка. Серные гранулы из бак�
терии Tv. paradoxus (стандарт) и полученный в
реакции осадок растворяли в смеси хлоро�
форм : метанол (1 : 9). Для идентификации про�
дукта реакции был использован метод обращен�

но�фазовой хроматографии на колон�
ке Nucleosil C18 («Sigma�Aldrich», США) в соот�
ветствии с предложенной ранее [24] и подробно
описанной нами процедурой [11].

Биоинформатические методы. Для анализа
использовали аминокислотную последователь�
ность FCC, полученную по результатам
MALDI TOF масс�спектрометрии (GenBank:
AHE99077.1) генома бактерии Tv. paradoxus
ARh 1. Поиск гомологов осуществлялся с ис�
пользованием программы Protein BLAST на сер�
вере NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Выравнивание аминокислотных последователь�
ностей FCC из различных организмов выполне�
но программой BLAST COBALT (http://www.
st�va.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ cobalt/re_cobalt.cgi),
полученные данные визуализировали с по�
мощью MultalignViewer (Chimera).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Гомологи FCC в геноме Tv. paradoxus. Извест�
но, что в геноме бактерии Tv. paradoxus, как и в
геноме близкородственной ей бактерии
Tv. nitratireducens, имеется 5 копий генов белков,
гомологичных FCC [6]. Идентичность амино�
кислотных последовательностей разных копий
FCC из Tv. paradoxus составляет 40–54% по фла�
виновой и 36–40% – по гем�содержащей субъе�
диницам (табл. 1).

Только один белок (FCC_5 в табл. 1) содер�
жит двухгемовую субъединицу, все остальные
являются одногемовыми (количество гемов оп�
ределялось по числу гем�связывающих мотивов
CXXCH в аминокислотной последовательнос�
ти белка).

При росте бактерии с различными донорами
электронов наблюдается экспрессия различных
генов FCC. Согласно нашим неопубликован�
ным данным, если донором электронов является
тиосульфат, то экспрессируются белки FCC_3
и FCC_5. При росте на тиоцианате в присут�
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Таблица 1. Идентичность флавиновой и гемовой субъединиц у пяти копий FCC в геноме Tv. paradoxus ARh 1

Флавиновая субъединица
FCC

FCC_1

FCC_2

FCC_3

FCC_4

FCC_5

Protein_ID

WP_006748978

WP_006746610

WP_006746125

WP_006747456

WP_006746847

Идентичность, %

100

40

54

51

49

Protein_ID

WP_006748977

WP_006746611

WP_006746124

WP_041483707

WP_006746848

Идентичность, %

100

40

36

40

38

Гемовая субъединица
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ствии ионов Cu2+ бактерия Tv. paradoxus ARh 1
активно экспрессирует белок FCC_1 (да�
лее TpFCC) (табл. 1), который, наряду с TcDH и
CopC, является мажорным белком периплазма�
тической клеточной фракции в этих услови�
ях (рис. 2, а). Полученные данные совпадают с
результатами транскриптомного анализа, приве�
денными в работе Berben et al. [7], и указывают
на потенциальное участие TpFCC в процессе
разложения тиоцианата. Для характеристики ка�
талитических свойств TpFCC был выделен из пе�
риплазматической фракции Tv. paradoxus ARh 1.

Физико?химические свойства TpFCC. В полу�
ченном нами гомогенном препарате TpFCC
имеет молекулярную массу (ММ) ~50 кДа, сог�
ласно данным гель�фильтрации на колонке
Superdex 75 10/300, и состоит из двух субъ�
единиц: FAD�связывающей с ММ ~42 кДа
(рис. 2, а) и гем с�связывающей с ММ ~8 кДа.

Были измерены спектры окисленной и вос�
становленной формы TpFCC с использованием
в качестве восстановителя дитионита натрия,
который способен полностью восстановить
FAD и гем с, и сульфида натрия, который явля�
ется основным субстратом FCC, т.е. должен в
конечном итоге передавать электроны на гем с
через FAD.

