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Бактерия Sulfobacillus thermotolerans доминирует в сообществах ацидофильных хемолитотрофных
микроорганизмов и представляет практическую значимость для биотехнологий переработки суль-
фидного сырья. Впервые показано, что геном вида S. thermotolerans кодирует хинон-связывающую
[Ni-Fe]-гидрогеназу и обладает потенциальной возможность литотрофного роста в присутствии мо-
лекулярного водорода. Компоненты путей ассимиляции соединений азота у S. thermotolerans, вероятно,
включают две ассимиляционные нитратредуктазы, а NO-диоксигеназа и нитронатмонооксигеназы вы-
полняют функцию обезвреживания токсичных для клеток окиси азота и нитросоединений. Изучение
путей ассимиляции и детоксикации соединений азота, а также альтернативных акцепторов и доно-
ров электронов у сульфобацилл способствует лучшему пониманию взаимодействий внутри сооб-
ществ ацидофильных хемолитотрофов в природных местообитаниях и промышленных процессах.
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Ацидофильные хемолитотрофные микроорга-
низмы (АХМ) обнаруживают в месторождениях
сульфидных руд, дренажных водах, термальных
источниках и других местообитаниях (Кондра-
тьева и соавт., 2012). Благодаря способности к
окислению Fe2+, S0/S2– и MeS, АХМ играют клю-
чевую роль в круговороте серы и железа и пред-
ставляют практическую значимость для биотех-
нологий переработки сульфидного сырья, содер-
жащего цветные и благородные металлы (Brierley,
Brierley, 2013). Род Sulfobacillus представлен грам-
положительными факультативно хемолитоавто-
трофными бактериями с оптимальным миксо-
трофным типом питания. Сульфобациллы доми-
нируют в составе сообществ АХМ в природных и
техногенных местообитаниях, а также в процес-
сах биовыщелачивания сульфидных руд и их кон-
центратов (Кондратьева и соавт., 2012). Бактерии
рода Sulfobacillus окисляют все перечисленные
выше субстраты, а также используют органиче-
ские соединения в качестве источника энергии
при субстратном и окислительном фосфорилиро-
вании (Каравайко и соавт., 2001; Журавлева и со-
авт., 2009). Сульфобациллы являются факульта-
тивными анаэробами, способными к “железному

дыханию” (восстановлению Fe3+ в Fe2+ в ЭТЦ с
получением энергии) (Bridge, Johnson, 1998; John-
son et al., 2008; Цаплина и соавт., 2010). У S. ther-
mosulfidooxidans, S. acidophilus и S. benefaciens была
обнаружена способность к аэробному и анаэроб-
ному окислению молекулярного водорода, со-
пряженному c железоредукцией (Hedrich, John-
son, 2013), а также к ассимиляционной и дисси-
миляционной нитратредукции (Justice et al., 2014;
Zhang et al., 2017).

В отличие от умеренных термофилов, термо-
толерантная бактерия S. thermotolerans исследова-
на недостаточно, в то время как именно этот вид
преобладает в сообществах АХМ в биотехнологи-
ческих процессах при 35–45°C и эффективно вы-
щелачивает/окисляет сульфидные минералы
(Dopson, Lindström, 2004; Bogdanova et al., 2006;
Tan et al., 2008; Цаплина и соавт., 2008; Булаев и
соавт., 2012; Панюшкина и соавт., 2014, 2018; Bu-
laev et al., 2017). Ранее нами было показано, что
при снижении концентрации O2 в среде культиви-
рования и в условиях гипоксии S. thermotolerans пе-
реключается на использование альтернативного
кислороду акцептора электронов Fe3+. При этом
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органические субстраты или тетратионат служат
донорами электронов (Цаплина и соавт., 2010).
Такие условия могут формироваться в природных
местообитаниях и в промышленных процессах
(например, в процессе чанового или кучного био-
выщелачивания). В условиях непостоянной кон-
центрации кислорода необходима быстрая пере-
стройка метаболических путей микроорганиз-
мов: переключение на альтернативные
акцепторы электронов и эффективное использо-
вание доступных источников энергии.

