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ОСОБЕННОСТИ МУТАНТОВ Anabaena PCC 7120ΔHUP
С АМИНОКИСЛОТНЫМИ ЗАМЕНАМИ В НИТРОГЕНАЗЕ
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Мутанты филаментной цианобактерии Anabaena PCC 7120 ΔHup (dc-Q193S и dc-R284H) с амино-
кислотными заменами, расположенными вблизи от FeMo-кофактора нитрогеназы, имели нитроге-
назную активность по выделению водорода около 18 мкмоль Н2/(мг ч), что на ~30% ниже, чем у роди-
тельского штамма ΔHup. Фотосинтетическая активность у мутантов также понижена. Мутант dc-Q193S,
в отличие от родительского штамма ΔHup, продемонстрировал более низкий температурный оптимум
для выделения Н2. Эти различия, видимо, обусловлены пониженной прочностью филаментов (их
фрагментацией). При этом выделение водорода у мутантов мало отличалось от родительского штамма
по энергии активации, по константам насыщения светом (41–62 мкмоль квантов/(м2 с)) и по ингиби-
рованию ацетиленом. Однако в отличие от родительского штамма выделение водорода у них не ин-
гибировалось молекулярным азотом, т.е. аминокислотные замены вызвали существенные измене-
ния в реакции, требующей 8 электронов (фиксация N2). Возможность использования азота или воз-
духа вместо аргона при получении водорода перспективна с практической точки зрения, но
пониженная активность и повышенная хрупкость филаментов у изученных мутантов ограничивает
возможности их практического использования.
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ВВЕДЕНИЕ
Для устойчивого развития человечество нуж-

дается в энергии. Традиционное использование
ископаемых источников энергии приводит к нарас-
тающим проблемам загрязнения окружающей сре-
ды, повышению содержания углекислоты в атмо-
сфере и средней температуры поверхности Земли.
Этим обусловлена ориентация на использование
альтернативных источников энергии и, в частно-
сти, солнечной энергии. Одним из способов ее за-
пасания может быть образование водорода биоло-
гическим путем. Водород – экологически чистый
энергоноситель, поскольку продуктом его окисле-
ния является вода.

Фотобиологическое выделение водорода ци-
анобактериями считается идеальным процессом по-
лучения возобновляемой энергии, потому что вода в
качестве электронного донора и свет как источник
энергии легко доступны и находятся в изобилии [1–
3]. Группа гетероцистных цианобактерий наибо-

лее исследована как с точки зрения физиологии,
так и молекулярной биологии. Выделение водо-
рода у них катализируется нитрогеназой и/или
Hox-гидрогеназой, причем оба фермента чувстви-
тельны к кислороду. Однако нитрогеназа, в отли-
чие от гидрогеназы, катализирует необратимый
процесс, что считается более перспективным.

В качестве продуцента водорода наиболее изу-
чены виды Anabaena и Nostoc. Помимо видовых
характеристик цианобактерий, на выделение во-
дорода нитрогеназой могут влиять различные
факторы: состав среды (особенно источники свя-
занного азота), рН, состав газовой фазы, темпера-
тура, интенсивность света и другие особенности
проведения процесса [4–6]. При оценке перспек-
тивности получения водорода с помощью ци-
анобактерий важна и скорость процесса, и его
продолжительность, и эффективность преобра-
зования энергии света. Высокая эффективность
преобразования световой энергии (2.5%) получена
с использованием цианобактерий, иммобилизо-
ванных в тонких пленках Ca2+ альгинатного геля,
при низкой освещенности [7]. Продолжительное
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выделение водорода на протяжении нескольких ме-
сяцев продемонстрировано в аэробных условиях
при периодическом (естественном) освещении [8].
Однако добиться максимальной скорости выде-
ления Н2, продолжительности и эффективности в
одних и тех же условиях практически невозмож-
но. Предполагается, что выделение водорода у
природных штаммов цианобактерий уже близко
к теоретическому максимуму и оптимальные
условия процесса в целом выявлены [3]. Поэтому
для улучшения характеристик процесса выделе-
ния водорода созданы и охарактеризованы разно-
образные мутанты.

Поскольку нитрогеназа у гетероцистных ци-
анобактерий синтезируется в гетероцистах, увеличе-
ние их числа должно способствовать возрастанию
нитрогеназной активности. Обычно частота гетеро-
цист составляет 5–10% от числа вегетативных кле-
ток [9]. Получены мутанты Anabaena sp. с частотой
гетероцист 13–18%. У них выделение водорода
при высокой концентрации хлорофилла (Хл) воз-
растало в 1.7 раза по сравнению с родительским
штаммом [10].

