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Цитохром bd-II является одной из трёх терминальных хинолоксидаз аэробной дыхательной цепи 
Escherichia coli. Было показано, что препараты солюбилизированной детергентом немеченой окси-
дазы bd-II, выделенной из бактерии, с высокой скоростью удаляют перекись водорода (H2O2), проду-
цируя молекулярный кислород (O2). Добавление H2O2 к тому же буферу, который не содержит фер-
мента или содержит термически денатурированный цитохром bd-II, не приводит к образованию O2. 
Последнее наблюдение исключает участие в реакции посторонних переходных металлов, связанных 
с белком. Индуцированное  H2O2 образование  O2 не подвержено ингибированию N-этилмалеими-
дом (соединение, связывающее сульфгидрильные группы), антимицином  A (соединение, которое 
специфически связывается с местом связывания хинола) и CO  (двухатомный газ, который специ-
фически связывается с восстановленным гемом d). Однако образование О2 ингибируется цианидом 
(IC50 = 4,5 ± 0,5 мкМ) и азидом. Добавление Н2О2 в присутствии дитиотреитола и убихинона-1 не 
инактивирует цитохром bd-II и, по-видимому, не влияет на О2-редуктазную активность фермента. 
Способность цитохрома bd-II нейтрализовать H2O2 может играть роль в физиологии бактерий, делая 
их устойчивыми к пероксид-опосредованному стрессу.
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кислорода.
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ВВЕДЕНИЕ

Аэробная дыхательная цепь Escherichia 
coli разветвлена и содержит три О2-зависимые 
хинолоксидазы: цитохром  bo3, представитель 
гем-медных оксидаз, и две оксидазы типа  bd, 
bd-I и bd-II, в которых отсутствует медь [1–10]. 
Все три фермента восстанавливают O2 до 2H2O, 
используя четыре электрона, полученные от 
двух молекул хинола  [11–13], и сопрягают эту 
окислительно-восстановительную реакцию с 
образованием протонного электрохимическо-
го градиента  [14–19]. Эффективность послед-
него процесса с цитохромом  bo3 вдвое выше, 

чем с любой из двух оксидаз bd-типа  [14,  19]. 
Тем не менее при низком парциальном дав-
лении O2 и в других неблагоприятных услови-
ях роста E.  coli и некоторые другие бактерии, 
включая патогенные, предпочитают использо-
вать цитохром bd, а не цитохром bo3 (или дру-
гую гем-медную оксидазу) в качестве основной 
терминальной дыхательной кислородредукта-
зы [20–23]. Было бы крайне нелогичным, если 
бы цитохром  bd, помимо биоэнергетической 
функции, не участвовал в других процессах, 
жизненно важных для выживания микроор-
ганизма  [24–27]. Действительно, снижая вну-
триклеточную концентрацию  О2, цитохром  bd 
защищает О2-лабильные ферменты  [28,  29]. 
Сообщалось, что цитохром bd-I E. coli участву-
ет в биосинтезе гема  [30] и образовании ди-
сульфидных связей при фолдинге белка  [31]. 
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Кроме того, оксидаза bd-типа способствует 
защите бактерий от стрессов, вызванных ан-
тибиотиками  [32], пероксинитритом  [27,  33], 
оксидом азота [34–43], сульфидом [44–48], ам-
миаком [49] и перекисью водорода [50–58].