Объект настоящей работы – типовой штамм
S. thermotolerans Kr1T (ВКМ B-2339T = DSM 17362T).
Вид S. thermotolerans отличается чрезвычайно гиб-
ким углеродным и энергетическим метаболиз-
мом, а также устойчив к высокому содержанию
ионов тяжелых металлов и другим неблагоприят-
ным факторам окружающей среды (Цаплина и со-
авт., 2008, 2010; Panyushkina et al., 2019). К настоя-
щему времени был опубликован и аннотирован
первый и пока единственный геном вида S. thermo-
tolerans, штамм Kr1 (номер в GenBank CP019454,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP019454.1?re-
port=genbank) (Panyushkina et al., 2019). С целью
идентификации гидрогеназ, ответственных за ли-
тотрофный рост на H2, а также компонентов путей
ассимиляции соединений азота был проанализи-
рован геном этого штамма с использованием ин-
струментов веб-ресурсов NCBI (https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov) и KOALA (KEGG Orthology and
Links Annotation) (Kanehisa et al., 2016) и проведе-
но его сравнение с геномами других штаммов
сульфобацилл, доступных в базах NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Sulfobacillus).
Выравнивание и филогенетический анализ бел-
ков проводили с использованием алгоритма NCBI
BlastP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и
программного пакета MEGA7 (Kumar et al., 2016).
При построении филогенетического дерева ис-
пользовали метод neighbor-joining с “bootstrap-
анализом” (1000 альтернативных деревьев). Для
расчета эволюционных расстояний применяли
метод Poisson (Zuckerkandl, Pauling, 1965).

В результате проведенного исследования впер-
вые было показано, что геном вида S. thermotolerans
кодирует хинон-связывающую [Ni-Fe]-гидрогеназу
первой группы, функционирование которой со-
пряжено с использованием H2 в качестве источ-
ника энергии. В местообитаниях с низкими зна-
чениями pH молекулярный водород образуется в
результате кислотного растворения металлов (на-
пример, в местах добычи сульфидных руд) и неко-
торых минералов и, следовательно, является по-
тенциально доступным донором электронов для
ацидофилов (Hedrich, Johnson, 2013). У штамма
S. thermotolerans Kr1 был впервые идентифициро-
ван генный кластер (16 генов), участвующий в
окислении молекулярного водорода (табл. 1).

Окисление H2 [Ni-Fe]-гидрогеназой связано с пу-
лом хинонов дыхательной цепи через цитохромную
субъединицу b-типа (Vignais, Billoud, 2007), обнару-
женную у штамма Kr1 в том же кластере генов
(табл. 1). [Ni-Fe]-гидрогеназа (группа 1) была также
идентифицирована у S. acidophilus TPY, S. acidophi-
lus 10332, S. thermosulfidooxidans ST и S. thermosulfi-
dooxidans AMDSBA5 (Justice et al., 2014). В отли-
чие от S. thermotolerans Kr1, геномы других пред-
ставителей рода Sulfobacillus содержали по
крайней мере еще одну [Ni-Fe]-гидрогеназу II, IV
или V групп (Justice et al., 2014).