Известно, что нитрогеназа цианобактерий
чувствительна к кислороду, поэтому для фотовы-
деления водорода необходимы анаэробные усло-
вия [2, 3]. Однако помимо прямой инактивации
нитрогеназы существует возможность поглоще-
ния выделившегося водорода в присутствии О2
как акцептора электронов, что существенно сни-
жает выход водорода [11]. Поскольку поглощение
водорода катализируется поглощающей Hup-гид-
рогеназой, были предприняты попытки получения
мутантов с нарушенным синтезом этого фермента.
Для инактивации гена, кодирующего поглощаю-
щую гидрогеназу у разных цианобактерий, ис-
пользовались разные приемы (химический нена-
правленный мутагенез с последующим отбором
перспективных мутантов, мутанты ΔhupL, ΔhupS,
ΔhupSL, ΔhupW, ΔxisC). Во всех случаях наблюда-
ли существенное повышение выделения Н2 [12–
17] Показана и повышенная эффективность пре-
образования световой энергии в водород (4%) у
таких мутантов [17]. В то же время отсутствие
Hup-гидрогеназы может уменьшать продолжи-
тельность процесса, особенно у иммобилизован-
ных культур, т.к. предполагается, что этот фермент
защищает фотосинтетический аппарат вегетатив-
ных клеток от фотоингибирования, особенно в
условиях стресса [18].

Для создания анаэробных условий при выде-
лении водорода обычно используется проток арго-
на в качестве газовой фазы, что существенно удо-
рожает процесс. Оптимальным было бы проведе-
ние процесса под азотом или воздухом, однако в
этом случае нитрогеназная активность максималь-
на лишь в течение короткого времени: аммоний,
образуемый в процессе фиксации молекулярного

азота, подавляет синтез нитрогеназы [2]. Именно
поэтому были сконструированы мутанты штамма
Anabaena PCC 7120 без Hup-гидрогеназы с амино-
кислотными заменами dc-Q193S и dc-R284H,
расположенными в непосредственной близости
от FeMo-кофактора нитрогеназы [19]. Эти моди-
фикации в нитрогеназе привели к увеличению
выделения H2 при длительном культивировании
под N2, т.к. выделение водорода не снижалось в
присутствии высоких концентраций азота в га-
зовой фазе, в отличие от родительского штамма
ΔHup, который требовал низких концентраций
азота для продолжительного выделения водоро-
да [19].

Такие мутанты представляют несомненный
интерес в биотехнологическом получении водоро-
да, для чего необходимо выяснение их ранее неизу-
ченных свойств, в частности, определение макси-
мальных скоростей и констант насыщения светом
для фотосинтетической и нитрогеназной активно-
сти, а также температурной зависимости выделения
водорода. Эта информация существенна при прове-
дении экспериментов на открытом воздухе при не-
возможности поддержания оптимальных условий.
В теоретическом аспекте сравнение констант ин-
гибирования ацетиленом у разных мутантов мо-
жет быть полезным для выяснения влияния ами-
нокислотных замен на функционирование актив-
ного центра нитрогеназы.

Цель работы – оценка перспективности ис-
пользования мутантов Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup
(dc-Q193S и dc-R284H) для получения водорода
на открытом воздухе при сопоставлении влияния
интенсивности света и температуры на их фото-
синтетическую и нитрогеназную активность, а
также стабильность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты и условия культивирования. Объектом

исследования являлись родительский штамм
цианобактерий Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup, не
синтезирующий водород-поглощающую Hup-
гидрогеназу, и мутанты dc-Q193S и dc-R284H,
любезно предоставленные профессором Sakurai H.,
университет Канагава, Япония. Мутанты были
сконструированы проф. Masukawa с соавт. [19], они
отличались аминокислотными заменами глутамина
на серин в 193 положении (dc-Q193S) и аргинина на
гистидин в 284 положении(dc-R284H), причем обе
замены расположены в непосредственной близо-
сти от FeMo-кофактора нитрогеназы.

Все штаммы (посевной материал) выращивали
фотоавтотрофно в 300 мл колбах Эрленмейера на
жидкой среде Алена-Арнона, разбавленной в
8 раз (АА/8) [19] с добавлением 2.5 мМ (NH4)2SO4
(АА/8 + N) и 5 мМ TES-KOH буфера (рН = 8.2).
Выращивание проводили при 27°С на свету



216

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 67  № 2  2020

РОМАНОВА и др.

(30 мкмоль квантов/(м2 с)), в атмосфере воздуха
при перемешивании 95 об./мин, с добавлением в
среду антибиотиков стрептомицина и спектино-
мицина (по 2 мкг/мл).

