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Терминальная оксидаза bd-I Escherichia coli, кодируемая генами cydAB, катализирует восстановле-
ние кислорода до воды с использованием гидрохинона в качестве донора электронов. Помимо cydAB,
для сборки активной bd-I-оксидазы необходимо функционирование еще двух генов ‒ cydDC, кон-
тролирующих синтез гетеродимерного АТP-связывающего транспортера. Показано, что инактива-
ция фермента bd-I E. coli путем делеции генов cydB или cydD приводит к возникновению сверхчув-
ствительности бактерий к хинолоновым и бета-лактамным антибиотикам. Чувствительность этих
мутантов к антибиотикам частично супрессируется при внесении в их геном конститутивно экс-
прессируемого гена katG, кодирующего каталазу, под контролем промотора Ptet. К аналогичному
эффекту приводит повышение уровня генерации внутриклеточного сероводорода в результате экс-
прессии гена mstA, поставленного под контроль промотора Ptet (кодирует фермент 3-меркаптопиру-
ват-сульфидтрансферазу). Полученные данные свидетельствуют о важной роли терминальной оксида-
зы bd-I в защите бактерий от окислительного стресса и бактерицидного действия антибиотиков.
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ВВЕДЕНИЕ
Геном Е. coli содержит кластеры генов, кодирую-

щих три цитохромоксидазы: bo? (оперон сyoABCD),
bd-I и II (оперон cydAB) и bd-II (оперон appCD)
[1]. Эти три фермента функционируют на послед-
нем этапе дыхательной цепи, контролируя сопря-
жение окисления дыхательных субстратов с четы-
рехэлектронным восстановлением кислорода до
воды. Экспрессия оперона cyoABCD, кодирующего
цитохромоксидазу bo?, максимальна при высоком
внутриклеточном содержании кислорода, тогда
как экспрессия bd-I и bd-II находится на низком
уровне [2]. Напротив, в условиях низких внутри-
клеточных концентраций кислорода, наблюдае-
мых, в частности, на стационарной стадии роста
бактерий, активность bd-I и bd-II резко повышает-
ся, а экспрессия bo? существенно снижается [3]. На-
ряду с опероном cydAB, для сборки активной bd-I-
оксидазы необходимо функционирование еще двух
генов ‒ cydDC, контролирующих синтез гетероди-
мерного АТР-связывающего транспортера [4, 5].

Помимо генерации протон-движущей силы,
цитохромоксидаза bd-I выполняет в клетке и дру-
гие жизненно важные функции. Так, активная

bd-I повышает толерантность Е. coli к оксиду азо-
та [6, 7], окислительному стрессу [8, 9] и вовлече-
на в механизм детоксификации клеток Е. coli от
пероксида водорода [10, 11]. Уровень экспрессии
и содержание цитохромоксидазы bd-I в мембране
увеличиваются не только при низкой концентра-
ции O2 [12‒14], но и в условиях защелачивания
среды [15], при высокой температуре [16, 17], при
добавлении в среду ядов, в частности цианида [18,
19], в присутствии разобщителей протонофоров
[15, 20, 21] и при высоком гидростатическом дав-
лении [22, 23]. Мутанты E. coli, дефектные по bd-I,
обнаруживают чувствительность к H2O2 [17], цин-
ку [18, 24], продуцируют внеклеточный фактор,
ингибирующий рост бактерий [25, 26], а также те-
ряют способность выходить из стационарной фа-
зы роста и возобновлять аэробный рост при 37°С
[27, 28]. В то же время, какие-либо данные об уча-
стии цитохромоксидазы bd-I в защите бактерий
от действия антибиотиков отсутствуют.