Изучение путей ассимиляции соединений азо-
та показало, что геном S. thermotolerans Kr1 коди-
рует две нитратредуктазы, участвующие в асси-
миляционном процессе (табл. 1). Геномы S. ther-
mosulfidooxidans ST и S. benefaciens AMDSBA1
также кодировали ассимиляционные нитратре-
дуктазы, а геномы штаммов S. acidophilus – медь-
содержащие NO-образующие нитритредуктазы;
штамм S. acidophilus AMDSBA3 содержал оперон
NarGHJI, ответственный за диссимиляционную
нитратредукцию (Justice et al., 2014). Геном штам-
ма Kr1 содержит гены, кодирующие уреазу, кото-
рая катализирует реакцию гидролиза мочевины с
образованием аммиака, а также глутаматдегидро-
геназу, глутаминсинтетазу и глутаматсинтазу,
участвующие в ассимиляции  (табл. 1). Кро-
ме того, у S. thermotolerans Kr1 обнаружен ген, ко-
дирующий NO-диоксигеназу, аннотированную
ранее лишь у одного штамма сульфобацилл – S.
thermosulfidooxidans AMDSBA2 (Justice et al., 2014).
Фермент NO-диоксигеназа окисляет •NO до

 участвуя в механизме обезвреживания ток-
сичной для клеток окиси азота (Gardner, 2005).

Интересно, что в настоящей работе у сульфо-
бацилл были впервые идентифицированы гены,
кодирующие нитронатмонооксигеназы (НМО,
КФ 1.13.12.16). НМО (ранее 2-нитропропандиок-
сигеназа, КФ 1.13.11.32) катализируют ФМН-за-
висимое окисление первичных и вторичных нит-
роалканов до альдегидов/кетонов и нитрита
(Gadda, Francis, 2010). У S. thermotolerans Kr1 были
обнаружены два фермента НМО. Сравнение с ге-
номами других сульфобацилл показало, что отдель-
ные штаммы вида S. thermosulfidooxidans также со-
держали гомологи одного из ферментов НМО
штамма Kr1 (BXT84_12200) (50–52% идентичности
по аминокислотным последовательностям), кото-
рые оказались уникальными для этих двух видов
среди всех известных представителей рода Sulfoba-
cillus. Сравнение аминокислотных последователь-
ностей НМО S. thermotolerans (BXT84_12200) и
S. thermosulfidooxidans показал, что они образуют
два подкластера в отдельном кластере на филогене-
тическом дереве (рис. 1). Ближайшими гомологами
НМО этих двух видов сульфобацилл оказались бел-
ки почвенных бактерий Ktedonobacter spp. (идентич-

+
4NH

−
3NO ,
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ность на 47–48%). Второй фермент штамма Kr1,
также аннотированный как НМО (BXT84_14530),
образует отдельную ветвь в кластере белков, при-
надлежащих штаммам видов S. thermosulfidooxi-
dans, S. benefaciens и S. acidophilus (64–68% иден-
тичности), а также бактериям других таксонов
(Alicyclobacillus spp., Thermoaerobacter subterraneus
и др.; 58–62% сходства). Поскольку НМО были

обнаружены у всех видов рода Sulfobacillus, веро-
ятно, этот признак является у них консерватив-
ным. Можно предположить, что гены, кодирую-
щие данные ферменты, могли обеспечивать кон-
курентное преимущество сульфобацилл в
микробных сообществах в специфических усло-
виях. Ранее НМО была идентифицирована еще у
одного члена сообществ АХМ – грамотрицатель-

Таблица 1. Компоненты путей ассимиляции соединений азота и окисления молекулярного водорода у S. thermo-
tolerans Kr1

Примечание. KO – KEGG Orthology; а. к. – длина аминокислотной последовательности.