Для определения фотосинтетической и нитроге-
назной (водород-выделяющей) активности культу-
ры выращивали без антибиотиков при 27°С на све-
ту (30–50 мкмоль квантов/(м2 с)). Посевной мате-
риал вносили в сосуд со стеклянным барботером в
количестве 10% от рабочего объема (250–270 мл).
Использовали постоянную продувку воздухом с
1% СО2 через автоклавируемые мембранные филь-
тры с размером пор 0.2 мкм (“Pall”, США). Предва-
рительно были подобраны условия центрифугиро-
вания и перемешивания культур цианобактерий,
чтобы максимально сохранить целостность фила-
ментов. В дальнейшем центрифугирование про-
водили при 1200–2300 об./мин, в зависимости от
объема осаждаемой культуры, а перемешивание в
ячейке – при 100–200 об./мин. Фотосинтетиче-
скую активность определяли у культур, выросших
на среде со связанным азотом (см. выше).

Для изучения выделения водорода родитель-
ский штамм Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup выращи-
вали на среде без связанного азота в течение
5 дней при продувании воздухом с 1% СО2. По-
скольку мутанты dc-Q193S и dc-R284H характе-
ризуются слабой способностью к диазотрофному
росту или даже ее отсутствием [19], а при исполь-
зовании связанного азота не образуют гетероцист
(как и другие цианобактерии), их выращивали на
среде АА/8 + N до полного исчерпания связанно-
го азота или с промежуточным отмыванием кле-
ток от связанного азота. Во втором случае через
3 дня (наращивание биомассы) клетки осаждали
центрифугированием (2300 об./мин, 3 мин), два-
жды отмывали от азота средой без азота (АА/8 – N),
центрифугировали, ресуспендировали в этой сре-
де и культивировали в колбах Эрленмейера с по-
стоянной продувкой (как указано выше). На
5 день выращивания (2 дня без азота) рН среды
доводили до 8.2 используя 1М NaHCO3 (конечная
концентрация ~10 мМ). В обоих случаях нитроге-
назная активность появлялась на 5 день. Боль-
шинство экспериментов проводилось на 6 день с
использованием второго подхода. Использование
первого подхода и варьирование времени выра-
щивания отражено в подписях к рисункам.

Измерение фотосинтетической активности по-
лярографическим методом. Фотосинтетическое
выделение кислорода измеряли при помощи
электрода Кларка: в ячейку (“Hansatech”, Ан-
глия) объемом 4 мл вносили 4 мл культуры ци-
анобактерий с концентрацией 6.0–8.5 мг Хл/л.
Выделение кислорода измеряли после 2-минут-
ной адаптации в темноте при добавлении 80 мкл
0.5М NaHCO3, используя разную интенсивность
света (10–1700 мкмоль квантов/(м2 с)) и разные

температуры (16–35°С). Источником света слу-
жил диапроектор ЛЭТИ-60 (Россия), у которого
удаляли держатель слайдов и инфракрасный свето-
фильтр, а на пути светового луча устанавливали кю-
вету с 1% CuSO4 (длина оптического пути 4.5 см).
Скорость фотосинтеза рассчитывали как алгебра-
ическую разность скоростей выделения кислоро-
да на свету и поглощения в темноте после 4 минут
освещения и выражали в расчете на 1 мг Хл
(мкмоль О2/мг ч). Электрод калибровали при
температуре планируемого эксперимента, добав-
ляя 4 мл дистиллированной воды, насыщенной
воздухом.

Измерение нитрогеназной активности поляро-
графическим методом. В день анализа необходи-
мый объем культуры переносили в колбу с ватно-
марлевой пробкой и инкубировали при 27°С на
свету (50 мкмоль квантов/(м2 с)) на качалке ELMI
S-3L (“Sky Line”, Латвия) при перемешивании
95 об./мин. В течение дня из этой колбы отбирали
культуру для измерений, концентрировали цен-
трифугированием (1200 об./мин, 3 мин) до 20 мг
Хл/л, помещали в сосуды с герметично закручива-
ющимися пробками объемом 9 мл и заменяли га-
зовую фазу на аргон. В расчетах учитывали коэф-
фициент падения активности в ходе инкубации.

Выделение водорода измеряли при помощи
электрода Кларка в ячейке объемом 1 мл (“Han-
satech”, Англия) при непрерывном перемешивании
100 об/мин. Ячейку перед каждым измерением про-
дували аргоном, и культуру из сосудов с аргоном
(1 мл) вносили анаэробно в потоке аргона. После
2-минутной адаптации культуры в темноте вклю-
чали свет и регистрировали выделение водорода в
зависимости от целей эксперимента при посто-
янной температуре 27°С и разной интенсивности
света (10–2800 мкмоль квантов/(м2 с)) или при
разных температурах (15–45°С), но постоянной
насыщающей интенсивности света 500 мкмоль
квантов/(м2 с). Скорость фотовыделения водорода
рассчитывали как алгебраическую разность скоро-
стей выделения водорода на свету и в темноте и
выражали в расчете на 1 мг Хл (мкмоль Н2/(мг ч)).
Электрод калибровали при температуре планиру-
емого эксперимента, добавляя в ячейку 0.1 мл ди-
стиллированной воды, насыщенной водородом.
Содержание водорода рассчитывали, используя
табличные данные для растворимости в зависи-
мости от температуры. Результаты для каждой
температуры (5 измерений) усредняли и рассчи-
тывали калибровочные коэффициенты.