За последние несколько лет были опреде-
лены трёхмерные структуры bd-оксидаз ряда 
бактерий, в том числе E.  coli  [59–65]. Хотя 
описанные структуры обнаруживают схожее 
строение, они, по-видимому, различаются по 
количеству субъединиц и другим важным ха-
рактеристикам  [66]. В частности, у  E.  coli ци-
тохром bd-I состоит из четырёх субъединиц: 
CydA, CydB, CydX и CydY. Цитохром bd-II 
содержит на одну субъединицу меньше; он со-
стоит из трёх полипептидных цепей: AppC (го-
мологична CydA), AppB (гомологична CydB) и 
AppX (гомологична CydX). Две большие субъ-
единицы, CydA и CydB в bd-I и AppC и AppB 
в bd-II, составляют структурное ядро фермен-
та. CydA/AppC несёт три разных гема: один 
низкоспиновый, b558, и два высокоспиновых, 
b595 и  d, а также так называемую Q-петлю, 
непосредственно участвующую в связыва-
нии хинолового субстрата. Гем  b558 участвует 
в окислении хинола. Гем  d является местом 
связывания O2 и его восстановления до 2H2O, 
возможно, путём последовательного образова-
ния каталитических интермедиатов A1, A3, P, F 
и  O1  [13, 17, 67–69]. Замечательной особенно-
стью гема  d является очень высокое сродство 
к  О2 и стабильность оксигенированного ком-
плекса [70–72]. Точная роль гема b595 не совсем 
ясна. Расстояние между центральными ато-
мами  Fe гемов  b595 и  d (10,9–11,3  Å) слишком 
велико для образования структурного биядер-
ного центра. В то же время расстояние между 
краями гемов составляет примерно 3,5–3,8 Å, 
т. е. между ними возможны ван-дер-ваальсо-
вые контакты  [60, 61, 64, 65]. Это подразуме-
вает возможность очень быстрого переноса 
электронов между гемами, что действительно 
получило экспериментальное подтвержде-
ние  [73]. Таким образом, хотя гем  b595 и гем  d 
не образуют структурный двуядерный центр, 
можно говорить о функциональном дигемовом 
центре. Последняя идея получила поддержку 
в спектроскопических и электрометрических 
исследованиях  [73–88]. Структуры обоих ци-
тохромов bd E. coli позволяют осуществлять ли-
нейную последовательность переноса электро-
на (хинол → b558 → b595 → d) [66].

Цитохром bd-II, вторая оксидаза типа  bd 
в  E.  coli, кодируется опероном  appCBX. Его 
экспрессия индуцируется вступлением в ста-
ционарную фазу, фосфатным голоданием и 
анаэробным ростом. Цитохром bd-II, веро-

ятно, работает в ещё более ограниченных по 
кислороду условиях, чем цитохром bd-I (см. [7] 
и  ссылки в ней). Функция цитохрома bd-II 
неизвестна, но, по-видимому, это не просто 
молчащая резервная копия цитохрома bd-I. 
Сообщалось, что поток электронов через ци-
тохром bd-II весьма значителен [89, 90]. Rivera-
Chavez et al. [91] обнаружили, что цитохром bd-
II является основным фактором, вызывающим 
раннюю после приёма антибиотика экспансию 
сальмонелл в полости кишечника. S.  enterica 
серовар  Typhimurium является основной при-
чиной гастроэнтерита у человека, и его хро-
мосома, как и у  E.  coli, кодирует две оксидазы 
bd-типа  – bd-I и  bd-II. Лечение стрептомици-
ном вызывает инактивацию комменсальных, 
продуцирующих бутират Clostridia из кишеч-
ной микробиоты мышей, что, в свою очередь, 
приводит к снижению уровня бутирата, уве-
личению снабжения кислородом эпителия и 
аэробной экспансии S.  typhimurium  [91]. Было 
показано  [91], что цитохром bd-II усиливает 
экспансию в кишечнике S. typhimurium и необ-
ходим для фекально-оральной передачи. Ав-
торы пришли к выводу [91], что цитохром bd-I 
способствует только росту S. typhimurium в тка-
ни хозяина, тогда как цитохром bd-II требуется 
исключительно для роста бактерий в условиях 
более ограниченного содержания  O2, встреча-
ющихся в обработанном стрептомицином ки-
шечнике. Кроме того, недавно Chanin et al. [92] 
высказали предположение о роли аэробного 
дыхания, опосредованного цитохромом bd-II 
E. сoli, в развитии воспаления кишечника. Ис-
пользуя химические и генетические модели ко-
лита на мышах, авторы обнаружили, что окси-
даза bd-II обеспечивает E. coli преимущество в 
приспособляемости во время анаэробного ро-
ста в присутствии H2O2 [92]. Таким образом, по-
иск новых потенциальных функций цитохрома 
bd-II может быть полезен для углубления наше-
го понимания не только молекулярных меха-
низмов действия фермента, но и патофизиоло-
гии бактериальной инфекции.

