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Гем-медные дыхательные оксидазы являются высокоэффективными молекулярными машинами. 
Эти мембранные ферменты катализируют конечный этап клеточного дыхания эукариот и многих 
прокариот: перенос электронов от цитохромов или хинолов к молекулярному кислороду и восста-
новление O2 до воды. Высвобождаемая в этой окислительно-восстановительной реакции свобод-
ная энергия преобразуется гем-медными дыхательными оксидазами в трансмембранный гради-
ент электрохимического потенциала ионов водорода  (ΔμH+). Гем-медные дыхательные оксидазы 
обладают уникальным механизмом генерации ΔμH+  – редокс-сопряженной протонной помпой. 
Использование в исследовании гем-медных оксидаз комбинации прямого электрометрического 
метода измерения кинетики генерации мембранного потенциала с подходами и методами пред-
стационарной кинетики и направленного мутагенеза позволяет получать уникальную информа-
цию о перемещении протонов внутри белка в режиме реального времени. В обзоре суммированы 
результаты применения разрешенной во времени электрометрии к расшифровке механизмов ра-
боты этих важнейших биоэнергетических ферментов.
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тонов, генерация ΔΨ, протонный насос, фотовосстановление, цитохром aa3, кинетика, прямой электро-
метрический метод, емкостная потенциометрия, временно е разрешение, ионы цинка.
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Принятые сокращения: ЦО  – цитохромоксидаза; BNC  – биядерный центр; F, O, OH, P, E, EH, R  – состояния 
цитохром  с  оксидазы; P- и N-стороны мембраны  – положительно и отрицательно заряженные водные фазы, раз-
деленные сопрягающей мембраной; PLS – сайт загрузки протонов; Rubpy – трис-бипиридильный комплекс рутения; 
ΔΨ  – трансмембранная разность электрических потенциалов; ΔμH+  – трансмембранный градиент электрохимиче-
ского потенциала ионов водорода.

ВВЕДЕНИЕ. 
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

ГЕМ-МЕДНЫХ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ОКСИДАЗ

Терминальные дыхательные оксидазы пред-
ставляют собой ключевой компонент дыха-
тельной цепи митохондрий и большинства 
аэробных бактерий  [1, 2]. Будучи распростра-
нены повсеместно, эти ферменты располага-
ются в конце дыхательной цепи и катализиру-
ют восстановление молекулярного кислорода 
цитохромом  c или убихинолом, сопряженно с 
образованием протон-движущей силы – транс-
мембранного градиента электрохимического 

потенциала ионов водорода (ΔμH+)  [3–7]. 
Образующийся ΔμH+ используется в клетках 
в дальнейшем в качестве источника энергии 
для энергопотребляющих процессов: биохи-
мического синтеза, мембранного транспорта, 
механического движения бактериальных кле-
ток и т.д.

Терминальные дыхательные оксидазы при-
нято делить на две основные подгруппы: над-
семейство гем-медных оксидаз и надсемей-
ство цитохромов  bd  [7]. Характерной чертой 
гем-медных оксидаз является кислород-вос-
станавливающий каталитический центр, ко-
торый образован близко расположенными 
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Рис. 1. Общая схема функционирования цитохромоксидазы. Отрицательно и положительно заряженные стороны 
мембраны обращены в матрикс митохондрий и в межмембранное пространство соответственно. В случае прокарио-
тического фермента соответствующие стороны мембраны обращены в цитоплазму и в периплазматическое простран-
ство. Красными и синими стрелками обозначены перенос электронов и протонов соответственно

ионом железа гемовой группы и ионом меди 
(так называемый биядерный или бинуклеар-
ный центр, BNC). Цитохромоксидаза (ЦО) из 
митохондрий содержит четыре редокс-цен-
тра  (рис.  1). Каталитический центр в гидро-
фобном ядре  ЦО состоит из двух редокс-цен-
тров: высокоспинового железа гема  a3 и иона 
меди CuB. Через 2 других редокс-центра (CuA и 
низкоспиновый гем a) в BNC последовательно 
поступают 4  электрона от четырех молекул 
цитохрома  с, что приводит в итоге к восста-
новлению одной молекулы кислорода до двух 
молекул воды. В бактериальных ЦО низкоспи-
новый гем  a может заменяться гемом b-типа, 
а вместо высокоспинового гема  a3 могут быть 
гемы o3- или b3-типа. Некоторые бактериаль-
ные оксидазы могуть иметь дополнительные 
гемовые центры c-типа.

В надсемействе гем-медных оксидаз при-
нято выделять 3 большие группы: семейства A, 
B и C [8]. Помимо них, сравнительный анализ 
геномов и структурное моделирование позво-
лили идентифицировать гены 5  новых (D, E, 
F, G и  H) семейств терминальных оксидаз, 
встречающихся в архебактериях  [5]. К  семей-
ству  А относится наиболее представительная 
и наиболее изучаемая группа ферментов, 
включающая такие модельные объекты, как 
цитохромоксидазы из митохондрий сердеч-

ной мышцы быка и дрожжей, оксидазы аа3 из 
Paracoccus denitrificans и Rhodobacter sphaeroides, 
оксидаза  caa3 из Thermus thermophiles, а так-
же хинол-оксидаза bo-типа из Escherichia coli 
[9–17]. Типичным представителем значитель-
но менее изученного семейства  B является 
цитохромоксидаза ba3 из T. thermophilus, имею -
щая низкую гомологию аминокислотной по-
следовательности с представителями семей-
ства  А  [18, 19]. Наиболее удаленное, с эволю-
ционной точки зрение, семейство  С состав-
ляют представители оксидаз cbb3 из различных 
организмов [20, 21].

Цитохромоксидаза генерирует протон-
движущую силу вследствие векторной (т.е. на-
правленной поперек мембраны) организации 
доставки электронов и протонов, необходи-
мых для протекания каталитической реакции 
восстановления кислорода до воды, в  BNC. 
При этом так называемые «химические» (или 
субстратные) протоны переносятся в BNC 
из внутренней водной фазы (с отрицатель-
но заряженной N-стороны мембраны), в то 
время как электроны переносятся туда же 
от цитохрома  с с внешней (положительной) 
стороны мембраны (P-сторона) (рис. 1;  [22]). 
Кроме этого, ЦО дополнительно переносит с 
N-стороны на P-сторону мембраны в среднем 
4  протона («помпируемые» или перекачивае-
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мые протоны) на каждую восстановленную 
молекулу кислорода, т.е.  является протонной 
помпой [23, 24]. Таким образом, катализируе-
мая ЦО химическая реакция сопряжена с раз-
делением зарядов, соответствующим направ-
ленному трансмембранному переносу 8 зарядов 
на каждую восстановленную молекулу кисло-
рода. Полная реакция, катализируемая цито-
хромоксидазой, может быть описана уравне-
нием (1):

4 с2+ + O2 + 8H+
n → 4c3+ + 2H2O + 4H+

p, (1)

где n – внутримитохондриальное простран-
ство; p – межмембранное пространство.