Измерение нитрогеназной активности газохро-
матографическим методом. В экспериментах по
изучению влияния азота и ацетилена на нитроге-
назную активность концентрацию водорода
определяли газохроматографически (“ЛХМ80”,
Россия) [20]. Культуры, подготовленные, как
описано выше (но не концентрированные), пор-
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циями по 3.5 мл (10 мг Хл/л) помещали в 16 мл
пробирки Хангейта с плотно закручивающимися
пробками. Газовую фазу заменяли на аргон, затем
добавляли 4.8–100% N2 или 2.3–20% C2H2, что
соответствовало 27–570 мкМ растворенного N2 и
0.9–7.7 мкМ растворенного C2H2. Пробирки инку-
бировали на свету (70 мкмоль квантов/(м2 с)) при
температуре 27°С и перемешивании 95 об./мин.
После 1.5–2 часов инкубации и затем через каж-
дые 2 часа измеряли концентрацию водорода и
рассчитывали скорость выделения на 1 мг Хл
(мкмоль Н2/мг ч). Для мутанта dc-Q193S скорость
выделения водорода в первые два часа была низ-
кой, но далее увеличивалась, поэтому принимали
в расчет результаты после 4 и 6 часов инкубации.

Аналитические методы. Концентрацию Хл изме-
ряли спектрофотометрически при 664 нм (UV-VIS
1240 Mini, “Shimadzu”, Япония) после экстрак-
ции 85% метанолом. Концентрацию аммония в
среде измеряли микродиффузионным методом с
реактивом Несслера [21]. Плотность потока ФАР
измеряли квантометром QMSW-SS (“Apogee In-
struments”, США).

Микроскопирование. Наличие гетероцист в
филаментах цианобактерий исследовали мето-
дом световой микроскопии ЛОМО МИКМЕД-2
(“Ломо”, Россия). Количество гетероцист опре-
деляли путем подсчета 300–500 клеток в каждом
образце. Фотографии были получены с помощью
камеры SCOPETEK DCM-900 (“Scopetek”, Ки-
тай), закрепленной на окуляре микроскопа.

Статистическая обработка данных. Для количе-
ственного анализа экспериментальные данные
по влиянию интенсивности света аппроксимиро-
вали по уравнению Михаэлиса-Ментен:

(1)

где V и Vmax – измеренная скорость и расчетная
максимальная скорость выделения кислорода, Ks –
константа насыщения, I – интенсивность света.

Энергию активации рассчитывали из уравне-
ния Аррениуса:

(2)

где k – константа скорости реакции, R – универ-
сальная газовая постоянная, Т – температура по
Кельвину.

Температурный коэффициент был рассчитан
из уравнения:

(3)

где V – скорость реакции, Т – температура по
Кельвину.

Статистическая обработка данных была вы-
полнена в программе SigmaPlot 11.0 Все экспери-
менты были выполнены в 3–5 биологических по-
вторностях (2–3 аналитических). На рисунках,

max ( ),sV V I K I= +

2 11 2 2 1ln ,( ( ) ( )а T TЕ RTT k k T T= −

2 110 ( )
10 2 1( ) ,T TQ V V −=

содержащих по одной кривой, приведены сред-
ние результаты опытов при 95% доверительном
интервале. На рисунках, содержащих по 2–3 кри-
вые, доверительный интервал не указан, посколь-
ку он не превышал 20% от среднего значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние интенсивности света на скорость 

фотосинтеза у родительского штамма ΔHup
и dc-Q193S, dc-R284H при разных температурах

Скорость выделения кислорода родительским
штаммом ΔHup и мутантами dc-Q193S, dc-R284H
увеличивалась с повышением интенсивности све-
та (рис. 1). Сходный характер зависимости наблю-
дали при разных температурах: 16, 20, 27, 35°С, за
исключением родительского штамма ΔHup при
16°С, где, видимо, имело место фотоингибирова-
ние. Максимальная скорость выделения кисло-
рода у всех штаммов была при 35°С, хотя опти-
мальная температура для роста 27–30°С. В одина-
ковых условиях (температура, интенсивность
света) скорость выделения кислорода у родитель-
ского штамма была выше по сравнению с мутан-
тами (рис 1).

Для количественного анализа эксперимен-
тальные данные по влиянию интенсивности све-
та аппроксимировали по уравнению Михаэлиса-
Ментен (табл. 1). Все значения удовлетворитель-
но описываются данным уравнением, коэффи-
циент корреляции R > 0.91. Максимальная рас-
четная скорость фотосинтеза (как и полученная
экспериментально) у всех штаммов была выше
при 35°С, причем при каждой из проверенных
температур она была выше у родительского
штамма ΔHup.