Главной задачей настоящей работы было вы-
яснение роли цитохромоксидазы bd-I в обеспече-
нии устойчивости бактерий к действию антибио-
тиков. С этой целью мы инактивировали цито-
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хромоксидазу bd-I путем делеции генов cydB или
cydD в хромосоме E. coli и показали, что получен-
ные мутантные бактерии сверхчувствительны к
действию хинолоновых и бета-лактамных анти-
биотиков. Таким образом, данные, показываю-
щие, что повышенная чувствительность мутан-
тов ∆cydB и ∆cydD к антибиотикам супрессирует-
ся при конститутивной экспрессии гена katG или
высоком уровне генерации сероводорода, позво-
ляют заключить, что цитохромоксидаза bd-I во-
влечена в защиту бактерий от действия бактери-
цидных антибиотиков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы. Использованные в ра-
боте бактериальные штаммы E. coli и их генотип
представлены в табл. 1. Делеционные мутанты
получали, выращивая фаг Р1 на штаммах из кол-
лекции Keio [32], содержащих инсерции cysB::kan
и cydD::kan, и их последующей трансдукции в ге-
ном штамма E. coli MG1655. Из полученных штам-
мов удаляли канамициновую кассету с помощью
хелперной плазмиды pCP20 [33] с образованием де-
леций ∆cydB и ∆cydD. Наличие делеций подтвер-
ждали с помощью ПЦР. Получение штаммов,
содержащих гены katG и mstA под контролем
конститутивного промотора Ptet, описано в ра-
боте [31]. Для количественной оценки уровня
генерации супероксид-аниона использовали
гибридную плазмиду pSoxS'::lux, в которой про-
моторно-операторная область перед геном soxS
транскрипционно слита с кассетой генов luxC-
DABE P. luminescens [34, 35].

Среды и условия культивирования. В качестве
полноценной питательной среды для выращива-
ния бактерий использовали среду LB без глюкозы
[36]. В жидкой среде бактерии культивировали на

качалке (200 об./мин). При необходимости в сре-
ду добавляли: налидиксовую кислоту (2 мкг/мл),
норфлоксацин (0.05 мкг/мл), моксифлоксацин
(0.05 мкг/мл), карбенициллин (3 мкг/мл), ампи-
циллин (3 мкг/мл).

Построение кривых роста бактерий. Кривые ро-
ста строили с использованием автоматического
прибора Bioscreen. Ночные культуры бактерий, вы-
ращенные при 37°С в среде LB, разводили в 100 раз,
помещали в лунки платформы Bioscreen и растили
при 37°С и максимальном встряхивании. Величи-
ны OD600 записывали автоматически через опре-
деленные промежутки времени. Каждый опыт
проводили в трех повторностях, средние значе-
ния использовали для построения кривых роста
бактерий.

Определение чувствительности бактерий к анти-
биотикам. Ночные культуры бактерий разводили
в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до
титра 107, обрабатывали указанными концентра-
циями антибиотиков и продолжали выращивать в
течение 90 мин, затем делали разведения и высева-
ли пробы на чашки с LB-средой, которые помеща-
ли в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость опреде-
ляли, подсчитывая число колоний в трех независи-
мых опытах и вычисляя средние значения. Кроме
того, способность к образованию колоний оцени-
вали методом микроразведений. Ночные культуры
бактерий разводили в 100 раз и подращивали на
термостатированной качалке при 37°С до OD600 =
= 0.5–0.6. Все суспензии выравнивали по оптиче-
ской плотности. Готовили серию десятикратных
разведений полученных культур в 96-луночном
планшете в объеме 100 мкл. Полученные разведе-
ния высевали на чашки с богатой средой, содержа-
щей различные концентрации исследуемых анти-
биотиков. Чашки инкубировали в течение ночи в

Таблица 1. Генотип и происхождение штаммов E. coli, использованных в работе

Штамм Генотип Происхождение

MG1655 F– дикий тип [29]

AM3105 Как MG1655, но ∆cydB [30]
AM3086 Как MG1655, но ∆cydD [30]
AM3096 Как MG1655, но Ptet-katG [30]
AM3009 Как MG1655, но Ptet-mstA [31]
AM3111 Как AM3086, но Ptet-katG Данная работа
AM3113 Как AM3105, но Ptet-katG »
AM3114 Как AM3086, но Ptet-mstA »
AM3115 Как AM3105, но Ptet-mstA »
AM3120 Как MG1655, но pSoxS'::lux »
AM3122 Как AM3105, но pSoxS'::lux »
AM3123 Как AM3086, но pSoxS'::lux »
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Рис. 1. Мутанты cydB и cydD характеризуются увеличением продолжительности лаг-фазы роста. Показаны кривые ро-
ста штаммов MG1655 (дикий тип) и мутантов cydB и cydD. Ночные культуры бактерий, выращенные при 37°С в среде
LB, разводили в 100 раз, помещали в лунки платформы прибора Bioscreen С и растили при 37°С и максимальном
встряхивании. Величины OD600 записывали автоматически через определенные промежутки времени. Каждый опыт
проводили в трех повторностях, для построения кривых роста бактерий использовали средние значения.
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термостате при 37°С и фотографировали с помо-
щью аналитической системы GelCamera M-26XV.