Ранее мы сообщали, что цитохром bd-I E. coli 
проявляет значительную каталазоподобную ак-
тивность, разлагая Н2О2 до  О2, что может слу-
жить дополнительной бактериальной защитой 
от окислительного стресса [55]. Совсем недавно 
мы обнаружили, что препараты цитохрома bd-
II, выделенные из E. coli, также проявляют ка-
талазоподобную активность, устойчивую к NO, 
но чувствительную к окислительно-восстано-
вительному состоянию фермента (см.  рис.  5 в 
обзорной статье Borisov et al. [58]). Это откры-
тие вдохновило нас на более подробное изуче-
ние активности препаратов bd-II.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы и выделение фермента. В  ра-
боте использовали следующие реактивы: 
DT-диафораза крысы, дитиотреитол  (DTT), 
2,3-диметокси-5-метил-6-(3-метил-2-буте-
нил)-1,4-бензохинон (убихинон-1 или  Q1), до-
децил-β-D-мальтозид и N-лауроил-саркозин 
(«Sigma-Aldrich», США); 30%-ный раствор H2O2 
(«Fluka», Швейцария), его концентрацию опре-
деляли спектрофотометрически с использова-
нием ε240 = 43,6 мМ−1 см−1. Исходный раствор CO 
(«Air Liquide», Франция) был получен путём 
уравновешивания дегазированной воды с чи-
стым газом при 1 атм при комнатной температуре 
с получением 1 мМ раствора CO. Цитохром bd-II 
из штамма E.  coli  MB37 (BW25113 ΔcyoB  ΔcydB 
ΔnuoB, маркёр канамицина удалён) был выде-
лен, как описано ранее [19]. Выделение цитохро-
ма bd-I из штамма E. coli GO105/pTK1 проводи-
ли, как сообщалось в более ранних работах [82, 

93]. Концентрацию фермента определяли из его 
разностного спектра поглощения (восстанов-
ленный дитионитом минус исходный), исполь-
зуя значение Δε628—607 = 10,8 мМ–1 см–1 [77].

Методы измерения и условия анализа. По-
лярографические измерения O2 проводились с 
использованием респирометра с высоким раз-
решением Oxygraph-2k («Oroboros Instruments», 
Австрия). Каталазоподобную активность вы-
деленного и солюбилизированного цитохрома 
bd-II из E. coli оценивали полярографически по 
увеличению давления O2 после добавления H2O2 
к раствору фермента. За потреблением NADH 
следили по изменению поглощения при 340 нм 
с помощью спектрофотометра Agilent Cary  60 
UV-Vis («Agilent», США). Измерения прово-
дили при 25 °C в 50 мМ Na/фосфатном буфере 
(рН 7,0), содержавшем 0,1 мМ ЭДТА, с добавле-
нием либо 0,02% додецил-β-D-мальтозида (ци-
тохром bd-II), либо 0,05% N-лауроил-саркози-
на (цитохром bd-I).

Анализ данных проводили с помощью па-
кета программ Origin («OriginLab Corporation», 
США). Кажущаяся IC50 NaCN для каталазопо-
добной активности цитохрома bd-II была полу-
чена путём построения графика зависимости 
процента ингибирования фермента от концен-
трации NaCN и введением данных в уравне-
ние Хилла [94], предполагая, что коэффициент 
Хилла n = 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В этой работе мы использовали штамм 
E. coli MB37, поскольку он содержит цитохром 
bd-II в качестве единственной терминальной 
оксидазы. Цитохромы bd-I и bo3 в этом штамме 
отсутствуют. Это удобно, поскольку позволяет 
нам получать препараты цитохрома bd-II без 
примеси других терминальных оксидаз.

На рис. 1, а показано, что добавление H2O2 
к дегазированному (<15  мкМ  O2) буферу, со-
держащему выделенный цитохром bd-II, при-
водит к образованию  O2. Генерации  O2 после 
добавления  H2O2 не зарегистрировано в слу-
чае отсутствия фермента (не показано) или 
его термической инактивации 10-минутным 
кипячением при 100  °C  (рис.  1,  а). Последнее 
наблюдение позволяет предполагать, что на-
блюдаемая активность обусловлена не посто-
ронними переходными металлами в препа-
рате фермента, а связана с нативным белком. 
Реакция протекает с образованием половины 
моля O2 на моль добавленного H2O2 (рис. 1, б). 
Скорости реакции, измеренные в микроаэроб-
ных (<15  мкМ  O2) и  аэробных (~255  мкМ  O2) 