Константы насыщения светом при всех темпе-
ратурах также были ниже у dc-Q193S и dc-R284H,
т.е. они достигали насыщения фотосинтеза при
более низкой плотности потока ФАР, чем роди-
тельский штамм ΔHup.

Выделение водорода родительским штаммом
ΔHup и мутантом dc-Q193S

на разных фазах роста культур
В этой серии экспериментов выделение Н2 из-

меряли полярографическим методом с электро-
дом Кларка. На 3–4 день выращивания активно-
сти по выделению водорода еще не наблюдали,
хотя при микроскопировании обнаруживались
гетероцисты в небольшом количестве. Актив-
ность появлялась на пятый день роста и у родитель-
ского штамма ΔHup (рис. 2а), и у мутанта dc-Q193S
(рис. 2б). При этом культура мутанта dc-Q193S на
пятый день находилась в состоянии голодания по
азоту, поскольку содержание аммония в среде было
меньше 0.4 мкг/мл. В это же время число гетеро-
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Рис. 1. Фотосинтетическое выделение кислорода родительским штаммом ΔHup (а) и мутантами dc-Q193S (б),
dc-R284H (в) в зависимости от интенсивности света при разных температурах (1 – 16°С; 2 – 20°С; 3 – 27°С; 4 – 35°С).
Точки представляют собой экспериментальные данные, а кривые (за исключением (а), 1 – 16°С) описывают резуль-
таты аппроксимации.
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Таблица 1. Результаты аппроксимации зависимости скорости выделения кислорода мутантами от интенсивно-
сти света при разных температурах (рис. 1)

Штамм Температура, °C R Vmax Ks

ΔHup 16 – – –
20 0.97 263 108
27 0.97 310 153
35 0.99 607 258

dc-Q193S 16 0.91 69 23
20 0.97 117 35
27 0.98 175 52
35 0.99 264 79

dc-R284H 16 0.95 95 33
20 0.97 100 55
27 0.94 201 76
35 0.99 309 100

цист увеличивалось. На шестой день активность
была максимальной (что совпадало с началом или
серединой стационарной фазы), а затем снижалась.

Как видно из рис. 2, скорость роста мутанта
была выше, чем родительского штамма (0.04 и
0.02 1/ч, соответственно). Следует иметь в виду,
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что в этом случае родительский штамм выращи-
вали в условиях азотфиксации, а мутант – на сре-
де со связанным азотом. Если же родительский
штамм выращивали в присутствии связанного
азота, скорость увеличивалась до 0.04 1/ч (данные
не приведены). Более низкая конечная концен-
трация биомассы у мутанта объясняется исчерпа-
нием аммония и невозможностью использовать
молекулярный азот.

Влияние интенсивности света на выделение 
водорода родительским штаммом ΔHup

и мутантом dc-Q193S

В этой серии экспериментов выделение Н2 изме-
ряли полярографическим методом. Скорость
выделения водорода родительским штаммом
ΔHup и мутантом dc-Q193S увеличивалась с уве-
личением интенсивности света от 10 мкмоль
квантов/(м2 с) до ~500 мкмоль квантов/(м2 с) и
не изменялась при дальнейшем увеличении ин-
тенсивности до 2820 мкмоль квантов/(м2 с) (рис. 3).

При этом более высокая скорость была у родитель-
ского штамма ΔHup.

Аппроксимация экспериментальных данных
показала, что расчетная максимальная скорость
выделения водорода у родительского штамма ΔHup
была выше, чем у мутанта dc-Q193S почти в 7 раз,
при этом константа насыщения ниже в 1.5 раза
(табл. 2). В дальнейших экспериментах использова-
ли интенсивность света 500 мкмоль квантов/(м2 с)
для всех штаммов.

Влияние температуры на выделение водорода 
родительским штаммом и мутантом

В этой серии экспериментов выделение Н2 из-
меряли полярографическим методом. Скорость
выделения водорода родительским штаммом ΔHup
возрастала при повышении температуры до 45°С,
однако выше 34°С зависимость была нелинейной

Рис. 2. Накопление биомассы (1 – Хл, 2 – ОП700,
0,1 см кювета) и скорость выделения водорода (3) при
росте родительского штамма ΔHup (а) и мутанта dc-
Q193S (б). Родительский штамм ΔHup выращивался в
азотфиксирующих условиях, мутант dc-Q193S – на
среде со связанным азотом до его исчерпания, без до-
полнительного отмывания.
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Рис. 3. Влияние интенсивности света на скорость вы-
деления водорода родительским штаммом ΔHup (а) и
мутантом dc-Q193S (б) на разных стадиях роста (1 –
5 день; 2 – 6 день; 3 – 7 день). Точки представляют со-
бой экспериментальные данные, а кривые описыва-
ют результаты аппроксимации.
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(рис. 4а). Выделение водорода мутантом dc-Q193S
возрастало при увеличении температуры до 30–
34°С, а при дальнейшем увеличении температуры
снижалось (рис. 4б).