Определение уровня генерации активных форм
кислорода в присутствии антибиотиков. Ночные
культуры бактерий, содержащие плазмиду
pSoxS'::lux, разводили до титра 107 клеток/мл в
свежей среде LB и выращивали с аэрацией при
30°С до ранней экспоненциальной стадии. Про-
бы объемом 200 мкл переносили в специальные
кюветы, одна из проб, в которую добавляли 4 мл
дистиллированной воды, служила контролем, а во
вторую добавляли антибиотики с заданной концен-
трацией. Пробы помещали перед фотоумножите-
лем люминометра LMAO1 (“Beckmann”, США)
для измерения интенсивности биолюминесцен-
ции. Интенсивность биолюминесценции опреде-
ляли согласно [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Инактивация цитохромоксидазы bd-I приводит

к сверхчувствительности к антибиотикам

Согласно многочисленным исследованиям, ге-
нетическое повреждение цитохромоксидазы bd-I
снижает устойчивость бактерий к окислительному
и другим видам физиологического стресса [6‒11].
Для проверки возможного участия этого фермент-
ного комплекса в защите бактерий от бактери-
цидных антибиотиков проведена инактивация
bd-I путем трансдукционного переноса инсер-
ций cydB::kan и cydD::kan из штаммов коллекции

Keio [32] в хромосому штамма MG1655 с последу-
ющим выщеплением канамициновой кассеты и
образованием соответствующих делеций ∆cydB и
∆cydD. Ген cydB кодирует субъединицу II цито-
хромоксидазы bd-I, которая: в комплексе с субъ-
единицей I образует активный фермент, способ-
ный связывать металлсодержащие кофакторы:
гем b558, гем b595 и гем d [38]. Ген cydD кодирует
транспортер типа ABC, содержащий сайт связы-
вания АТР, и участвует в сборке активного ком-
плекса bd-I [39].

Построение кривых роста мутантных клеток
(рис. 1) показало, что у обоих мутантов ∆cydB и
∆cydD продолжительность лаг-фазы значительно
увеличивается по сравнению с родительским штам-
мом MG1655, однако по достижении экспоненци-
альной стадии скорости роста мутантов и бактерий
дикого типа, выравниваются.

На следующем этапе работы определяли чув-
ствительность полученных мутантов к антибиоти-
кам, принадлежащим к классу хинолонов – нали-
диксовой кислоте, норфлоксацину и моксифлок-
сацину, а также к бета-лактамам – ампициллину и
карбенициллину (рис. 2 и 3). Как показано на
рис. 2 и 3, оба мутанта (∆cydB и ∆cydD) обнаружи-
вают значительно более высокий уровень чув-
ствительности ко всем трем хинолонам, а также к
бета-лактамам по сравнению с родительским
штаммом MG1655.
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Рис. 2. Конститутивная экспрессия гена katG супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
хинолоновых антибиотиков: налидиксовой кислоте (Nal), норфлоксацину (Nor) и моксифлоксацину (Mox). а – Эф-
фективность образования колоний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспен-
зий из серии 10-кратных разведений на чашки с LB-средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях;
б – ночные культуры бактерий разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали ан-
тибиотиками в указанных концентрациях и продолжали выращивать в течение 90 мин. Затем делали разведения и вы-
севали пробы на чашки с LB-средой, которые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Здесь и на рис. 3‒5 выживаемость
определяли, подсчитывая число колоний в трех независимых опытах для вычисления средних значений.

б

0.001

0.01

0.1

1

10

100

В
ы

ж
ив

ае
м

ос
ть

, %

а

wt

ΔcydB

ΔcydD

Контроль Nal, 2 мкг Nor, 0.05 мкг Mox, 0.05 мкг

Nal, 2 мкг Nor, 0.05 мкг Mox, 0.05 мкг

ΔcydB Ptet-katG

ΔcydD Ptet-katG

wt
Δcy

dB

Δcy
dD

Δcy
dB P tet-k

atG

Δcy
dD P tet-k

atG wt
Δcy

dB

Δcy
dD

Δcy
dB P tet-k

atG

Δcy
dD P tet-k

atG wt
Δcy

dB

Δcy
dD

Δcy
dB P tet-k

atG

Δcy
dD P tet-k

atG

Рис. 3. Конститутивная экспрессия гена katG супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
бета-лактамных антибиотиков: ампициллину (Amp) и карбенициллину (Car). а – Эффективность образования коло-
ний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспензий из серии 10-кратных разве-
дений на чашки с LB-средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях. б – Ночные культуры бактерий
разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали антибиотиками в указанных концентра-
циях и продолжали выращивать в течение 90 мин. Затем делали разведения и высевали пробы на чашки с LB-средой, ко-
торые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость определяли как на рис. 2.
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Сверхчувствительность мутантов ∆cydB и ∆cydD 
частично супрессируется конститутивным 
синтезом каталазы KatG и высоким уровнем 