Ген KO Белок, а. к. Гомолог

Гидрогеназы
BXT84_13725 K04652 214 HypB; белок, встраивающий Ni в гидрогеназу
BXT84_13730 K04651 118 HypA/HybF; встраивает Ni в гидрогеназу
BXT84_13735 – 252 Гипотетический белок
BXT84_13740 K02573 194 NapG; 4Fe-4S ферредоксин-подобный белок
BXT84_13745 K04653 80 HypC; экспрессия/формирование гидрогеназы
BXT84_13750 K03605 198 HyaD; протеаза, необходимая для созревания гидрогеназы; КФ 3.4.23.-
BXT84_13755 K03620 230 HyaC; [Ni-Fe]-гидрогеназа, цитохром b-типа (субъединица)
BXT84_13760 K05922 564 HydB; большая субъединица [Ni-Fe]-гидрогеназы [КФ 1.12.5.1]
BXT84_13765 K05927 425 HydA; малая субъединица [Ni-Fe]-гидрогеназы [КФ 1.12.5.1]
BXT84_13770 – 257 Гипотетический белок
BXT84_13775 K03116 63 TatA; sec-независимый транслоцирующий белок
BXT84_13780 K04655 344 HypE; экспрессия/формирование гидрогеназы
BXT84_13785 K04654 381 HypD; экспрессия/формирование гидрогеназы
BXT84_13790 – 93 Гипотетический белок
BXT84_13795 K04653 98 HypC; экспрессия/формирование гидрогеназы
BXT84_13800 K04656 776 HypF; белок для созревания гидрогеназы

Ассимиляция соединений азота
BXT84_10235 K00260 417 GudB; глутаматдегидрогеназа [КФ 1.4.1.2]
BXT84_04400 K01915 490 GlnA; глутаминсинтетаза [КФ 6.3.1.2]
BXT84_12035 K00265 1424 GltB; глутаматсинтаза (НАД(Ф)H) [КФ 1.4.1.13 1.4.1.14]
BXT84_13865 K03190 280 UreD; уреаза-специфичный акцессорный белок
BXT84_13870 K03189 208 UreG; уреаза-специфичный акцессорный белок
BXT84_13875 K03188 230 UreF; уреаза-специфичный акцессорный белок
BXT84_13880 K03187 154 UreE; уреаза-специфичный акцессорный белок
BXT84_13885 K01428 571 UreC; α-субъединица уреазы [КФ 3.5.1.5]
BXT84_13890 K01429 124 UreB; β-субъединица уреазы [КФ 3.5.1.5]
BXT84_13895 K01430 107 UreA; �-субъединица уреазы [КФ 3.5.1.5]
BXT84_12200 K00459 318 Ncd2; нитронатмонооксигеназа [КФ 1.13.12.16]
BXT84_14530 K00459 320 Нитронатмонооксигеназа [КФ 1.13.12.16]
BXT84_10745 K05916 405 Hmp; NO-диоксигеназа [КФ 1.14.12.17]
BXT84_08075 – 488 Нитратредуктаза
BXT84_09455 – 489 Нитратредуктаза
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ной бактерии Acidithiobacillus ferrooxidans (Lin
et al., 2015). В целом физиологическая и экологи-
ческая роль НМО в клетках микроорганизмов к
настоящему времени остается неясной. Предпо-
лагается, что основная функция НМО – защит-
ная в ответ на повышение концентрации токсич-
ных нитросоединений в клетке (Francis et al.,
2013). Природные нитроалканы (например, высо-
котоксичное соединение 3-нитропропионат) бы-
ли обнаружены в некоторых растениях, грибах и
бактериях; они могут обладать сигнальными и ан-
тибактериальными свойствами (Parry et al., 2011).
Дальнейшее изучение этого фермента и других
компонентов путей ассимиляции и детоксикации
соединений азота у сульфобацилл и ацидофиль-
ных хемолитотрофов в целом, а также альтерна-
тивных акцепторов и доноров электронов будет

способствовать более глубокому пониманию вза-
имодействий внутри сообществ этой уникальной
группы микроорганизмов в природных место-
обитаниях и промышленных процессах.
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, показывающее положение нитронатмонооксигеназ S. thermotolerans Kr1 и других
сульфобацилл. Дендрограмма построена с помощью программного пакета MEGA7 (Kumar et al., 2006) и алгоритма
neighbor-joining. Масштаб показывает эволюционное расстояние, соответствующее 10 заменам на каждые 100 амино-
кислотных остатков. Цифрами показана статистическая достоверность ветвления 1000 альтернативных деревьев,
определенная с помощью “bootstrap”-анализа. Эволюционные расстояния рассчитывали с помощью метода Poisson
(Zuckerkandl, Pauling, 1965). Всего в анализе использовали 29 аминокислотных последовательностей (286 позиций).