Энергия активации для родительского штамма
составила 43.3 кДж/моль, а для мутанта dc-Q193S –
61.3 кДж/моль. Для количественной оценки тем-
пературных эффектов рассчитывали также темпе-
ратурный коэффициент Q10. Для родительского
штамма Q10 оказался равным 1.9, а для мутанта – 2.4.

Для объяснения пониженной активности му-
танта dc-Q193S при температурах >30°С было

проверено физиологическое состояние (морфоло-
гия) цианобактерий в этих условиях. Установлено,
что при повышении температуры от 27 до 45°С, а
также при понижении до 15°С (и перемешивании)
целостность филаментов у мутанта dc-Q193S, в от-
личие от родительского типа, сильно нарушалась:
наблюдали разрыв нитей и свободноплавающие
гетероцисты (рис. 5б, в – для мутанта; для роди-
тельского штамма не показано). При 27°С доля
свободных гетероцист от всего количества клеток
составляла 1.2%, а при 45 и 15°С – 11.4 и 8.6%, со-
ответственно. У родительского штамма при 27°С
доля свободных гетероцист составляла 0.4%, а
при 45 и 15°С – 1 и 2%, соответственно.

Влияние молекулярного азота на выделение 
водорода родительским штаммом и мутантами

В этой серии экспериментов выделение Н2 из-
меряли методом ГХ. Метод ГХ позволяет исполь-
зовать более широкий диапазон концентрации
молекулярного азота, который в этом случае вво-
дился в газовую фазу, а не в культуру непосред-
ственно, как в полярографическом методе. При
добавлении >57 мкМ N2 скорость выделения водо-
рода у родительского штамма заметно снижалась,
при 300 мкМ наблюдали 50% ингибирование. Од-
нако даже при 570 мкМ сохранялось около 40% от
исходной активности. В отличие от этого выделе-
ние водорода у мутантов не ингибировалось даже
при 570 мкМ N2 (рис. 6).

Влияние ацетилена на выделение водорода 
родительским штаммом и мутантами

В этой серии экспериментов выделение водо-
рода измеряли методом ГХ. Выделение водорода
у всех трех штаммов цианобактерий падало в 2–
5 раз уже при 0.9 мкМ ацетилена и продолжало
снижаться с увеличением концентрации ацетиле-
на до 7.7 мкМ (рис. 7). При 0.9 мкМ ацетилена
наиболее сильно снижалась активность у мутанта
dc-Q193S, а при 7.7 мкМ ацетилена наименьшая
активность была у родительского штамма ΔHup
(рис. 7). Однако с учетом повышенного разброса
данных в этих экспериментах различия вряд ли
можно признать достоверными. В среднем 50%
ингибирование у всех штаммов достигалось при
концентрации ацетилена 0.4–1.1 мкМ.

Таблица 2. Результаты аппроксимации зависимости скорости выделения водорода от интенсивности света (рис. 3а, б).

Штамм День 
культивирования R Vmax Ks

ΔHup 6 0.97 20.8 ± 2.2 41.1
dc-Q193S 6 0.96 3.0 ± 0.3 62.2

Рис. 4. Влияние температуры на скорость выделения
водорода родительским штаммом ΔHup (а) и мутан-
том dc-Q193S (б). 100% активность для родительского
штамма ΔHup – 22 мкмоль Н2/(мг ч) и для dc-Q193S –
3 мкмоль Н2/(мг ч).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Использование цианобактерий для получения
биоводорода прежде всего требует, чтобы ско-
рость выделения Н2 была достаточно высокой.
Генно-инженерные методы позволяют получить
штаммы цианобактерий с повышенной скоростью
выделения водорода, в том числе штаммы азотфик-
сирующих гетероцистных цианобактерий, лишен-
ных водород-поглощающей гидрогеназы [22]. Со-
гласно литературным данным [13, 15], наиболее
перспективные штаммы – это Anabaena variabilis
ATCC 29413 ΔHupSL и Nostoc PCC 7422 ΔHupL, ко-
торые выделяли >100 мкмоль Н2/(мг ч). При этом
использовались культуры с лимитированием свя-
занным азотом и соблюдались анаэробные усло-
вия (100% Ar или Ar + 5% CO2). Поддержание
анаэробных условий в фотобиореакторах является
затратным, поэтому предпочтительно использова-
ние воздуха или молекулярного азота в качестве га-
зовой фазы. В отличие от связанного азота, молеку-
лярный азот не репрессирует синтез нитрогеназы,
однако при диазотрофном росте цианобактерий
нитрогеназная активность (измеренная под арго-
ном) сохраняется на высоком уровне лишь в течение
1–2 дней, а затем быстро падает вследствие накоп-
ления продукта азотфиксации – аммония [9]. По-
этому высокая скорость выделения водорода в та-
ких условиях поддерживается непродолжитель-
но. С другой стороны, в атмосфере аргона также
невозможно длительное выделение водорода, т.к.
при азотном голодании останавливается синтез
ферментов. Поэтому периодическое добавление
воздуха (как источника азота) в газовую фазу мо-
жет быть полезным в некоторых случаях, что в
частности показано для иммобилизованных
культур [18]. Недостаток углерода также негатив-
но сказывается на выделении водорода. В то же
время сочетание избытка СО2 и недостатка азота
может привести к нарушению соотношения C/N
и далее к ингибированию фотосинтетической ак-
тивности вегетативных клеток, что неизбежно от-
ражается на выделении Н2 гетероцистами [18].