Рис. 1. Каталазоподобная активность выделенного цитохро-
ма bd-II E. coli. а – Выделение O2, индуцированное добавле-
нием 225 мкМ H2O2 к ферменту в микроаэробных условиях. 
Кривая изменения концентрации O2 в присутствии фер-
мента, подвергнутого тепловой инактивации, приведена в 
качестве контроля. б – Количество O2, образующееся после 
добавления увеличивающихся количеств H2O2 к выделен-
ному цитохрому bd-II. Концентрация фермента – 50 нМ
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условиях, оказались очень похожими (не по-
казано). Это позволяет сделать вывод, что O2, 
по-видимому, не является ингибитором ката-
лазоподобной активности.

Были изучены зависимости начальной 
скорости реакции от концентрации фермен-
та и субстрата  (H2O2). Было обнаружено, что 
скорость образования  O2 линейно увеличива-
ется с ростом концентрации цитохрома bd-II 
в диапазоне 0–0,2  мкМ  (рис.  2). Как и в слу-
чае с цитохромом bd-I  [55], каталазоподоб-
ная реакция, осуществляемая при участии 
цитохрома bd-II, ускорялась при повыше-
нии концентрации H2O2 примерно до 0,5 мМ, 
но при более высокой концентрации  H2O2 
было видно, что скорость уже достигла преде-
ла  (рис.  3). При аппроксимации зависимости 
уравнением Михаэлиса–Ментен были получе-
ны кажущиеся значения kcat = 1029,9 ± 63,2 с–1 
и  KM  =  3,94  ±  0,54  мМ  (рис.  3). Для срав-
нения, анализ той же зависимости для ци-
тохрома bd-I даёт kcat  =  164,9  ±  8,9  с–1 
и KM = 1,69 ± 0,29 мМ (рис. 3).

В присутствии DTT и Q1 цитохром bd-II не 
инактивируется перекисью. Фермент сохраня-
ет O2-редуктазную активность (>90% от исход-

ного уровня) даже после трёх последователь-
ных добавлений H2O2 (рис. 4).

Чтобы понять, конкурируют ли каталазо-
подобная и оксидазная активности цитохрома 
bd-II друг с другом, мы изучили влияние H2O2 
на хинол:O2-оксидоредуктазную активность 
цитохрома bd-II, измеренную спектрофотомет-
рически путём мониторинга (при  340  нм) по-
требления NADH в присутствии NADH:хинон-
оксидоредуктазы (DT-диафоразы) и Q1. На рис. 5 
показано, что добавление H2O2 не влияет на 
O2-редуктазную активность цитохрома bd-II. 
Поскольку гем  d является сайтом, в котором 
происходит восстановление  O2 до  2H2O  [12], 
участие этого хлоринового кофактора в катала-
зоподобной реакции маловероятно.

Чтобы выявить в цитохроме bd-II сайт, ко-
торый мог бы отвечать за наблюдаемую ката-
лазоподобную активность, мы протестировали 

Рис. 2. Зависимость скорости выделения O2 от концентра-
ции цитохрома bd-II. Концентрация H2O2 – 225 мкМ

Рис. 3. Зависимость начальных скоростей образования O2, 
катализируемого цитохромами bd-I и bd-II, от концентра-
ции H2O2. Экспериментальные данные были аппроксими-
рованы уравнением Михаэлиса–Ментен. Концентрации 
цитохромов bd-II и bd-I – 50 нМ и 100 нМ соответственно

Рис. 4. Влияние последовательных добавок  H2O2 на хи-
нол:O2-оксидоредуктазную активность цитохрома bd-II, 
измеренную амперометрически. Концентрации: фер-
мент – 100 нМ; DTT – 10 мМ; Q1 – 3 мкМ; H2O2 – 200 мкМ 
(при каждом добавлении)
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Рис. 5. Влияние H2O2 на хинол:O2-оксидоредуктазную 
активность цитохрома bd-II, измеренную спектрофо-
тометрически после окисления  NADH в присутствии 
DT-диафоразы и Q1. Концентрации: фермент – 1,28 нМ; 
NADH  –  250  мкМ; DT-диафораза  –  6,7  мкг/мл; 
Q1 – 20 мкМ; H2O2 – 530 мкМ

несколько ингибиторов с различным механиз-
мом действия. N-этилмалеимид в концентра-
ции  20  мкМ не влиял на каталазоподобную 
активность (таблица), что, скорее всего, исклю-
чает участие в реакции тиоловых групп белка.