Генерация мембранного потенциала встро-
енной в протеолипосомы ЦО митохондрий в 
стационарном режиме (т.е.  в режиме много-
кратных оборотов фермента) была продемон-
стрирована в лаборатории Л.А. Драчева на заре 
развития прямого электрометрического ме-
тода  [25]. Однако эти эксперименты не могли 
раскрыть электрогенный механизм генера-
ции мембранного потенциала и формирова-
ния ΔμH+ в ходе каталитического цикла фер-
мента. Развитие прямого электрометрического 
метода с адекватным временны м разрешением 
для изучения событий внутри каталитического 
цикла фотоактивных белков  [26] было позд-
нее успешно применено к изучению механиз-
мов работы гем-медных оксидаз. Поскольку 
гем-медные оксидазы не относятся к фото-
активируемым белкам, для изучения их элек-
трогенных механизмов с высоким временны м 
разрешением были разработаны и исполь-
зованы методические подходы (см.  далее), 
основанные на комбинации прямого элек-
трометрического метода и специальных фото-
активируемых химических реакций для запу-
ска реакции переноса электронов и протонов 
в ЦО с помощью наносекундных импульсов 
лазерного света. Это позволяет получать уни-
кальную информацию об устройстве и работе 
редокс-зависимого протонного насоса ЦО, ме-
ханизме сопряжения, об этапах перемещения 
протонов внутри белка в режиме реального 
времени (предстационарном режиме) [27–31].

ТРЕХМЕРНАЯ СТРУКТУРА 
ЦИТОХРОМОКСИДАЗЫ

С помощью рентгеноструктурного ана-
лиза установлена трехмерная кристалли-
ческая структура нескольких типичных 
представителей семейства  А гем-медных тер-
минальных оксидаз. Это ЦО из митохондрий 

сердечной мышцы быка  [32–35], бактери-
альные ЦО aa3-типа из P. denitrificans  [36–38] 
и R. sphaeroides  [39, 40], хинол-оксидаза bo3 
из E. coli  [41] и ЦО сaa3 из T. thermophiles  [42]. 
Кроме того, атомная структура была полу-
чена для представителей семейств B и C, цито-
хрома ba3 из T. thermophilus  [19, 43] и cbb3 из 
Pseudomonas shutzeri [21] соответственно.

Для гем-медных оксидаз характерно нали-
чие центральной самой крупной субъедини-
цы  I, построенной из 12  пересекающих мем-
брану α-спиральных столбов. В  то время как 
бактериальные ЦО содержат не более 4-х субъ-
единиц, цитохромоксидаза из митохондрий 
млекопитающих состоит из 13  субъединиц и 
имеет примерно вдвое большую молекулярную 
массу (~200  кДа). Три наибольшие субъеди-
ницы ЦО митохондрий кодируются митохон-
дриальным геномом, образуют каталитическое 
ядро фермента и гомологичны трем основным 
субъединицам, встречающимся в большин-
стве типичных прокариотических ЦО аа3-типа 
семейства  А надсемейства гем-медных терми-
нальных оксидаз.

В структурах всех ЦО семейства  А выявле-
ны 2  потенциальных протон-проводящих пути 
из внутренней водной фазы в направле-
нии к  BNC, включающие в себя консерва-
тивные протон-обменивающие аминокислот-
ные остатки и молекулы связанной воды  [19, 
32, 36, 39, 42]. Протон-проводящий путь  D 
(D-канал  [30–32]) ведет от остатка  D132 через 
цепочку связанных водородными связями мо-
лекул воды и аминокислотных остатков к кон-
сервативному аминокислотному остатку E286, 
располагающемуся на расстоянии 10–12 Å от 
BNC и 24–26 Å – от остатка D132 [24–26]. Мо-
лекулы воды в канале стабилизированы по-
средством водородных связей с рядом высоко-
консервативных гидрофильных аминокислот-
ных остатков: N139, N121, N207, S142, S200, 
S201 и  S197  [33]. Протон-проводящий путь  K 
(К-канал  [44–46]) расположен непосредствен-
но под  BNC и ведет от поверхности белка с 
N-стороны мембраны через остатки T352, 
T359,  K362 и связанную воду к остатку  Y288 
вблизи  BNC. В  формировании входа в К-ка-
нал участвует остаток  E101 второй субъеди-
ницы  I  [38, 47]. Цепочка водородных связей 
прерывается на пути между остатками K362 
и  T359. Предполагается, что изменение кон-
формации остатка  K362 замыкает цепочки 
водородных связей, обеспечивая контролируе-
мое проведение протона [38, 48].

Над гемовыми группами и  CuB распо-
лагается гидрофильный домен, через кото-
рый теоретически может происходить выход 
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перекачиваемого протона в водную фазу с 
внешней стороны мембраны  [49]. Этот домен 
включает в себя кластер отрицательно заря-
женных групп белка (в том числе консерватив-
ные остатки D399 и D404), несколько остатков 
аргинина, пропионатные заместители гемов, 
молекулы воды и связанный редокс-неактив-
ный атом металла (ион Mg2+ – в ЦО митохон-
дрий, частично замещаемый ионом  Mn2+  – 
в  ЦО прокариот)  [38]. Путь переноса моле-
кулярного кислорода в  BNC организован по-
средством нескольких гидрофобных каналов 
в срединной части мембранного бислоя по на-
правлению к активному центру [32, 39, 50, 51]. 
Выход на P-сторону мембраны молекул воды, 
образующихся в биядерном каталитическом 
центре, происходит, по-видимому, над гемо-
выми группами в области контакта субъеди-
ниц I и II, вблизи Mg2+/Mn2+ сайта [52].

