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I. ВВЕДЕНИЕ
Важной особенностью дыхательной цепи большинства организмов 
аэробного типа обмена является сосуществование наряду с фосфо-
ри ли рующей цитохромной цепью нечувствительного к действию 
цианида и антимицина А окислительного пути с так называемой 
альтер нативной оксидазой (АО) в качестве терминальной оксидазы. В 
работе приведены сведения об истории открытия АО. Представлены 
дока зательства, что АО широко распространена среди организмов 
разной степени сложности организации и не ограничивается царст-
вом растений. Не найдена она только у архей, млекопитающих, 
неко  то рых дрожжей и простейших. Методами биоинформатики 
найдены последовательности АО у представителей разных таксоно-
ми чес ких групп и на основе множественного выравнивания этих 
последовательностей построено филогенетическое дерево, воспроиз-
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водящее их возможную эволюцию. Описаны способы активации 
АО, ее регуляции, регуляторные взаимоотношения с основной 
дыха тельной цепью. Суммированы данные о свойствах АО, о 
коди рующих АО генах, экспрессирующихся как конститутивно, 
так и индуцируемых различными факторами. Собраны сведения о 
струк туре АО, ее активного центра и сайта связывания убихинона. 
Описаны важнейшие функции АО, связанные в ряде случаев с 
выжи ванием клеток, с оптимизацией дыхательного обмена, защитой 
от избыточных активных форм кислорода и азота, с адаптацией к 
меняю щимся источникам питания, биотическим и абиотическим 
факто рам стресса. Подчеркивается, что функции АО могут быть не 
взаи моисключающими, а дополняющими друг друга. Приведены 
примеры использования АО в качестве важного инструмента для 
борьбы с пагубными последствиями ограничения активности основ-
ной дыхательной цепи в клетках и целых животных. Это первый 
все объем лющий обзор по АО разных организмов от дрожжей и 
прос тей ших до растений.
 Митохондрии всех до сих пор изученных растений, большинства 
грибов, водорослей и некоторых простейших, в дополнение к кано ни-
ческой цитохромоксидазе дыхательной цепи, ингибируемой циани-
дом, содержат нечувствительную к действию цианида терминальную 
оксидазу, названную альтернативной оксидазой (АО). АО – это 
кодируемый ядерным геномом интегральный белок внутренней 
митохондриальной мембраны с мол. массой 32–36 кДа, локализован-
ный на внутренней стороне внутренней митохондриальной мембраны 
и катализирующий четырехэлектронное окисление убихинола 
(восстановленной формы убихинона) кислородом до воды (рис. 1). 
В отличие от комплексов I, III и IV дыхательной цепи, в которых 
пере нос электронов сопровождается транслокацией протонов через 
внут реннюю митохондриальную мембрану с последующим исполь-
зо ванием протонного градиента для синтеза ATP, перенос электронов 
через АО не сопряжен с синтезом ATP и запасанием энергии и 
энер гия окисления убихинола кислородом выделяется в виде тепла 
[1, 2]. Важная роль АО в таких фундаментальных процессах как 
термо ге нез термогенных органов растений, выживание простейших-
пара зитов, адаптация организмов к многочисленным биотическим и 
абиоти чес ким факторам стресса, регуляция фотосинтеза у растений 
и защита фотосинтетического аппарата от деструкции, вызванной 
окис ли тельным стрессом, регуляция взаимоотношения растение–пато-
ген и степени патогенности у патогенных грибов вызвала интерес к 
выяс нению структуры, свойств и, особенно, регуляции АО. 
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II. ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ АО
Первые указания на способность клеток некоторых водорослей и 
грибов сохранять дыхание даже в присутствии цианида, ингибитора 
основной митохондриальной дыхательной цепи, были получены в 
начале прошлого столетия [см. 3]. Затем было найдено, что цианид-
ре зистентное дыхание свойственно также растениям и некоторым 
простейшим. Было предложено несколько гипотез для объяснения 
его природы. На роль АО попеременно предлагались флавопротеин 
с низким сродством к кислороду, цитохром а-типа, цитохром b7 
и другие соединения. Не исключалась и возможность того, что 
актив ность цианидрезистентного альтернативного пути может 
объяс няться радикальными реакциями с участием компонентов 
основ ной дыхательной цепи [см. 3]. В 1971 г. Bendal and Bonner 
[см. 3] показали несостоятельность этих предположений. Более 
того, они доказали, что восстановительные эквиваленты поступают 
на лока лизованную в митохондриях АО из основной дыхательной 
цепи на субстратной стороне антимицин А-чувствительной точки 
и что активность АО ингибируется агентами, хелатирующими 
катионы с переменной валентностью, главным образом Fe. Это 
поз во лило предположить, что наиболее вероятным кандидатом 
на роль терминальной цианидрезистентной оксидазы является 
неге мовое железо. Открытие более специфических ингибиторов 
АО – гидроксамовых кислот, блокирующих ее в концентрациях, не 
влияю щих на активность основного цитохромного пути [4], наряду 

Рис. 1. Структура дыхательной цепи растений и некоторых грибов.