Полученные спектры очень похожи на ранее
опубликованные спектры FCC из других орга�
низмов (табл. 2). В спектре окисленной формы
TpFCC (рис. 2, б) виден характерный пик погло�
щения окисленной формы FAD при длине вол�
ны 480 нм. Другая полоса поглощения FAD при
450 нм менее выражена, как и у других FCC [13,

26], и, возможно, частично маскируется более
интенсивным пиком поглощения гемовой субъ�
единицы с максимумом при 409 нм. При восста�
новлении TpFCC сульфидом натрия (в концент�
рации 1 мМ) происходит частичное восстанов�
ление FAD и практически полное восстановле�
ние гема с. Дальнейшее добавление сульфида
натрия не приводит к дополнительному восста�
новлению TpFCC. По�видимому, в этих услови�
ях FAD, получив 2 электрона от сульфида, пере�
дает 1 электрон на гем с и остается в семихинон�
ной форме, в которой частично сохраняется пик
поглощения при 480 нм. Введение в реакцион�
ную смесь дитионита натрия с редокс�потенци�
алом –560 мВ не изменяет степень восстановле�
ния гема с, но приводит к полному восстановле�
нию FAD. Восстановленная форма TpFCC ха�
рактеризуется полосами поглощения восстанов�
ленной формы гема с при 416, 524 и 552 нм.

Характеристика каталитической активности
TpFCC. Структурные данные указывают, что
TpFCC является типичной флавоцитохром с
сульфиддегидрогеназой. Поэтому в качестве ос�
новного субстрата для характеристики TpFCC
рассматривался сульфид�ион. В качестве акцеп�
тора электронов in vitro использовался цито�
хром с из сердца лошади, CytC (как в большин�
стве публикаций, посвящённых характеристике
каталитических свойств FCC [12, 13, 25–27]).

Оптимизация условий определения активнос�
ти. TpFCC расположена в периплазме галоал�
калофильной бактерии Tv. paradoxus, имеющей
значение рН ~9,0 и содержание соли ~1 М [9].
Для оптимизации условий определения актив�
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Рис. 2. Характеристика гомогенности и спектральных свойств препарата TpFCC. а – Ds�Na�ПААГ электрофорез пери�
плазматической фракции (дорожка 2) и конечного препарата TpFCC (дорожка 3). На дорожках 2 и 3 обозначены FAD�со�
держащая субъединица TpFCC с ММ 42 кДа (II), гем�содержащая субъединица двигалась с фронтом растворителя;
TcDH (I) и медь�связывающий белок CopC (III). Дорожка 1 – маркеры ММ. б – Спектры окисленной (1) и восстановлен�
ной (2, 3) форм TpFCC. Восстановление проводили с 1 мМ Na2S (2) и 1 мМ Na2S2O4 (3). Концентрация TpFCC – 0,86 мкМ.
На спектрах обозначены основные максимумы поглощения окисленной и восстановленной форм. (С цветным вариантом
рис. 2 и 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)



ности и сравнения их с физиологическими ус�
ловиями функционирования фермента прове�
ряли влияние рН, природы буфера и ионной
силы.

Для оценки влияния ионной силы в реак�
ционную смесь добавляли NaCl. В 0,1 М NaCl
активность фермента составляет ~50% от ис�
ходной (рис. 3, а). Можно предположить, что
увеличение ионной силы ослабляет ионные
взаимодействия сульфид�иона с белком или
затрудняет электростатическое взаимодей�
ствие CytC с цитохром с�субъединицей FCC.
Таким образом, оптимальными для кинетичес�
ких экспериментов являются условия с низкой
ионной силой.

Определение pH�оптимума проводили в диа�
пазоне pH 7–10,5 с использованием двух буфер�
ных растворов: 50 мМ Tris�HCl, pH 7,0–8,6, и
50 мМ глицин�NaOH, pH 8,6–10,5 (рис. 3, б).
Эксперимент показал, что фермент имеет мак�

симальную активность в интервале рН от 8,5
до 9,0. Эти данные согласуются с тем, что
TpFCC является периплазматическим белком
галоалкалофильной бактерии, для которой оп�
тимальным условием для роста являет�
ся pH 9–10 [9].

Наибольшую активность фермент проявлял
в глициновом буфере, поэтому для проведения
кинетических экспериментов были выбраны
следующие условия: 25 мМ глицин�NaOH,
pH 8,6.