ИНТЕРМЕДИАТЫ КАТАЛИТИЧЕСКОГО 
ЦИКЛА ЦИТОХРОМОКСИДАЗЫ

Каталитический цикл ЦО семейства А мо-
жет быть описан двумя фазами реакции: окис-
лительной и восстановительной полуреакция-
ми (рис. 2), каждая из которых включает в себя 
по 2  одноэлектронных перехода  [53]. В  ходе 
восстановительной фазы (переходы O → E и 
E → R) первые 2  электрона переносятся в  BNC, 
в результате чего он приобретает способность 
связывать молекулярный кислород. Окисли-
тельная фаза начинается с взаимодействия 
восстановленного BNC (состояние  R; рис. 2) 
с молекулой кислорода с образованием пер-
вичного двухатомного кислородного аддук-
та (состояние  А; не показано на рис.  2)  [54]. 
Молекула кислорода переносится через  CuB к 
центральному атому железа высокоспинового 
гема  а3 с образованием оксикомплекса  [55], 
представляющего собой смесь состояний: 
Fe2+–O2 и Fe3+–O2

–  [56]. На следующей стадии 
происходит разрыв межатомной O–O связи 
и образование состояния  PM  (рис.  2). Обра-
зование  PM требует переноса на  O2 четырех 
электронов из активного центра и по крайней 
мере одного протона  [57, 58]. Два электрона 
поступают при окислении иона Fe2+ гема а3 до 
оксоферрильного состояния Fe4+=O2−. Один 
электрон поступает от  CuB

+, окисляющейся 
до CuB

2+. Четвертый электрон и протон посту-
пают от близко расположенного консерватив-
ного остатка Y288 [59], образующего ковалент-
ную связь с гистидиновым лигандом  CuB  [33, 
60, 61]. Отдавая электрон и протон, остаток 
тирозина образует радикальную форму [62].

После образования интермедиата  PM, од-
ноэлектронное восстановление  PM переводит 
ЦО в состояние  F (перенос третьего электро-
на в каталитическом цикле на тирозин  Y288). 
Окисление четвертой молекулы цитохрома  с 
и перенос четвертого электрона в  BNC за-
вершает каталитический цикл с образова-
нием полностью окисленного состояния  OH 
(рис.  2). При отсутствии доноров электронов 
окисленное «неотрелаксированное» состоя-
ние  OH в течение нескольких секунд спон-
танно превращается в окисленное стабильное 
состояние  (O). Состояния  O и  OH отличаются 
между собой сродством к электрону соответ-
ствующих редокс-центров фермента, а также 
способностью к трансмембранной перекачке 
протонов  [11, 29, 63–66]. Путем специфиче-
ской обработки перекисью водорода или оки-
сью углерода практически вся популяция фер-
мента может быть переведена в стационарное 
состояние  PM или  F, которые соответствуют в 
каталитическом цикле  ЦО частичному вос-
становлению молекулярного кислорода в BNC 
двумя или тремя электронами.

ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ ПЕРЕНОСА 
ЗАРЯДОВ В ЦИТОХРОМОКСИДАЗЕ 
С ВРЕМЕННЫ М РАЗРЕШЕНИЕМ

В ходе измерений прямым электрометри-
ческим методом протеолипосомы с изучаемым 
белком прикрепляют к искусственной макро-
скопической мембране (коллодиевая пленка, 
пропитанная раствором фосфолипидов в дека-
не) и регистрируют кинетику генерации транс-
мембранного потенциала с помощью хлор-
серебряных макроскопических электродов с 
субмикросекундным временны м разрешением. 
Трансмембранная разность электрических по-
тенциалов  (ΔΨ) на измеряемой макроскопи-
ческой мембране нарастает пропорционально 
генерации разности электрических потен-
циалов на мембране протеолипосом, что поз-
воляет отслеживать кинетику электрогенной 
транслокации зарядов в изучаемом белке с 
адекватным временны м разрешением в пред-
стационарном режиме [26, 67, 68].

Каталитический цикл ЦО происходит 
в миллисекундном временно м диапазоне и 
включает в себя последовательность проме-
жуточных состояний кислород-редуктазного 
биядерного центра и наборов отдельных ста-
дий переноса электронов и протонов внутри 
переходов между промежуточными состояния-
ми  BNC. Все эти реакции происходят быстрее 
временно го разрешения методов быстрого 
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Рис. 2. Схема каталитического цикла цитохромоксидазы семейства А. Переходы от состояния R к OH образуют окисли-
тельную фазу, в то время как переходы от OH к R – восстановительную фазу каталитического цикла. В переходе R → PM 
(красная стрелка) происходит связывание молекулы  O2 с гемом  а3  BNC в полностью восстановленном состоянии 
Fe2+ CuB

1+, разрыв межатомной O–O связи и образование оксоферрильного комплекса гема а3 Fe4+=O2− и CuB
1+-OH–. 

В переходах PM → F, F → OH, OH → EH, EH → R (синие и сине-зеленые стрелки) происходит последовательный перенос 
4-х электронов в BNC ЦО и перекачивание протонов

смешивания. При исследовании каталитиче-
ского цикла ЦО с временны м разрешением 
для синхронизации всего ансамбля молекул 
фермента (одновременного запуска реакции 
переноса электронов внутри всей популяции 
фермента) используются реакции окисления 
либо восстановления  ЦО, индуцированные с 
помощью наносекундной лазерной вспышки. 
В  первом варианте (так называемый метод 
«флоу-флэш») изучается кинетика окисления 
молекулярным кислородом полностью восста-
новленного фермента (состояние  R) в режиме 
одного оборота фермента. Чтобы время сме-
шивания с кислородом не было лимитирую-
щей стадией реакции, процесс взаимодействия 
с кислородом запускается фотолизом предва-
рительно образованного комплекса CO с вос-
становленным биядерным центром  ЦО  [69]. 
Во  втором случае  – в фермент, переведенный 
исходно в одно из состояний восстановлен-
ности кислорода в  BNC  (O, P или  F), произ-
водится «инъекция» электрона с помощью 
фотоактивируемых комплексов  Rubpy (трис-
бипиридильный комплекс рутения) [70].

Несмотря на то что второй подход был 
разработан позднее первого, в комбинации с 
прямым электрометрическим методом он был 

использован раньше. Нужно отметить важное 
преимущество «инъекций» электрона в  ЦО, 
которое заключается в возможности разде-
лить наборы элементарных стадий переноса 
зарядов, сопряженные с отдельными одно-
электронными переходами в каталитическом 
цикле. Кроме этого, методически окисление 
фермента молекулой кислорода в первом под-
ходе происходит из ненаблюдаемого в обычных 
условиях полностью восстановленного состоя-
ния  R (в котором в ферменте восстановлены, 
помимо  BNC, еще и входные редокс-цен-
тры). В этом обзоре более детально освещены 
результаты, полученные при использовании 
«инъекции» электрона с помощью фотоакти-
вируемых комплексов Rubpy. Подробное опи-
сание результатов, полученных при исполь-
зовании метода «флоу-флэш», можно найти в 
блестящих обзорах [71, 72].