генерации сероводорода

Хинолоны ингибируют ДНК-гиразу грамотри-
цательных бактерий, один из ключевых ферментов,
участвующих в репликации бактериальной хромо-
сомы, на стадии формирования эфирной связи ти-
розилфосфата, в результате чего в основной цепи
ДНК образуется разрыв. Этот этап бактериостати-
чен и обратим. Бактерицидное (летальное) необра-
тимое действие хинолонов связано с последующим
процессом накопления одно- и двухцепочечных
разрывов в ДНК [40], оно определяется сложным
взаимодействием хинолона и гидроксил-радика-
ла OH' [41‒43]. Гидроксил-радикал играет клю-
чевую роль и в летальном эффекте антибиотиков
других групп (β-лактамных, аминогликозидных
и др.) [44–49]. При росте необработанных хино-
лонами бактерий в аэробных условиях активные
формы кислорода (АФК) образуются как побоч-
ный продукт активности ферментов дыхатель-
ной системы. Однако системы защиты от перок-
сида водорода (каталазы KatG и KatE, алкилгид-
ропероксидредуктаза AhpC) и супероксид-аниона

(супероксиддисмутазы MnSodA, FeSodB, CuSodC)
обеспечивают очень низкий базальный уровень
АФК, не способный повредить ДНК, тем более что
клетка содержит специальные ферменты, репари-
рующие окисленные азотистые основания в ДНК.

Обнаруженная нами сверхчувствительность
мутантов ∆cydB и ∆cydD к антибиотикам указы-
вает на критическую роль цитохромоксидазы bd-I в
защите клетки от предполагаемого повышенного
уровня генерации АФК при обработке бактерий
антибиотиками. Для проверки этого предположе-
ния мы решили усилить экспрессию гена katG,
кодирующего каталазу, ‒ один из основных фер-
ментов, обеспечивающих защиту клеток от дей-
ствия АФК. С этой целью ген katG поместили под
контроль сильного промотора Ptet, и полученную
конструкцию перенесли в геном мутантов ∆cydB
и ∆cyd. Как следует из рис. 2 и 3, конститутивная
экспрессия katG приводит к существенной су-
прессии бактерицидного действия антибиотиков
на мутантов ∆cydB и ∆cydD. Обращает на себя
внимание тот факт, что сверхэкспрессия катала-
зы более эффективно супрессирует чувствитель-
ность к антибиотикам на фоне делеции ∆cydD,
чем при повреждении гена cydB.

Рис. 4. Конститутивная экспрессия гена mstA супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
хинолоновых антибиотиков: налидиксовой кислоте (Nal), норфлоксацину (Nor) и моксифлоксацину (Mox). а – Эффек-
тивность образования колоний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспензий из се-
рии 10-кратных разведений на чашки с LB- средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях. б – Ночные
культуры бактерий разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали антибиотиками в ука-
занных концентрациях и продолжали выращивать в течение 90 мин, затем делали разведения и высевали пробы на чашки
с LB-средой, которые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость определяли, как на рис. 2.
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Аналогичный уровень супрессии наблюдается
при внесении в хромосому гена mstA под контролем
сильного промотора Ptet, что обеспечивает высокий
уровень генерации внутриклеточного сероводоро-
да (рис. 4 и 5). Ранее мы показали, что ген mstA,
кодирующий 3-меркаптопируват-сульфидтранс-
феразу, играет ключевую роль в генерации эндоген-
ного сероводорода и в условиях конститутивного
синтеза обеспечивает защиту бактерий от окисли-
тельного стресса и антибиотиков [29, 31]. Главным
механизмом защитного действия сероводорода яв-
ляется его способность титровать молекулы сво-
бодного железа в реакции Фентона, приводящей
к генерации токсичного гидроксил-радикала [31].
Таким образом, полученные данные позволяют
предположить, что важной составляющей бакте-
рицидного действия используемых антибиотиков
является генерация АФК.