Было обнаружено, что антимицин  А, ми-
шенью которого является сайт связывания 
хинола, неэффективен при ингибировании 
каталазоподобной активности даже при кон-
центрации 167 мкМ (таблица). Окисленный Q1 
в концентрации 250 мкМ также не влиял на эту 
активность (таблица).

Отсутствие ингибирующих эффектов ан-
тимицина А и Q1 позволяет предположить, что 
сайт связывания хинола в цитохроме bd-II не 

участвует в каталазоподобной реакции. В свете 
этого открытия обмен электронами (перенос 
электронов внутри белка) между сайтом свя-
зывания хинола и гемовыми сайтами в ходе 
каталазоподобной реакции также может быть 
исключен.

CO (2  мкМ), воздействующий на восста-
новленный гем  d  [95], также не влиял на ка-
талазоподобную активность  (таблица). Этот 
результат является дополнительным доказа-
тельством того, что гем d практически не уча-
ствует в реакции.

В отличие от ингибиторов, описанных 
выше, цианид и азид, обычно нацеленные на 
высокоспиновый окисленный гем, очевидно, 
влияют на каталазоподобную активность ци-
тохрома bd-II (таблица, рис. 6, а). Эти лиганды 
могут связываться с вакантным шестым по-
ложением в координационной структуре иона 
железа высокоспинового гема или замещать 
его слабо координированный шестой аксиаль-
ный лиганд, если он присутствует. Оксидазы 
bd-типа несут два высокоспиновых гема, b595 
и  d. Ингибирующий эффект может быть обу-
словлен двумя причинами: (1) фиксацией ато-
ма железа в окисленном состоянии, что пред-
отвращает окислительно-восстановительное 
превращение гема, если роль гема заключается 
в том, чтобы принимать электрон в ходе одной 
или нескольких промежуточных стадий ката-
лазоподобной реакции; (2) образованием ком-
плекса гема с цианидом или азидом, что не-
посредственно предотвращало бы связывание 
молекулы перекиси водорода с атомом железа 
гема, необходимое для осуществления катала-
зоподобной реакции.

Влияние ингибиторов на каталазоподобную активность выделенных цитохромов bd-II и bd-I E. coli

Ингибитор
Концентрация 

ингибитора (мкM)
Цитохром bd-II Цитохром bd-I

NaCN 0–1000 + (IC50 = 4,5 ± 0,5 мкM) + (IC50 = 2,4 ± 0,3 мкM)

NaN3 100 + (35%a) + (98%a)

Оксид азота (NO) 20 – –

Оксид углерода (CO) 2 – –

Антимицин A 167 – –

Убихинон-1 (Q1) 250 – –

N-Этилмалеимид 20 – –

Примечание. «+» означает, что ингибитор влияет на каталазоподобную активность; «–» означает отсутствие ингибирую-
щего эффекта. Данные по цитохрому bd-I были взяты из статьи Borisov et al. [55]. Данные о влиянии NO на каталазопо-
добную активность цитохрома bd-II были взяты из обзорной статьи Borisov et al. [58]. Другие данные по цитохрому bd-II 
были получены в ходе данного исследования.
a % Ингибирования каталазоподобной активности.
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Рис. 6. Взаимодействие выделенного цитохрома bd-II с 
цианидом. а  –  Процент ингибирования каталазоподоб-
ной активности цитохрома bd-II, измеренный при повы-
шении концентрации NaCN в диапазоне 0–1000  мкМ. 
Фермент (50 нМ) предварительно инкубировали в течение 
1 мин с NaCN в разных концентрациях (от 0 до 1000 мкМ), 
затем добавляли 225 мкМ H2O2. б – Сравнение спектраль-
ных изменений, вызванных добавлением цианида к ци-
тохрому bd-II (толстая линия) и цитохрому bd-I (тонкая 
линия). Разностные спектры поглощения регистрирова-
ли после добавления 50  мкМ NaCN к 2  мкМ  фермента 
(bd-II или bd-I)