КИНЕТИКА ГЕНЕРАЦИИ 
МЕМБРАННОГО ПОТЕНЦИАЛА 

МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ЦО

Впервые стадии транслокации зарядов в 
переходе F → O цитохромоксидазы митохон-
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дрий сердечной мышцы быка были зареги-
стрированы совместными усилиями сотруд-
ников лабораторий А.Д. Каулена и А.А. Кон-
стантинова  [73, 74]. Перенос электрона в ЦО 
запускался с помощью индуцированной ла-
зерной вспышкой одноэлектронной «инъ-
екции» от комплекса Rubpy. Позднее приме-
нение данного технического подхода было 
распространено на ЦО, зафиксированную в 
состоянии  PM (третий электрон в каталитиче-
ском цикле; рис.  2), а также полностью окис-
ленное состояние O [63, 75, 76]. Через несколь-
ко лет после получения разрешенной во вре-
мени кинетики генерации мембранного по-
тенциала  ЦО в НИИФХБ имени Белозерско-
го в Хельсинкской Биоэнергетической группе 
(Verkhovsky et al.  [77]) был разработан подход, 
в котором использована комбинация разре-
шенной во времени электрометрической тех-
ники и метода «флоу-флэш».

При «инъекции» электрона в состояние  F 
(переход F → OH) цитохромоксидазы семей-
ства А были разрешены 3 основных компонен-
ты генерации мембранного потенциала [73, 74]. 
«Быстрая» микросекундная фаза (~40  мкс) 
отражала перенос электрона от  CuA к  гему а. 
Две другие компоненты («средняя» (~1  мс) и 
«медленная» (~4 мс)) отражают стадии вектор-
ного переноса протонов в ферменте, вызван-
ные переносом электрона от гема  а в  BNC. 
Сам по себе перенос электрона между гемом а 
и биядерным центром происходит вдоль мем-
браны, т.е.  неэлектрогенно  [22]. «Инъекция» 
электрона от Rubpy в состояние  P митохон-
дриальной ЦО (переход P → F) сопровождается 
сходным по амплитуде, но несколько более 
быстрым набором протонных компонент ге-
нерации ΔΨ  [63], в то время как фотовосста-
новление окисленной  ЦО («инъекция» в со-
стоянии  O) ограничивается восстановлением 
гема а от СuA [63, 70, 76].

Суммарная амплитуда миллисекундных 
электрогенных компонент в кинетиках гене-
рации потенциала для стадий P → F и  F → O 
имела близкое значение (~80%), что привело 
к первоначальной оценке суммарного пере-
качивания через мембрану ~3-х протонов (или 
по ~1,5  «перекачиваемых» протона на каждой 
из одноэлектронных стадий окислительной 
фазы каталитического цикла  [63, 73]). Данная 
оценка амплитуд в предстационарных измере-
ниях была получена, используя эффект мем-
бранного потенциала на стационарное редокс-
равновесие между цитохромом с и гемом а [78]. 
Из  него следовало, что перенос электрона от 
CuA к гему  a (20%  фотоэлектрического ответа; 
«быстрая» компонента) может быть эквива-

лентен транслокации элементарного заряда 
на ½ величины диэлектрического барьера мем-
браны. Отсюда, суммарная амплитуда милли-
секундных протонных фаз  (80%) эквивалентна 
трансмембранной транслокации двух полных 
зарядов, что соответствовало бы переносу из 
внутренней водной фазы в  BNC одного про-
тона на половину толщины мембраны для 
протонирования восстановленного кислород-
ного атома («субстратный» протон) и сопря-
женной транслокации двух «перекачиваемых» 
протонов: одного – через всю мембрану и еще 
одного  – на половину ее толщины  [63, 73]. 
Эта оценка согласовывалась со сделанными 
ранее выводами, полученными при изучении 
стационарного квазиравновесного обращения 
цитохромоксидазной реакции в сопряженных 
митохондриях. Предполагалось, что в окисли-
тельной фазе каталитического цикла  ЦО мо-
жет происходить перенос через мембрану всех 
четырех перекачиваемых протонов  [79]. Было 
принято считать, что восстановительная часть 
фотоцикла не обладает достаточным запасом 
свободной энергии и не сопряжена с пере-
качиванием протонов, что следовало также из 
относительно низких значений редокс-потен-
циалов BNC в стационарных условиях (в со-
стоянии О) [80].

КИНЕТИКА ГЕНЕРАЦИИ 
МЕМБРАННОГО ПОТЕНЦИАЛА 

БАКТЕРИАЛЬНЫХ ЦО СЕМЕЙСТВА А

Применение прямой электрометрии к из-
учению механизма работы ЦО получило даль-
нейшее развитие благодаря возможности на-
правленного мутагенеза бактериальных ЦО 
семейства А, гомологичных ЦО митохондрий. 
Основными объектами большинства исследо-
ваний являются 2 бактериальные ЦО аа3-типа: 
ЦО из R. sphaeroides [15, 28, 30, 31, 45, 81, 82] и 
из P. denitrificans [76, 83–86].

Исследование перехода F → O в мутантной 
ЦО аа3-типа из R. sphaeroides с несопряжен-
ным фенотипом (с  заменой N139D  [30, 87, 
88]) привело к переоценке электрогенности 
одноэлектронных переходов в окислительной 
фазе ЦО. Оксидаза с мутацией N139D в D-ка-
нале полностью сохраняет кислород-редуктаз-
ную активность в стационарных измерениях, 
утратив способность к закислению внешнего 
пространства протеолипосом (т.е.  к  перекач-
ке протонов через мембрану в стационарных 
измерениях). Генерация мембранного потен-
циала на стадии F → O в ответ на «инъекцию» 
электрона в этом мутанте отражает транслока-
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цию через мембрану одного элементарного за-
ряда, а именно: перенос электрона и протона 
с противоположных сторон мембраны к оксо-
ферилльному комплексу гема a3 [30].

Соотношение амплитуд электрогенных со-
ставляющих переноса электрона с внешней 
стороны мембраны  [30, 31] и субстратного 
протона из внутренней водной фазы в  BNС 
ЦО c заменой N139D позволило оценить элек-
трогенное расстояние гема а и биядерного 
центра от внешней водной фазы (~0,4  толщи-
ны мембранного диэлектрика), что находит-
ся в близком соответствии со структурными 
данными  [32, 36]. Соответственно, относитель-
ная амплитуда электрогенной фазы, отра-
жающей перенос субстратного протона в 
мутанте  N139D из внутренней водной фазы 
в  BNC составило ~0,6  толщины мембранного 
диэлектрика. Суммарная амплитуда «средней» 
и «медленной» электрогенных фаз в переходах 
P → F и F → O ЦО дикого типа и ЦО митохон-
дрий в ~4  раза больше амплитуды электро-
генной фазы переноса электрона с внешней 
стороны мембраны к гему а  [31, 63, 73], что 
эквивалентно переносу ~1,6  положительного 
заряда через всю толщину мембранного ди-
электрика. То  есть, помимо переноса одного 
субстратного протона из внутренней водной 
фазы в  BNC (~0,6  толщины мембранного ди-
электрика), дополнительный электрогенный 
вклад в одноэлектронном переходе ЦО  дико-
го типа, в сравнении с  N139D, соответствует 
переносу через мембрану приблизительно од-
ного протона. Иными словами, оба одноэлек-
тронных перехода окислительной фазы ката-
литического цикла ЦО сопряжены с переносом 
одного субстратного протона в BNC и пере-
качиванием через мембрану не более одного 
протона. Близкие оценки были получены для 
переходов P → F и F → O в реакции полностью 
восстановленной ЦО с кислородом при изме-
рении электрометрическим методом  [89] и с 
помощью измерения кинетики протонирова-
ния pH-индикатора [90].