Рис. 5. Влияние инкубации при разных температурах на состояние филаментов у мутанта dc-Q193S: 15°С (а), 27°С (б),
45°С (в). 100-кратное увеличение (масляная иммерсия).

20 мкм
(a) (б) (в)

Рис. 6. Влияние N2 на скорость выделения водорода
родительским штаммом ΔHup (1) и мутантами
dc-Q193S (2), dc-R284H (3). 100% активность – 25, 17
и 18 мкмоль Н2/(мг ч) для родительского штамма ΔHup
и мутантов dc-Q193S, dc-R284H, соответственно.
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да родительским штаммом ΔHup (1) и его мутантами
dc-Q193S (2), dc-R284H (3). 100% активность – 25, 17
и 18 мкмоль Н2/(мг ч) для родительского штамма ΔHup
и мутантов dc-Q193S, dc-R284H, соответственно.
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Другой подход предполагает получение мутан-
тов, у которых активность длительно сохраняется
в присутствии N2. Masukawa с соавт. [19] скон-
струировали мутанты Anabaena PCC 7120 без
Hup-гидрогеназы с аминокислотными заменами
dc-Q193S и dc-R284H, расположенными в непо-
средственной близости от FeMo-кофактора нит-
рогеназы. Эти модификации в нитрогеназе при-
вели к суммарному увеличению выделения H2
при длительном культивировании под N2, т.к. выде-
ление водорода не снижалось так резко в отличие от
родительского штамма ΔHup. Чтобы выяснить воз-
можности использования этих штаммов для полу-
чения водорода на открытом воздухе, мы детально
изучили влияние внешних факторов (свет, темпе-
ратура).

По уровню фотосинтетической активности
родительский штамм превосходил мутанты, он
имел и более высокую константу насыщения све-
том Ks – 153 мкмоль квантов/(м2 с), по сравнению с
52 и 76 мкмоль квантов/(м2 с) для мутантов (рис. 1,
табл. 1). Фотоингибирование имело место только
при низкой температуре (рис. 1а). Для нитроге-
назной активности (выделение водорода) констан-
ты насыщения светом Ks практически не отлича-
лись у родительского штамма и мутанта dc-Q193S
(41 и 62 мкмоль квантов/(м2 с)) (рис. 3, табл. 2).
Это заведомо ниже максимальной дневной ин-
тенсивности света на открытом воздухе. Ингибиро-
вания выделения водорода при высокой интенсив-
ности света, близкой к естественному дневному
освещению, в наших кратковременных экспери-
ментах не наблюдалось.

Температурная зависимость выделения водоро-
да в области 15–30°С также оказалась практически
одинаковой у родительского штамма и мутанта dc-
Q193S. Однако активность мутанта dc-Q193S
уменьшалась при температуре выше 30°С (рис. 4),
что, вероятно, связано с пониженной прочностью
его филаментов и их фрагментацией (рис. 5).

Скорость выделения водорода у родительского
штамма ΔHup была близкой, а у мутантов – ниже
по сравнению с опубликованным ранее [19]. Это
опять же может объясняться его высокой чув-
ствительностью к механическим воздействиям в
процессе подготовки культуры и самого анализа
(имеется в виду центрифугирование, суспендиро-
вание и перемешивание культуры). Детали этих
процедур могут быть разными в двух лаборатори-
ях. Но даже при одинаковых процедурах подго-
товки, исходное физиологическое состояние
культур родительского штамма и мутанта могло
различаться. Родительский штамм выращивался
без связанного азота под воздухом за счет азотфик-
сации, тогда как мутанты выращивались с исполь-
зованием связанного азота (до его исчерпания или с
отмыванием клеток), а затем без связанного азота
под воздухом, как и описано в работе [19]. В отличие