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с разработкой более совершенных методов анализа, способствовали 
быстрому развитию этой области исследований. В 1978 г. из активных 
термогенных тканей растения Arum maculatum удалось получить 
высо коочищенный препарат АО [5], в 1986–1987 гг. из термогенного 
рас тения Sauromatum guttatum был получен высокоочищенный 
препарат АО, коррелировавший с содержанием белков с мол. массой 
35,5–36 кДа [6, 7]. Были получены моноклональные антитела к ним 
[8], которые разошлись по всему миру. С помощью антител АО была 
иден тифицирована в митохондриях гриба Neurospora crassa [9].
 Двумя годами позже [10] из ДНК-библиотеки S. guttatum была 
выде лена кДНК, кодирующая 38,9-кДа белок, предшественник одной 
или двух форм АО этого организма. С тех пор высокоочищенные или 
частично очищенные препараты АО были выделены из водоросли 
Chla my do monas reinhardtii [11], формы Trypanosoma brucei, обитаю-
щей в кровотоке [12], термогенной ткани A. maculatum [13]. Гены, коди-
рую щие АО, были выделены из сои [14], табака [15], метило трофных 
дрож жей Pichia pastoris [16], термогенной ткани Symplocarpus reni
folius [17]. Поскольку выделение высокоочищенных препаратов АО 
из растений представляет определенные трудности, в ряде случаев 
для определения структуры, регуляции и функциональной роли АО 
были использованы рекомбинатные штаммы [18–22]. Стало ясно, 
что АО широко распространена в природе и, по-видимому, довольно 
кон сер вативна.

III. РАСПРОСТРАНЕНИЕ АО
Использование методов биоинформатики позволило установить, что 
АО широко распространена среди организмов разной степени слож-
ности организации и не ограничивается царством растений [23]. Не 
найдена она только у архей, млекопитающих, некоторых дрожжей 
и простейших. В растениях АО в качестве терминальной оксидазы 
най дена у всех покрытосеменных, исследованных на сегодня, у ряда 
голо семенных, а также в мхах, лишайнике Physcomitrella patens, 
пече ноч никах, ликоподиях, папоротниках [24].
 АО найдена у многих видов дрожжей, включая Rhodotorula 
glu tinis [25], Candida lipolytica (теперь Yarrowia lipolytica) [26, 27], 
C. parapsilosis [28–30], C. albicans, C. krusei [31], Pichia anomala 
(Han senula anomala) [32], P. pastoris [16], P. stipitis [33], Debaryomyces 
hansenii [34, 35], патогенных для человека дрожжах Cryptococcus 
neoformans [36] и ряде других. Принимается, что АО свойственна 
всем видам дрожжей с ярко выраженным аэробным типом обмена, 
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неспособных поддерживать жизнеобеспечение только за счет гли ко-
лиза [см. 37]. Как правило, АО находят в тех видах дрож жей, у кото-
рых функционирует комплекс I дыхательной цепи. Исклю чение сос-
тав ляют, пожалуй, дрожжи Debaryomyces (ранее Endo my ces) magnusii, 
у которых в норме АО отсутствует, а комплекс I функ ционирует на 
всех стадиях роста. АО при этом синтезируется при нарушениях 
основ ной цитохромной цепи переноса электронов [см. 38]. Не най-
дена АО в дрожжах Saccharomyces cerevisiae и Shi zosaccharomyces 
pombe, у которых отсутствует комплекс I дыха тель ной цепи [см. 
37]. И это неудивительно, поскольку в противном случае имело бы 
место неконтролируемое разобщение мито хонд рий [39, 40]. Было 
выс ка зано предположение, что в качестве альтернативы полно цен-
ной фосфорилирующей цито хром ной дыхательной цепи дрожжи 
стали использовать либо аэробную ферментацию, либо дыхание с 
помощью АО. Обе стратегии позволяют дрожжам мета бо лически 
гибко реагировать на изменения условий роста и обес печивать анти-
ок сидантную защиту.
 АО обнаружена в ряде грибов, включая Ustilago ayclis [41], U. 
maydis [42], Tapesia acuformis [43], Aspergillus niger [44], A. fumigatus 
[19], Emericella nidulans [45], Ajellomyces capsulatus [46], Podospora 
anse rina [47, 48], Magnaporthe grisea [49], Phycomyces blakesleeanus 
[50], осмофильный дрожжеподобный гриб Moniliella tomentosa [51].