Независимо, Verkhovsky  et  al.  [53] в Хель-
синкской биоэнергетической группе были по-
лучены экспериментальные указания на то, что 
генерация суммарного мембранного потен-
циала восстановительной полуреакции ка-
талитического цикла  ЦО может включать в 
себя не только перенос протонов в  BNC, но 
и трансмембранную перекачку протонов. 
Позднее в этой лаборатории была использо-
вана комбинация метода «флоу-флэш» для 
окисления полностью восстановленной  ЦО 
молекулой  O2 в режиме одного оборота с по-
следующей «инъекцией» электрона от Rubpy. 

Таким образом, была исследована кинетика 
генерации мембранного потенциала, сопря-
женная с одноэлектронным восстановлением 
метастабильного окисленного состояния  ОН 
цитохромоксидазы. С  временны м разрешени-
ем было показано [85, 86], что непосредствен-
но после быстрого окисления полностью вос-
становленной ЦО образуется короткоживущее 
окисленное состояние  OH, в котором редокс-
потенциал BNC значительно положительнее, 
чем в O. В отличие от О, «инъекция» электрона 
в ЦО в состоянии OH сопровождается быстрым 
переносом электрона в BNC и сопряженными 
стадиями электрогенной транслокации прото-
нов  [65, 85, 86, 91, 92]. Характеристики элек-
трогенных фаз в одноэлектронном переходе 
OH → EH [85, 86], в целом, напоминают таковые 
для переходов в окислительной фазе и согла-
суются с трансмембранной перекачкой одного 
протона. Перекачка протона в ходе перехода 
OH → EH была подтверждена и в случае есте-
ственного (а не икусственного, как Rubpy) до-
нора электрона при исследовании гем-медной 
оксидазы семейства  А (подсемейства  А2) caa3 
из T. thermophilus, имеющей дополнительный 
редокс-центр (цитохром  с) и соответствен-
но, 5  электронов в полностью восстановлен-
ном состоянии [11]. При окислении молекулой 
кислорода полностью восстановленной окси-
дазы caa3 из T. thermophilus в режиме одного 
оборота конечным переходом естественным 
образом является переход OH → EH [92]. Конеч-
ным акцептором электрона в переходе OH → EH 
ЦО caa3 из T. thermophiles, как и в случае с 
искуственным донором электрона Rubpy, яв-
лялся CuB.

Переход EH → R, по-видимому, также со-
пряжен с перекачкой одного протона. Однако 
стадия переноса второго электрона в катали-
тическом цикле  ЦО до сих пор остается наи-
менее изученной, поскольку не удается по-
лучить гомогенную популяцию фермента в 
одноэлектронном состоянии  (EH). В  первую 
очередь это связано с трудностью зафикси-
ровать фермент в одноэлектронном состоя-
нии EH и с множественностью возможных со-
стояний как одноэлектронного (E  и  EH), так и 
окисленного фермента (O и OH), отличающихся 
функциональными свойствами. Так, обработка 
состояния F окисью углерода в стационарных 
условиях переводит ЦО в состояние Е, имею-
щее на 1  электронный эквивалент больше, 
чем окисленное состояние  O. Электронная 
инъекция в это состояние от Rubpy приводи-
ла к фотоэлектрическому ответу, схожему по 
характеристикам с переходом F → O  [84]. Од-
нако распределение электрона между редокс-
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центрами в полученном таким образом со-
стоянии Е существенно отличается от такового 
для состояния  EH, образующегося при «инъ-
екции» электрона от Rubpy в  ЦО в состоя-
нии OH [65, 86, 92].

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РОЛЬ 
ПРОТОН-ПРОВОДЯЩИХ ПУТЕЙ 

В КАТАЛИТИЧЕСКОМ ЦИКЛЕ 
ЦИТОХРОМОКСИДАЗ СЕМЕЙСТВА А

Изучение влияния мутаций протон-обме-
нивающих групп на функциональные характе-
ристики сопряженного переноса протонов ЦО 
свидетельствует о том, что электрогенная транс-
локация протонов цитохромоксидазами се-
мейства  А происходит через протон-проводя-
щие структуры («каналы» D и К), содержащие 
критически важные консервативные протон-
обменивающие остатки  [30, 31, 45, 81]. Однако 
участие каналов в проведении протонов раз-
ных типов на отдельных стадиях каталити-
ческого цикла организовано нетривиально. 
Исходя из влияния мутаций по ряду аминокис-
лотных остатков  [93, 94], а также разрешенной 
трехмерной структуры  ЦО  [32, 36], предпо-
лагалось, что эти два канала специализированы 
и служат для проведения, соответственно, суб-
стратных протонов (К-канал) и протонов, пере-
качиваемых через мембрану (D-канал).

Мутации, блокирующие как D-, так и 
K-канал, в том случае, если бы они отвечали 
за перенос протонов разных типов, должны 
были ингибировать переход F → O. Однако если 
замены в D-канале приводят к подавлению 
миллисекундных компонент генерации потен-
циала и, соответственно, электрогенного пере-
носа протонов на стадии F → O, то блокирова-
ние К-канала не ингибировало электрогенный 
перенос протонов на этой стадии [30, 31, 45, 81]. 
При этом в условиях избытка субстратов дыха-
ния, т.е.  когда приток электронов не является 
лимитирующей стадией реакции, в мутантах по 
К-каналу затруднено восстановление биядер-
ного центра (переход O → R) вследствие блоки-
рования захвата протонов из матрикса в  BNC 
в восстановительной части каталитического 
цикла. Был сделан вывод, что D- и K-каналы 
отличаются не по типу проводимых протонов 
(субстратный или помпируемый), а по типу 
обcлуживаемой полуреакции каталитического 
цикла [45, 81, 85].