В этих условиях была проверена активность
TpFCC с другими субстратами. TpFCC не ката�
лизирует реакции окисления тиосульфата, суль�
фита, тетратионата и элементной серы. Ранее
подобный результат был получен для FCC из
других источников [13]. Поскольку на первой
стадии дыхательного цикла у Tv. paradoxus при
росте на тиоцианате происходит окислительное
разложение тиоцианата с образованием элемент�
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Таблица 2. Спектральные и молекулярные свойства FCC из разных микроорганизмов

Thermochromatium
tepidum [26]

410

416, 523, 552

68

43

25 (2 гема)

Chromatium
vinosum [12]

450, 480

410

416, 523, 552

77

46

21 (2 гема)

Thioalkalivibrio
paradoxus ARh 1

450, 479 

409

416, 524, 552

50

42

7,3 (1 гем)

Свойства FCC

Пики поглощения FADox, нм

Пики поглощения гема сox, нм

Пики поглощения гема сred, нм

Нативный белок ММ, кДа

FAD�связывающая
субъединица, ММ, кДа

Гем�связывающая субъединица,
ММ, кДа

Thiobacillus
sp. W5 [13]

450, 480

410

416, 523, 552

51

40

11 (1 гем)

Chlorobium
thiosulfatiphilum [25]

410

417, 523, 553

58

47

11 (1 гем)

Рис. 3. Факторы, влияющие на каталитическую активность TpFCC. а – Влияние ионной силы (концентрации NaCl) на
активность TpFCC. б – pH�Зависимость активности TpFCC
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ной серы, было выдвинуто предположение, что
FCC может катализировать обратную реакцию
восстановления элементной серы до сульфида с
последующим окислением его, например, обра�
тимой диссимиляторной сульфитредуктазой
(DSR на рис. 1), катализирующей взаимопрев�
ращение сульфит�иона в сульфид (или серу) и
наоборот. Однако проведённый нами экспери�
мент показал, что элементная сера не окисляет
восстановленную форму TpFCC, т.е. TpFCC не
переносит электроны на серу. Следует отметить,
что поверхность FAD�содержащей субъедини�
цы в области входа в сайт связывания сульфид�
иона имеет положительный заряд [17], что не
способствует связыванию такого гидрофобного
незаряженного субстрата, как сера. Таким обра�
зом, TpFCC не катализирует обратную реакцию
восстановления серы до сульфида и, следова�
тельно, не может участвовать в утилизации се�
ры, образующейся при окислении тиоцианата.
Поскольку в рамках проведённого исследова�
ния обнаружен только один субстрат для
TpFCC – сульфид�ион, что совпадает с данны�
ми, полученными для других FCC [12, 13], были
охарактеризованы кинетические параметры
этой реакции.

Определение кинетических параметров. Ки�
нетика окисления сульфида натрия и восстанов�
ления CytС в отсутствие продуктов реакции опи�

сывается следующим уравнением для двухсуб�
стратной реакции с образованием тройного
комплекса [28]:

(1)

Наблюдаемые константы Михаэлиса (KM
каж)

равны 1,9 ± 0,4 мкM для сульфида и 8 ± 3 мкM –
для CytC при фиксированной концентрации
второго субстрата. Эти данные хорошо соотно�
сятся с константами Михаэлиса, измеренными
для FCC из Thiobacillus (KM для сульфида –
1,7 ± 0,4 мкM, KM для цитохрома – 3,8 ±
± 0,8 мкM) [13]. Максимальная удельная актив�
ность при данных концентрациях равня�
лась 54 ± 9 мкмоль (CytС)/мин на мг белка. Од�
нако полученные константы являются кажущи�
мися, поскольку являются функциями от кон�
центрации второго субстрата. Эксперимент по
определению истинных кинетических констант
включал в себя измерение кинетических конс�
тант по сульфид�иону (VS

каж, KМ
каж) при различ�

ных фиксированных концентрациях CytC (5, 8,
10, 20 мкМ):

(2)
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Рис. 4. Определение кинетических констант реакции окисления сульфид�ионов TpFCC. а – График зависимости началь�
ной скорости реакции от концентрации сульфида в двойных обратных координатах при различных фиксированных кон�
центрациях CytС. б – График зависимости максимальной скорости реакции от концентрации CytС в двойных обратных
координатах. в – График зависимости KM

каж/VS
каж от обратной концентрации CytC



,         (3)

где Ki, S – константа диссоциации фермент�
субстратного комплекса ES.