Цианид ингибировал каталазоподобную 
реакцию цитохрома bd-II с кажущимся значе-
нием IC50 = 4,5 ± 0,5 мкМ (таблица, рис. 6, а). 
Это значение лишь немного выше, чем для 
цитохрома bd-I (IC50  =  2,4  ±  0,3  мкМ, табли-
ца, см. также статью Borisov et al. [55]). В то же 
время показано, что цианид является гораздо 
более слабым ингибитором O2-редуктазной 
активности цитохрома bd-II (1 мМ KCN инги-
бировал 89% активности оксидазы [96]). Счи-
тается, что цианид ингибирует кислородредук-
тазную активность цитохрома  bd посредством 
связывания с гемом  d, тем самым предотвра-
щая взаимодействие гема  d с молекулярным 
кислородом с последующим восстановлени-
ем O2 до воды [12, 97]. Следовательно, высокая 
чувствительность каталазоподобной актив-

ности цитохрома bd-II к цианиду, очевидно, 
предполагает, что в реакции может участвовать 
какой-то другой высокоспиновый гем, отлич-
ный от гема d. Азид также ингибировал катала-
зоподобную активность цитохрома bd-II, хотя 
и менее эффективно, чем в случае цитохрома 
bd-I. Как показано в таблице, 100  мкМ  NaN3 
ингибировал активность bd-II на 35%, но при 
этом на  98% ингибировал активность bd-I. 
Для практически полного (98,5%) ингибиро-
вания каталазоподобной активности цитохро-
ма bd-II был необходим NaN3 в концентрации 
0,5 мМ (не показано).

Как показано выше, существует ряд дан-
ных, которые свидетельствуют против участия 
гема d в качестве сайта, ответственного за на-
блюдаемую каталазоподобную активность. Ве-
роятным кандидатом на эту роль может быть 
высокоспиновый гем  b595. Этот гем является 
пентакоординированным, имеющим Glu445 в 
качестве единственного аминокислотного ак-
сиального лиганда по пятому координацион-
ному положению гемового железа [64]. По этой 
причине он потенциально может связывать 
внешний лиганд, т.е.  H2O2, по шестому коор-
динационному положению гемового железа. 
Чтобы проверить эту гипотезу, мы исследо-
вали влияние цианида на спектр поглощения 
выделенного цитохрома bd-II. Добавление 
NaCN в концентрации 50  мкМ, полностью 
ингибирующей каталазоподобную актив-
ность, вызывало красный сдвиг полосы Соре с 
ΔA432– 407 ~0,03 OП в спектре поглощения 2 мкМ 
цитохрома bd-II (рис. 6, б, толстая линия). Это 
может отражать связывание цианида с высо-
коспиновым гемом b-типа в части (~15%) мак-
ромолекул цитохрома bd-II при условии, что 
Δε составляет ~100 мМ–1 см−1 и что одна моле-
кула цианида связывается с одной молекулой 
фермента при ингибировании его активности. 
Для сравнения, в случае цитохрома bd-I это 
значение в пять раз меньше (рис.  6,  б, тонкая 
линия) и соответствует связыванию цианида с 
гемом b в ~3% макромолекул фермента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы обнаружили, что препараты солюби-
лизированной детергентом немеченой окси-
дазы bd-II, выделенной из E. coli, могут разла-
гать H2O2 с высокой скоростью с образованием 
половины моля  O2 на моль добавленной  H2O2 
(рис. 1, а и б). Однако, когда ферментные пре-
параты проявляют побочную активность, 
всегда существует вероятность того, что та-
кая активность связана не с рассматриваемым 
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ферментом, а с контаминацией. В нашем слу-
чае, возможным загрязнением могло бы быть 
присутствие посторонних ионов переходных 
металлов и/или нативной каталазы. Чтобы вы-
явить или исключить наличие такого загряз-
нения ферментных препаратов, мы провели 
ряд контрольных исследований, фактически 
таких же, как и с выделенным цитохромом 
bd-I [55]. Тот факт, что термическая денатура-
ция фермента bd-II приводит к потере катала-
зоподобной активности  (рис.  1,  а), предпола-
гает, что последняя, скорее всего, не связана 
с посторонними переходными металлами, а 
обусловлена нативным белком. Присутствие 
каталазы  E.  coli, загрязняющей ферментные 
препараты, также маловероятно. Во-первых, 
наблюдаемая каталазоподобная активность ци-
тохрома bd-II зависит от окислительно-восста-
новительного состояния фермента (см. рис. 5 в 
обзорной статье Borisov et al.  [58]). При пере-
ходе цитохрома bd-II в полностью восстанов-
ленное состояние после потребления всего O2 в 
реакции с избытком DTT и Q1 каталазоподоб-
ная активность, индуцированная H2O2, больше 
не наблюдалась. Однако, если впоследствии 
добавить нативную каталазу, реакция возоб-
новляется. Поскольку многие каталазы не вос-
станавливаются таким мощным восстанови-
телем, как дитионит  [98], даже в присутствии 
окислительно-восстановительного медиато-
ра [99], весьма маловероятно, что примесь ка-
талазы, если она присутствует, была бы редокс 
(DTT/Q1)-чувствительна. Во-вторых, наблю-
даемая активность устойчива к  NO даже при 
её концентрации 20  мкМ (таблица, см.  также 
обзорную статью Borisov  et  al.  [58]), тогда как 
было показано, что NO  ингибирует нативную 
каталазу с Ki ~0,18 мкМ [100].