Более поздние экспериментальные ре-
зультаты свидетельствовали о том, что К-ка-
нал, по-видимому, не участвует в проведении 
перекачиваемых протонов вовсе, в то время 

как D-канал обеспечивает перенос субстрат-
ных протонов в окислительной части цикла 
и всех перекачиваемых протонов в каталити-
ческом цикле (как в окислительной фазе, так 
и в восстановительной). Действительно, если 
бы через К-канал происходил перенос пере-
качиваемых протонов, то мутация  N139D в 
D-канале (сохраняющая кислород-редуктаз-
ную функцию, но полностью ингибирующая 
перекачивание протона через мембрану [30, 87]) 
не должна была бы влиять на перенос перека-
чиваемых протонов в восстановительной фазе 
каталитического цикла. В соответствии с этим 
не было выявлено мутаций по каналу  К, спе-
цифически ингибирущих способность к пере-
качиванию протонов через мембрану. В  на-
стоящее время принято считать, что К-канал 
переносит один или оба (рис.  2) субстратных 
протона в восстановительной части цикла [12, 
85, 95]. Было обнаружено, что присутствую-
щая в cтруктурах окисленной  ЦО водородная 
связь гидроксильной группы фарнезильного 
заместителя гема  а3 с редокс-активным остат-
ком тирозина  (Y288) отсутствует в кристаллах 
восстановленной формы ЦО [40] и замещается 
молекулами воды. То есть может служить сво-
его рода «защелкой» в верхней части К-канала.

Сигналом к выключению К-канала может 
служить образование оксоферрильного со-
стояния гема а3 при образовании интермедиа-
та  P в переходе A  →  P. Образующееся оксено-
вое состояние атома кислорода (в качестве 
сильного аксиального лиганда гемового же-
леза) может вызывать изменение конформа-
ции фермента, аналогично переходу R  →  T в 
гемоглобине  [45]. Незначительное смещение 
зарядов внутри К-канала, перекрытого в верх-
ней части, может происходить и на стадиях 
окислительной полуреакции каталитического 
цикла  [31, 82]. Роль таких смещений зарядов 
внутри канала не ясна, но может приводить к 
уменьшению энергетического барьера для ре-
акций переноса электрона внутрь гидрофоб-
ного белкового ядра ЦО.

В митохондриальной цитохромоксидазе в 
дополнение к D- и K-каналам рассматрива-
ется возможное участие третьего протонного 
пути – H-канала, роль которого в проведении 
протонов остается предметом дискуссий  [34, 
96]. Согласно мнению авторов рентгенострук-
турного анализа ЦО  млекопитающих  [34, 35, 
96], идентифицировавших этот гипотетиче-
ский протон-проводящий путь, H-канал слу-
жит для проведения перекачиваемых протонов 
в  ЦО с N-стороны мембраны через окрест-
ность гема а к остатку D51, располагающемуся 
вблизи P-стороны мембраны. Функция этого 
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канала и регуляция проведения протонов по 
нему, включая физиологические аспекты этой 
регуляции, изучена мало [14]. Согласно одной 
из гипотез, H-канал участвует в проведении 
перекачиваемого протона через всю мембра-
ну [97]; согласно другой – используется только 
верхняя часть этого пути  [98]. Наконец, со-
гласно третьей гипотезе, H-канал не выполня-
ет функцию перекачивания протонов вообще, 
а является так называемым диэлектрическим 
«колодцем», роль которого может заключаться 
в модуляции редокс-потенциала близлежащего 
переносчика электронов гема а [99, 100].

Есть указания, что мутации в H-канале мо-
гут ингибировать протон-транслоцирующую 
функцию в митохондриальной  ЦО  [34, 96]. 
Однако направленный мутагенез в фермен-
те высших эукариот сложен технически, что 
затрудняет интерпретацию получаемых ре-
зультатов  [101]. В  то же время выходная часть 
протонного H-канала, конформационные из-
менения в которой являются ключевым мо-
ментом альтернативного гипотетического ме-
ханизма перекачивания протонов митохон-
дриальной  ЦО, не сохраняется в гомологич-
ных бактериальных оксидазах [102, 103]. Более 
того, мутации по гомологичным остаткам 
канала  H не ингибируют бактериальные  ЦО 
аа3-типа  [103, 104]. Исследования цитохром-
оксидазы низших эукариот (дрожжей) не под-
держивают концепцию о роли H-канала в пе-
рекачивании протонов [16].

МЕХАНИЗМ ГЕНЕРАЦИИ 
МЕМБРАННОГО ПОТЕНЦИЛА 

ЦО В ХОДЕ ОДНОЭЛЕКТРОННОГО 
ПЕРЕХОДА F → O

Для идентификации электрогенных про-
цессов, лежащих в основе «средней» и «мед-
ленной» фаз кинетики генерации мембранно-
го потенциал  ЦО в переходе F → O, оказалось 
полезным исследованием эффектов влияния 
на них изотопного замещения и ионов цинка. 
Электрогенные фазы значительно отличают-
ся между собой эффектом изотопного заме-
щения, что позволило идентифицировать их 
аналоги при исследовании мутантных форм и 
соотнести их с переносом протонов разного 
типа  [30]. «Средняя» фаза отсутствовала в не-
сопряженном мутанте с заменой в D-канале 
(N139D), сохраняющем килород-редуктазную 
активность без перекачивания протонов через  
мембрану. Это указывает на связь «средней» 
фазы с переносом перекачиваемого протона 
и на то, что перекачиваемый протон переме-

щается раньше субстратного. Соответственно, 
«медленная» фаза сохранялась в мутанте и 
была интерпретирована как перенос субстрат-
ного протона в BNC.

В присутствии ионов цинка (ингибитора 
протонного транспорта), добавленных снару-
жи к протеолипосомам c ЦО митохондрий или 
ЦО  аа3 дикого типа из R.  sphaeroides  [15, 105], 
«медленная» электрогенная протонная фаза 
замедлялась. Такого же эффекта на «среднюю» 
электрогенную фазу не наблюдалось. Также 
отсутствовал эффект ионов цинка на протон-
ную электрогенную фазу в несопряженном му-
танте  N139D. В  совокупности это свидетель-
ствует о том, что «медленная» электрогенная 
фаза в диком типе содержит в своем составе 
стадию высвобождения перекачиваемого про-
тона на внешнюю сторону мембраны и что 
именно этот процесс, по всей вероятности, яв-
ляется скорость-лимитирующей реакцией для 
всей «медленной» электрогенной фазы  [15]. 
В отличие от входных протонных путей, траек-
тории выхода протонов на внешнюю сторону 
мембраны в  ЦО мало изучены. Есть указания 
на то, что путь выхода молекул воды органи-
зован в виде дискретной траектории через две 
канало-подобные структуры, которые могут 
принимать участие также в проведении пере-
качиваемого протона на внешнюю сторону 
мембраны  [52, 106]. В  ходе изучения влияния 
разных концентраций цинка на кинетику ге-
нерации мембранного потенциала встроенной 
в мембрану протеолипосомы цитохромокси-
дазы  aa3 из R. sphaeroides были получены экс-
периментальные результаты, указывающие на 
наличие не менее двух отдельных эффектив-
ных сайтов связывания ионов Zn2+ ЦО с P-сто-
роны мембраны. Также они свидетельствовали 
о том, что выход перекачиваемого протона из 
сайта загрузки протонов  (PLS)  ЦО во внеш-
нюю водную фазу может осуществляться по 
нескольким траекториям [15].