Результаты представлены в виде первичных
графиков в координатах Лайнуивера–Берка
(рис. 4, а). Прямые, соответствующие фиксиро�
ванным концентрациям CytC, пересекались в точ�
ке с координатами ((1 – KМ, S/Ki, S)/V; –1/Ki, S). Пе�
ресечение с осью абсцисс соответствует –1/KМ

каж,
с осью ординат – 1/Vкаж. Данный вид графика ха�
рактерен для ферментативных реакций с образо�
ванием тройного комплекса.

Из вторичного графика в координа�
тах (1/VS

каж; 1/[CytC]) определяли значение 1/V
по пересечению с осью ординат и KМ, CytC/V – по
тангенсу угла наклона (рис. 4, б):

.       (4)

Для определения истинной константы Ми�
хаэлиса по сульфиду построен график в коорди�
натах (KM

каж/VS
каж; 1/[CytC]). Точка пересечения

прямой с осью ординат дает значение KM, S/V, по
которому, зная максимальную скорость, можно
определить искомую константу (рис. 4, в).

В результате обработки данных были получены
следующие значения кинетических параметров:

V = 80 ± 40 мкмоль CytС/мин на мг белка,
kcat = 0,67 c–1;

KМ, CytС = 26 ± 1 мкМ;

KМ, S = 157 ± мкМ.

Из�за особенностей субстратов мы не могли
работать в области их насыщения, поскольку

для CytС при больших концентрациях наблюда�
ется слишком высокая оптическая плотность, а
для сульфид�иона при высоких концентрациях
становится существенным вклад нефермента�
тивного восстановления цитохрома с. В других
посвящённых FCC работах измерение кинети�
ческих параметров также проводили в ненасы�
щающих концентрациях одного из субстратов,
что не позволяет напрямую сравнивать полу�
ченные значения. По этой же причине разли�
чаются наблюдаемые и истинные значения КM

и V.
В заключение можно сказать, что TpFCC яв�

ляется типичной сульфиддегидрогеназой, ката�
лизирующей окисление сульфида с образова�
нием элементной серы и переносом электронов
на цитохром с. Роль этого фермента в метабо�
лизме тиоцианата осталась невыясненной. Од�
нако проведённые нами предварительные экс�
перименты (результаты не приведены) показа�
ли, что присутствие каталитических количеств
FCC в реакции окисления тиоцианата, катали�
зируемой TcDH, приводит к изменению формы
кинетических кривых и увеличению скорости
реакции. Механизм наблюдаемого явления по�
ка не установлен и является предметом после�
дующего исследования.
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CATALYTIC PROPERTIES OF FLAVOCYTOCHROME с
SULFIDE DEHYDROGENASE FROM HALOALKALIPHILIC

BACTERIUM Thioalkalivibrio paradoxus*
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Flavocytochrome c sulfide dehydrogenase (FCC) is one of the central enzymes of oxidative sulfur metabolism in sul�
fur�oxidizing bacteria. FCC catalyzes oxidation of sulfide and polysulfide ions to elemental sulfur with cytochrome c
as an electron acceptor. The catalytically active form of the enzyme is a noncovalently bound heterodimer composed
of the flavin�binding and the heme�binding subunits. The Thioalkalivibrio paradoxus ARh 1 genome contains five
copies of the gene for FCC. The amino acid sequence identity between the different copies of FCC genes differs from
54 to 36%. When a bacterium grows on thiocyanate or thiosulfate as the main energy sources, the products of different
copies of the FCC genes are synthesized. In this paper, we isolated and characterized FCC, which is synthesized dur�
ing the growth of Tv. paradoxus on thiocyanate. FCC has been shown to oxidize sulfide and not to oxidize other reduced
sulfur compounds, such as thiosulfate, sulfite, tetrathionate, and molecular sulfur, and does not catalyze the reverse
reaction of sulfur reducing to sulfide. The kinetic parameters of the sulfide ion oxidation reaction are characterized.

Keywords: sulfur�oxidizing bacteria, flavocytochrome c sulfide dehydrogenase, thiocyanate dehydrogenase, enzyme kinetics