Возможно, механизм, задействуемый ци-
тохромом bd-II для осуществления каталазо-
подобной реакции, аналогичен механизму, 
используемому нативными каталазами. Если 
это так, то реакция, происходящая в гемо-

вом сайте, в простейшей форме может быть 
реализована как две последовательные реак-
ции с двумя молекулами перекиси водорода. 
В первой реакции образуется молекула воды, 
а атом железа гема переходит в феррильную 
форму (рис.  7,  реакция  1). Во второй реакции 
феррильная форма гема восстанавливается об-
ратно в окисленное состояние, и образуется 
молекулярный кислород вместе с ещё одной 
молекулой воды (рис. 7, реакция 2).

Атом железа гема, вероятно, подвергается 
окислительно-восстановительному переходу 
между степенями окисления 3+ и 4+ (в случае 
типичных каталаз степень окисления гемового 
сайта формально соответствует 5+ из-за обра-
зования π-катион-радикала порфирина (на-
пример, см.  [101] и  ссылки в ней)). Следова-
тельно, восстановление атома железа в геме до 
состояния  2+ с помощью убихинола-1 делает 
участие такого гема в каталазной реакции не-
возможным (хотя, по-видимому, не исключа-
ет возможности участия гема в пероксидазной 
и/или оксидазной реакции). В то же время сто-
ит отметить, что стандартный редокс-потен-
циал гемовой части типичных каталаз (Fe(II)/
Fe(III)) имеет довольно низкое значение 
(~ –0,46 В [101]), и, следовательно, в условиях 
опыта гипотетическая каталаза-загрязнитель, 
если бы она присутствовала, непременно оста-
лась бы в окисленном состоянии и не могла бы 
восстановиться.

Как и в случае с цитохромом bd-I  [55], из 
экспериментов с ингибиторами мы можем за-
ключить, что ни сульфгидрильная группа, ни 
сайт связывания хинола, вероятно, не ответ-
ственны за каталазоподобную активность ци-
тохрома bd-II.

Тот факт, что реакция сильно ингибирует-
ся цианидом  (рис.  6,  а и  таблица), указывает 
на то, что она связана с гемовой частью. Это 
может быть один из двух высокоспиновых ге-
мов, гем d или гем b595. Как упоминалось выше, 
атомы гемового железа при восстановлении 

Рис. 7. Возможный механизм удаления H2O2 цитохромом bd-II
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переходят в восстановленное состояние (сте-
пень окисления 2+), что, в принципе, не про-
исходит в каталитическом цикле каталаз. На-
против, цианид связывается с атомом гемового 
железа в степени окисления  3+. Образование 
комплекса с цианидом фиксирует гемовое же-
лезо в окисленном состоянии, что является, 
по сути, одним из промежуточных состояний 
каталазного каталитического цикла. Другими 
словами, цианид препятствует дальнейшему 
продвижению фермента по каталитическому 
циклу каталазоподобной реакции. Мы пред-
полагаем, что участие гема  d маловероятно, 
учитывая результаты, что наблюдаемая актив-
ность нечувствительна к  NO и  CO  (таблица), 
и, по-видимому, не мешает реакции восста-
новления O2  (рис. 5), протекающей на геме d. 
В  то же время известно, что гем  b595 гораздо 
менее чувствителен к NO и CO, чем гем d [77]. 
Таким образом, гем  b595 был бы разумным 
кандидатом. Кстати, его спектр поглощения 
напоминает спектры поглощения каталаз и 
пероксидаз, имеющих в качестве кофактора 
протогем IX [83].