В случае анализа «средней» и «медленной» 
протонных фаз, согласно модели последова-
тельных реакций, значения их относительных 
амплитуд имеют близкую величину  [107, 108]. 
При нормировании к амплитуде «быстрой» 
электрогенной компоненты относительная 
амплитуда «средней» и «медленной» электро-
генных фаз для перехода F → O в митохон-
дриальном ферменте составляет ~1,9–2,1 от 
величины «быстрой» электрогенной фазы, 
т.е.  соответствует переносу суммарно двух 
протонов через большую часть мембранно-
го диэлектрика  [108]. Как уже было сказано, 
D-канал обеспечивает перенос и перекачи-
ваемого, и субстратного протонов в переходах 
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окислительной фазы каталитического ци-
кла ЦО [45, 81]. Поэтому «средняя» и «медлен-
ная» протонные электрогенные фазы могут 
быть интерпретированы как 2  последователь-
ных идентичных процесса репротонирования 
некоторого ключевого остатка в D-канале, 
располагающегося в окрестности биядерного 
центра, c минорным вкладом других сопря-
женных внутрибелковых перемещений заря-
да [107, 109, 110].

В качестве промежуточного донора про-
тона, обеспечивающего проведение перекачи-
ваемого и субстратного протонов, служит кон-
сервативный остаток  E286, располагающийся 
в верхней части D-канала (рис. 3). E286 явля-
ется точкой бифуркации в транслокации про-
тонов через D-канал либо по пути переноса 
субстратного протона к центру гема  a3/CuB, 
либо на внешнюю сторону мембраны. Заме-
на  E286 на непротонируемый аналог  (E286Q) 
ингибирует перенос и перекачиваемого, и суб-
стратного протонов в одноэлектронном пере-
ходе F → O  [45, 81]. При исследовании мута-
ции  N139L, перекрывающей вход в D-канал, 
была выявлена электрогенная стадия пере-
носа протона от предполагаемого первичного 
донора протона для BNC (остатка E286) в ка-
талитический центр BNC и установлено элек-
трогенное расстояние между ними (~0,15 тол-
щины мембранного диэлектрика)  [31]. Это 
находится в близком соответствии со структур-
ными данными, согласно которым расстояние 
до остатка  E286 от внутренней водной фазы 
составляет ~ 0,56 геометрической толщины мем-
браны  [107]. В  условиях дефицита протонов в 
D-канале (с депротонированным E286) роль 
донора протона для  BNC может выполнять 
остаток Y35 в средней части канала [27].

Одноэлектронный переход F → O в гем-
медных оксидазах семейства  А при «инъек-
ции» электрона от Rubpy начинается с вос-
становления  CuA и электрогенного переноса 
электрона от  СuA на гем  а («быстрая» компо-
нента кинетики генерации ΔΨ) (рис.  3;  [17]). 
Возможное смещение положительного заряда 
внутри закрытого К-канала в ответ на восста-
новление гема а может облегчить этот процесс 
(стадия  2′ на  рис. 3;  [31]). Перенос электрона 
от гема а к гему a3

4+=O2– происходит вдоль 
плоскости мембраны практически электро-
нейтрально. Транслокация протонов начина-
ется с переноса перекачиваемого протона от 
остатка E286 в «ловушку» протонов (PLS), рас-
положенную выше  BNC. В  разных гем-медных 
оксидазах семейства  А в качестве  PLS могут 
рассматриваться A-пропионат гема а3 и/или 
один из гистидиновых лигандов  CuB  [111, 112]. 

Есть указания на то, что роль  PLS может вы-
полняться кластером протон-обменивающих 
групп, включающим пропионаты A и D гема а3 
и расположенные вблизи остатки (D52 и K171, 
как в случае ЦО митохондрий) [113], либо гид-
рофильным доменом над гемом a [98].

В переходе F → O субстратный протон 
переносится также от остатка  E286 непосред-
ственно в BNC, а сам остаток E286 в ходе всего 
перехода дважды репротонируется через D-ка-
нал. «Cредняя» электрогенная фаза включает 
в себя электрогенный перенос протона  H+ от 
остатка  Е286 к первичному акцептору про-
тона  (PLS), а также одно из последователь-
ных электрогенных репротонирований остат-
ка  E286 из внутренней водной N-фазы через 
D-канал (рис.  3). «Медленная» электрогенная 
фаза включает в себя второе репротонирова-
ние остатка  E286, следующее за переносом 
протона, участвующего в химическом превра-
щении кислорода, от E286–COOH к BNC.

Есть указания на то, что собственно пере-
нос протона от  E286 в  BNC (стадия  5) входит 
в состав «медленной» электрогенной фазы в 
случае ЦО из R. sphaeroides и в состав «сред-
ней» электрогенной фазы в случае ЦО из 
митохондрий  [28]. В  ходе переноса субстрат-
ного протона в  BNC происходит нейтрализа-
ция перенесенного туда электрона, отрица-
тельный заряд которого мог стабилизировать 
находящийся в  PLS перекачиваемый протон. 
Перенос нового протона вглубь мембранного 
диэлектрика при репротонировании остат-
ка  E286 должен приводить к электростатиче-
скому выталкиванию перекачиваемого про-
тона из  PLS  [112, 114, 115]. Соответственно, 
«медленная» электрогенная фаза включает в 
себя также высвобождение протона из PLS на 
внешнюю сторону мембраны, которое может 
быть замедлено добавлением ионов цинка 
с P-стороны мембраны (рис. 3).