OLB35148.1 hypothetical protein AUH05 14745 Ktedonobacter sp. 13 2 20CM 53 11
OLB56298.1 hypothetical protein AUI01 06765 Ktedonobacter sp. 13 2 20CM 2 56 8

TMB76503.1 nitronate monooxygenase Chloroflexi bacterium

TMC23935.1 nitronate monooxygenase Chloroflexi bacterium

WP 126557612.1 nitronate monooxygenase Dictyobacter kobayashii

WP 116450742.1 nitronate monooxygenase Blastococcus litoris
WP 084421533.1 nitronate monooxygenase Rhodococcus gordoniae

WP 064074803.1 nitronate monooxygenase partial Rhodococcus qingshengii

BXT84 12200 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermotolerans Kr1

WP 053958989.1 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermosulfidooxidans
OLZ08745.1 hypothetical protein BFX05 15130 Sulfobacillus thermosulfidooxidans

WP 083630031.1 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermosulfidooxidans

SMC06668.1 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermosulfidooxidans DSM 9293

WP 081700360.1 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermosulfidooxidans

WP 109524436.1 nitronate monooxygenase Nocardia sp. SYSU K10002
WP 132766690.1 nitronate monooxygenase Tepidibacillus fermentans

WP 066323463.1 nitronate monooxygenase Anoxybacillus amylolyticus
WP 098366869.1 nitronate monooxygenase Bacillus megaterium

WP 026974323.1 nitronate monooxygenase Alicyclobacillus contaminans
WP 011196693.1 2-nitropropane dioxygenase Symbiobacterium thermophilum 

WP 006903235.1 2-nitropropane dioxygenase Thermaerobacter subterraneus 

OJV92420.1 2-nitropropane dioxygenase Chloroflexi bacterium 54-19
PSR33712.1 2-nitropropane dioxygenase Sulfobacillus benefaciens

PSR20957.1 2-nitropropane dioxygenase Sulfobacillus acidophilus

AEJ40613.1 2-nitropropane dioxygenase NPD Sulfobacillus acidophilus TPY
BXT84 14530 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermotolerans Kr1

PSR30079.1 2-nitropropane dioxygenase Sulfobacillus benefaciens

WP 139061611.1 nitronate monooxygenase Sulfobacillus thermosulfidooxidans

WP 076006305.1 2-nitropropane dioxygenase Sulfobacillus thermosulfidooxidans
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Metabolic Potential of Sulfobacillus thermotolerans: Pathways for Assimilation 
of Nitrogen Compounds and the Possibility of Lithotrophic Growth in the Presence

of Molecular Hydrogen
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Moscow, 119071 Russia
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Abstract—Sulfobacillus thermotolerans predominates in communities of acidophilic chemolithotrophic mi-
croorganisms and is of practical importance to biotechnologies for sulfide minerals processing. This is the
first report on the presence of the genes encoding a quinone-binding [Fe-Ni] hydrogenase in S. thermotoler-
ans genome; this microorganism is therefore potentially capable of lithotrophic growth in the presence of mo-
lecular hydrogen. Components of the pathways for nitrogen compounds assimilation by S. thermotolerans
probably include two assimilatory nitrate reductases, while NO dioxygenase and nitronate monooxygenases
are probably involved in detoxication of nitric oxide and nitrocompounds. Research on the pathways of as-
similation and detoxication of nitrogen compounds, as well as on alternative electron donors and acceptors
in sulfobacilli will improve our understanding of the interactions within acidophilic chemolithotrophic com-
munities in nature and industry.

Keywords: Sulfobacillus species, Sulfobacillus thermotolerans, hydrogenases, assimilation of nitrogen com-
pounds
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