Для каталазоподобной реакции цитохро-
ма bd-II определили кажущиеся значения 
kcat  ~1030  с–1 и  KM  ~4  мМ. Однако, судя по 
спектру связывания цианида с цитохромом 
bd-II (рис.  6,  б), в реакции участвует только 
~15%  от общего количества фермента. В  этом 
случае значение  kcat следует скорректировать 
до  ~6860  с–1. Это позволяет оценить значе-
ние kcat/КМ как ~1,7 × 106 M–1с–1. Для цитохро-
ма bd-I пересчитанные параметры kcat и kcat/KM 
должны составлять ~5500 с–1 и 3,2 × 106 М–1 с–1 
соответственно, если предположить, что в ре-
акцию вовлечено лишь ~3% всей оксидазы.

Что касается каталазоподобной активно-
сти цитохрома bd-I, обнаруженной ранее [55], 
стоит упомянуть сообщение Al-Attar et al.  [57] 
о том, что препарат выделенного цитохрома 
bd-I с гистидиновой меткой не обладает ка-
талазоподобной активностью, но проявляет 
беспрецедентно высокую хинолпероксидаз-
ную активность. Это наблюдение, очевидно, 
не согласуется с данными, представленными 
Borisov et al. [55], что, помимо изолированного 
немеченого цитохрома bd-I, каталазоподобная 

активность также обнаруживается в мутантном 
штамме E. coli  (UM2), лишённом каталаз katE 
и  katG, при сверхэкспрессии оксидазы bd-I 
(немодифицированной). Это несоответствие 
подробно обсуждается в статье Forte et al. [21]. 
Для разрешения этого несоответствия необхо-
димы дополнительные исследования.

В заключение, в данной работе с исполь-
зованием различных контролей и ингибиторов 
показано, что препараты солюбилизирован-
ного детергентом немеченого цитохрома bd-
II E. coli способны быстро разлагать перекись 
водорода с образованием молекулярного кис-
лорода. Вклад цитохрома bd-II в механизмы 
детоксикации H2O2 in vivo ещё предстоит уста-
новить.

Вклад авторов. Е.Ф. и В.Б.Б. задумали ис-
следование, разработали план эксперимента и 
написали статью. Е.Ф., М.Р.Н. и  В.Б.Б. про-
вели и проанализировали эксперименты. Все 
авторы рассмотрели результаты, внесли свой 
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PREPARATIONS OF TERMINAL OXIDASE CYTOCHROME bd-II 
ISOLATED FROM Escherichia coli REVEAL SIGNIFICANT 

HYDROGEN PEROXIDE SCAVENGING ACTIVITY
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Cytochrome bd-II is one of the three terminal quinol oxidases of the aerobic respiratory chain of Escherichia 
coli. Preparations of the detergent-solubilized untagged bd-II oxidase isolated from the bacterium were shown 
to scavenge hydrogen peroxide (H2O2) with high rate producing molecular oxygen (O2). Addition of H2O2 to the 
same buff er that does not contain enzyme or contains thermally denatured cytochrome bd-II does not lead to 
any O2 production. The latter observation rules out involvement of adventitious transition metals bound to the 
protein. The H2O2-induced O2 production is not susceptible to inhibition by N-ethylmaleimide (the sulfhydryl 
binding compound), antimycin  A (the compound that binds specifi cally to a quinol binding site), and CO 
(diatomic gas that binds specifi cally to the reduced heme d). However, O2 formation is inhibited by cyanide 
(IC50 = 4.5 ± 0.5 μM) and azide. Addition of H2O2 in the presence of dithiothreitol and ubiquinone-1 does not 
inactivate cytochrome bd-II and apparently does not aff ect the O2 reductase activity of the enzyme. The ability 
of cytochrome bd-II to detoxify H2O2 could play a role in bacterial physiology by conferring resistance to the 
peroxide-mediated stress.
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