ПРИМЕНЕНИЕ 
ПРЯМОЙ ЭЛЕКТРОМЕТРИИ 

К ИССЛЕДОВАНИЮ ГЕМ-МЕДНЫХ 
ОКСИДАЗ СЕМЕЙСТВА B

Для понимания механизма сопряженного 
протонного насоса цитохромоксидазы боль-
шое значение имеет изучение всего многооб-
разия надсемейства гем-медных терминальных 
оксидаз  [8], включая гораздо менее изучен-
ные и эволюционно отдаленные семейства B 
и C [19, 116, 117]. Изучение оксидаз семейств B 
и C начато относительно недавно, активно 
развивается в последние годы [29, 95, 118, 119]. 
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Рис. 3. На схеме приведены электрогенные стадии, разрешаемые при одноэлектронной фотоинъекции с помощью 
Rubpy в переходе F → O (перенос четвертого электрона в каталитическом цикле цитохромоксидазы). Перед началом 
реакции гем  а3 находится в оксоферрильном состоянии (не показано). Красные стрелки указывают направление 
переноса электрона, в то время как синие  – стадии транслокации протонов. Показаны 2  протон-проводящих пути 
(D- и  K-каналы), приведены ряд консервативных аминокислотных остатков в них. Стадии  1 и  3 отражают перенос 
электрона от CuA к гему а и от гема а в BNC соответственно. В ходе перехода F → O оба протона (субстратный и пере-
качиваемый) переносятся через D-канал. Предполагается, что изомеризация  E286 (переход между конформациями 
E2861 и  E2862) предшествует переносу протона от  E286 к сайту загрузки перекачиваемого протона  (PLS). Частные 
стадии переноса протонов (2, 4) входят в состав «средней» электрогенной фазы, в то время как стадии 6 и 7 – в состав 
«медленной». Показан дополнительный путь выхода перекачиваемого протона из PLS (8), выявляемый в присутствии 
ионов цинка [15]. Перенос протона от E286 в BNC (стадия 5) предположительно входит в состав «средней» (в случае 
ЦО из митохондрий) и «медленной» (ЦО из R. sphaeroides) электрогенных фаз соответственно. Стадия 2′ – возможное 
смещение заряда в К-канале в ответ на восстановление гема а [31]

Не в последней степени это связано с их широ-
кой распространенностью в патогенных мик-
роорганизмах, наряду с не содержащими медь 
оксидазами bd-типа, и, соответственно, важ-
ным биомедицинским значением [120].

В случае ЦО  ba3 из T. thermophilus, типич-
ного представителя семейства  B, с помощью 
прямого электрометрического метода была об-
наружена интересная особенность активного 
центра BNC этого фермента [121]. ЦО ba3-типа 
из T. thermophilus в исходном окисленном со-
стоянии не реагирует с экзогенными лиган-
дами и поэтому ее не удается перевести и ста-
билизировать в состоянии P или F с помощью 
обработки перекисью водорода или CO  [121] 
так, как это делалось для типичных аа3-окси-
даз  [63]. Однако при «инъекции» электрона 
от Rubpy в находящуюся в полностью окис-

ленном состоянии  O цитохромоксидазу ba3 из 
T. thermophilus в присутствии перекиси водоро-
да наблюдается дополнительная электрогенная 
реакция, скорость которой прямо пропорцио-
нальна концентрации добавленной перекиси. 
Иными словами, фактически неактивный в 
окисленном состоянии по отношению к внеш-
ним лигандам  BNC ЦО  ba3 из T. thermophilus 
приобретает способность связывать лиганды 
(переходит в активное/открытое состояние) в 
ответ на одноэлектронную «инъекцию» и вос-
становление гема b [121].

Важным обстоятельством в контексте 
уникальности и пользы применения прямого 
электрометрического метода к изучению цито-
хромоксидазы ba3-типа из T. thermophilus явля-
ется то, что оцениваемые по степени закисле-
ния внешнего отсека протеолипосом в условиях 
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стационарной кислород-редуктазной реакции 
усредненные параметры каталитического цикла 
этого фермента свидетельствуют о вариабель-
ности стехиометрии перекачивания прото-
нов. В  отличие от оксидаз семейства  А, сте-
хиометрия перекачивания протонов в ЦО 
семейств  B и  C в стационарных измерениях 
может варьировать в значительных пределах: 
в среднем от 0,5 протона на электрон (H+/e–), 
поступающий в  BNC, до  ~0,85  H+/e–  [66, 118, 
121–124]. Прямой электрометрический метод 
позволяет получить и сравнить электрогенные 
параметры одноэлектронных переходов по 
отдельности и получить уникальную информа-
цию об особенностях механизма сопряжения.

Для ЦО ba3 из T. thermophilus, как типично-
го представителя семейства  B, были разреше-
ны стадии электрогенного переноса протонов 
в окислительной фазе каталитического ци-
кла [122] и в первом переходе восстановитель-
ной части каталитического цикла  [66]. Были 
выявлены стадии, перенос электрона в кото-
рых не сопряжен с перекачиванием протона 
через мембрану, что объясняет снижение эф-
фективной стехиометрии перекачки протонов 
и ее значительную вариабельность в оксидазах 
семейства B [66, 122]. В частности, было пока-
зано, что, в отличие от оксидаз семейства  А, 
в окислительной фазе каталитического цикла 
ЦО  ba3 из T. thermophilus происходит перека-
чивание одного протона через мембрану вме-
сто двух  [122]. В  то же время перенос одного 
электрона в восстановительной части катали-
тического цикла (переход  OH → EH) также не 
сопряжен с перекачиванием протонов через 
мембрану, что может быть следствием влия-
ния формирующегося в окислительной фазе 
каталитического цикла мембранного потен-
циала [66].

В первичной последовательности ЦО се-
мейства B, по-видимому, сохраняется и функ-
ционирует лишь один входной протонный 
канал, гомологичный К-каналу оксидаз семей-
ства А [5, 29]. С помощью прямого электроме-
трического метода было прямо показано, что, 
в отличие от семейства А, в ЦО семейства B 
для переноса и субстратных, и перекачиваемых 
протонов в окислительной фазе каталитическо-
го цикла необходим К-канал. Мутация  T315V 
в К-канале ЦО ba3 из T.  thermophilus приводит 
как к замедлению перехода F → OН вследствие 
замедления переноса субстратного протона 
в  BNC, так и к десопряжению, т.е.  к  полному 
отсутствию перекачки протонов в окислитель-
ной фазе каталитического цикла [29].
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INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF MEMBRANE 
POTENTIAL GENERATION BY HEME-COPPER RESPIRATORY 

OXIDASES IN REAL TIME MODE

Review

S. A. Siletsky

Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: siletsky@belozersky.msu.ru

Heme-copper respiratory oxidases are highly efficient molecular machines. These membrane enzymes 
catalyze the final stage of cellular respiration of eukaryotes and many prokaryotes: the transfer of electrons 
from cytochromes or quinols to molecular oxygen and the reduction of O2 to water. The free energy released 
in this redox reaction is converted by heme-copper respiratory oxidases into a transmembrane gradient 
of the electrochemical potential of hydrogen ions (ΔμH+). Heme-copper respiratory oxidases have a unique 
mechanism for generation ΔμH+  – a redox-coupled proton pump. The use of a combination of a direct 
electrometric method for measuring the kinetics of membrane potential generation with approaches and 
methods of prestationary kinetics and directed mutagenesis in the study of heme-copper oxidases makes 
it possible to obtain unique information about the movement of protons inside the protein in real time. 
The review summarizes the results of the use of the permitted time.

Keywords: bioenergetics, cytochrome oxidase, proteoliposomes, electrogenic, proton transfer, generation  ΔΨ, 
proton pump, photoreduction, cytochrome  aa3, kinetics, direct electrometric method, capacitive potentiometry, 
time resolution, zinc ions