от родительского штамма, способность мутантов к
азотфиксации крайне ограничена, вследствие этого
они могли находиться в состоянии азотного голода-
ния. Известно, что лимитирование связанным азо-
том способствует образованию гетероцист. Однако
при высокой степени лимитирования в составе фи-
ламентов Anabaena cylindrica уменьшалось количе-
ство вегетативных клеток, заключенных между
двумя гетероцистами, при этом падала фотосин-
тетическая активность вегетативных клеток, т.е.
нарушалось и обеспечение гетероцист метаболи-
тами [23]. Фрагментация филаментов (вплоть до
распада на отдельные клетки) была обнаружена
ранее при голодании по азоту у короткоцепочеч-
ных мутантов Anabaena sp. PCC 7120 [24]. К пони-
жению механической прочности филаментов
приводили мутации в генах, кодирующих компо-
ненты клеточной оболочки [25]. Установлено,
что для целостности филаментов, как и для меж-
клеточной коммуникации, важны белки Fra и
SepJ, и мутанты fraH имели склонность к фраг-
ментации и высвобождению гетероцист [26]. В
свою очередь, инактивация амидазы АmiC1 влия-
ет на локализацию SepJ и предотвращает фраг-
ментацию, свойственную sepJ или fraC fraD му-
тантам [27]. Что касается наших экспериментов,
остается неясным, могли ли мутации вблизи ак-
тивного центра нитрогеназы повлиять на проч-
ность филаментов. Скорее всего, это неспецифи-
ческий эффект, связанный с азотным голоданием.

Молекулярный азот ингибировал выделение
водорода лишь у родительского штамма, причем
50% ингибирование достигалось при 300 мкМ N2
(рис. 6). Эта величина сопоставима с данными,
полученными для пурпурных бактерий Rhodo-
bacter capsulatus, где 50% ингибирование наблю-
далось при 114 мкМ [28]. Однако у пурпурной
бактерии 40% N2 ингибировало выделение водо-
рода почти полностью, тогда как в наших экспе-
риментах у Anabaena PCC 7120 ΔHup даже при
100% N2 сохранялось около 40% водород-выделя-
ющей активности. По-видимому, это связано с
отсутствием потребления водорода на синтез
азотсодержащих соединений в отсутствие Hup-
гидрогеназы. В пользу этого свидетельствует тот
факт, что очищенная нитрогеназа Azotobacter vine-
landii сохраняет активность даже при 5000 кПа N2
[29]. В отличие от родительского штамма ΔHup, у
мутанта dc-Q193S молекулярный азот не ингиби-
ровал выделение водорода даже при концентра-
ции 100% в газовой фазе (рис. 6), что подтвержда-
ет данные Masukawa с соавт. [19]. Ингибирование
выделения водорода ацетиленом наблюдалось и у
родительского штамма, и у мутантов dc-Q193S и
dc-R284H (рис. 7), однако различия между ними
недостоверны.

Известно, что для выделения молекулы водо-
рода, как и восстановления ацетилена до этилена,
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требуется, наряду с АТФ, два электрона от ферре-
доксина, тогда как для восстановления молеку-
лярного азота – восемь. Поскольку молекуляр-
ный азот не ингибирует выделение водорода и не
используется для роста у мутанта dc-Q193S, мож-
но полагать, что данная точечная мутация приво-
дит к потере способности нитрогеназы к накоп-
лению 8 электронов, в то время как способность
принять 2 электрона и передать их молекуле суб-
страта практически не нарушена.

С точки зрения получения биоводорода в при-
сутствии молекулярного азота использование на-
правленного мутагенеза нитрогеназы цианобак-
терий перспективно. Можно уточнить критерий
для выбора мутантов такого рода. Известно, что
наибольшей скоростью длительного выделения
водорода обладали цианобактерии в присутствии
5% молекулярного азота [30]. Следовательно, по-
вышение константы ингибирования в 10–20 раз
(78% : 5%) позволит использовать атмосферную
концентрацию азота как лимитирующую и дли-
тельное время поддерживать высокую нитроге-
назную активность цианобактерий в выделении
водорода. Однако для масштабированного полу-
чения водорода в природных условиях важны и
другие свойства цианобактерий. С точки зрения
реакции на факторы внешней среды, существен-
ных различий между тремя штаммами не обнару-
жено, т.е. они в равной степени пригодны для
этой цели. Но пониженная активность, и особен-
но повышенная хрупкость филаментов у данных
мутантов с модифицированной нитрогеназой,
ограничивает возможности их использования.

Отработка методик и предварительные экспери-
ментальные данные были получены в рамках гранта
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний № 15-5450032. Уточнение данных, их анализ и
подготовка публикации поддержано грантом Рос-
сийского научного фонда № 19-14-00255.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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