Мутанты ∆cydB и ∆cydD характеризуются более 
высоким базальным уровнем генерации АФК

Уровень генерации АФК определяли с исполь-
зованием плазмиды SoxS'::lux – специфического
индуцируемого lux-биосенсора, позволяющего
детектировать супероксид-анион [34]. Этой плаз-

мидой трансформировали клетки мутантов ∆cydB
и ∆cydD и измеряли интенсивность биолюминес-
ценции полученных штаммов в зависимости от
времени инкубации (рис. 6). Как следует из дан-
ных, представленных на рис. 6, мутанты ∆cydB и
∆cydD характеризуются резким нарастанием ин-
тенсивности биолюминесценции по сравнению с
бактериями дикого типа. Из этого следует, что
повреждение цитохромоксидазы bd-I действи-
тельно сопровождается более высоким базаль-
ным уровнем генерации супероксидного аниона.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Бактериальная клетка содержит ферменты, осу-
ществляющие защиту от АФК: каталазы (KatG и
KatE) и алкилгидропероксидредуктаза AhpC разла-
гают пероксид водорода до сверхнизких концен-
траций, а супероксиддисмутазы SodA, SodB и SodC
восстанавливают супероксид-анионы до кислоро-
да и пероксида водорода, который в дальнейшем
разлагается каталазами. Показано, что основной
вклад в летальное действие пероксида водорода
вносят присутствующие в клетке свободные ио-
ны Fe2+ [50, 51]. В этом случае пероксид водорода

Рис. 5. Конститутивная экспрессия гена mstA супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
бета-лактамных антибиотиков: ампициллину (Amp) и карбенициллину (Car). а – Эффективность образования коло-
ний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспензий из серии 10-кратных разве-
дений на чашки с LB-средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях. б – Ночные культуры бактерий
разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали антибиотиками в указанных кон-
центрациях и продолжали выращивать в течение 90 мин, затем делали разведения и высевали пробы на чашки с LB-
средой, которые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость определяли, как на рис. 2.
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в реакции с ионом железа (реакция Фентона)
превращается в гидроксил-радикал OH:

Радикал OH характеризуется высокой ста-
бильностью и способностью вызывать разрывы в
цепи ДНК. Полученные нами данные позволя-
ют заключить, что цитохромоксидаза bd-I, на-
ряду с описанными выше ферментами, играет
важную роль в защите клеток бактерий от окис-
лительного стресса и бактерицидного действия
антибиотиков. Кроме того, наши данные под-
тверждают концепцию о важном вкладе АФК в
летальное действие бактерицидных антибиотиков
на бактериальные клетки [41‒48, 52]. Результаты
нашей работы показывают, что цитохромоксидазу
bd-I можно рассматривать как перспективную ми-
шень для создания ингибиторов, обладающих ан-
тибактериальной активностью.

Авторы выражают благодарность Е.А. Нудлеру
за ценные комментарии при обсуждении резуль-
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+ + −+ → + +2 3
2 2H O Fe Fe OH ОH .
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INACTIVATION OF TERMINAL OXIDASE bd-I LEADS TO 
SUPERSENSITIVITY OF E. coli TO ANTIBIOTICS OF QUINOLONE

AND BETA-LACTAM CLASSES
T. A. Seregina1, *, K. V. Lobanov1, R. S. Shakulov1, and A. S. Mironov1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Science, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: tatyana.s82@gmail.com

In E. coli cells terminal oxidase bd-I encoding by cydAB genes catalyzes the reduction of O2 to water by using
hydroquinone as electron donor. In addition to the cydAB operon, the two other genes, cydC and cydD en-
coding heterodimeric ATP-binding cassette-type transporter are essential for the assembly of cytochrome bd-I. It
was shown that inactivation of cytochrome bd-I by introduction of cydB or cydD deletions into E. coli chro-
mosome leads to supersensitivity of bacteria to antibiotics of quinolone and beta-lactam classes. The sensi-
tivity of these mutants to antibiotics is partially suppressed by introduction into their genome constitutive ex-
pressing katG gene under the control of Ptet promoter. To the same effect leads increased level of hydrogen
sulfide as a result of introduction of mstA gene encoding 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase under the con-
trol of Ptet promoter. The data obtained demonstrate the important role of cytochrome bd-I in defence of bac-
teria from oxidative stress and bactericidal antibiotics.

Ключевые слова: E. coli, terminal oxidase bd-I, cydB и cydD deletions, supersensitivity to antibiotics, oxida-
tive stress, catalase KatG, hydrogen sulfide
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