 АО найдена у ряда патогенов: в фитопатогенных грибах Sclerotinia 
sclerotiorum [см. 52 и ссылки в ней] и Septoria tritici [13], патогенном 
для насекомых грибе Metarhizium anisopliae [53], патогенных для 
человека дрожжах C. neoformans [36], термальном диморфном пато-
ген ном грибе человека Paracoccidioides brasiliensis [54], спорах 
отно сящегося к грибам внутриклеточного паразита Antonospora 
(Para nosema) locustae [55] с редуцированным метаболизмом, 
лишен ных канонических митохондрий и цикла трикарбоновых 
кислот, но сохранивших транслоказу адениновых нуклеотидов для 
исполь зования ATP хозяина, в полубиотрофном грибе-патогене 
Moni liophthora perniciosa, вызывающем болезнь какао [56], и энде-
ми ческом патогене диморфном грибе Histoplasma capsulatum [57]. 
Пато гены приобрели способность экспрессировать АО в клетках 
хозяина, при этом АО выполняет важную роль в их выживании, 
особенно, если клетки хозяина подвергаются действию разных фак-
торов стресса [36].
 АO присутствует и в митохондриях водорослей [46, 58–60], дро-
зо филы [61], простейших, включая Acanthamoeba castellanii [62, 
63], A. polyphaga, слизевика Dictyostelium discoideum [62, 64, 65] и 
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в митохондриях ряда паразитарных патогенов, из которых наиболее 
хорошо изучена T. brucei, возбудитель африканской сонной болезни. 
Т.к. митохондрии кровяных клеток паразита лишены цитохром-
оксидазы, ее АО является единственной терминальной оксидазой, 
что очень важно для выживания в организме хозяина [1], это соз дает 
хорошие предпосылки для борьбы с вызываемой T. brucei болезнью 
с помощью ингибиторов АО [1, 20, 66]. АО найдена и у других прос-
тей ших-патогенов – возбудителя тропической малярии Plas mo  dium 
fal ci parum [67], у Philasterides dicentrarchi, вызывающего систем ную 
болезнь палтуса [68], а также у Cryptosporidium parvum, Blastocystis 
hominis, T. congolense и T. evansi [69].
 Среди животных организмов АО или гены, кодирующие АО, 
были обнаружены у губок, пластинчатых, стрекающих, кольчатых 
червей Arenicola marina, Nereis pelagica, Marenzelleria, сепункулид 
Sipunculus nudus, устриц C. gigas и C. virginica, моллюсков Mytilus 
cal ifornianus Conrad , M. mercenaria, M. galloprovincialis, брюхоногих 
A. californica, Ilyanassa obsoleta, Lottia gigantea Sowerby и Lymnaea 
stag nalis, нематод (круглых червей), иглокожих, первичноротых и 
вто ричноротых [см. 70], асцидии Ciona intestinalis [71].
 Методами биоинформатики недавно было найдено более 25 
видов животных, включая низшие хордовые (Branchiostoma floridae, 
C. savignyi, Molgula tectiformis), экспрессирующих АО [см. 70]. 
Пола гают [см. 70], что отличительной особенностью АО животных 
является С-концевой мотив N–P–[YF]–X–P–G–[KQE], не характерный 
для АО представителей других царств.
 Наконец, в α-протеобактерии Novosphingobium aromaticivorans 
был обнаружен гомолог АО эукариот [72]. Ген N. aromaticivorans, 
пред положительно кодирующий бактериальную АО, был клонирован 
и экспрессирован в Escherichia coli. Уровень экспрессии зависел от 
кон центрации кислорода и источника углерода в среде. АО протео бак-
терий особенно сходна с АО растущих на суше растений и красных 
водорослей [69].
 В цианобактериях, а также в хлоропластах высших растений 
най дены гены пластидной терминальной оксидазы (ПТО), не очень 
близкого гомолога АО, окисляющего не убихинол, а пласто хи нол. 
ПТО при этом функционирует в фотосинтетической цепи пере носа 
электронов. Оба белка содержат ди-железный кластер и 20 кон сер-
ва тивных аминокислотных остатков, шесть из которых вовле чены 
в связывание железа [73]. Существование этих белков соот ветст-
венно в митохондриях и пластидах позволяет предположить, что 
АО и ПТО имели общего бактериального предка, являющегося 
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ди-железным карбоксилатным белком, чьи функции, возможно, 
были связаны со связыванием и восстановлением молекулярного 
кисло рода из среды, но затем в ходе эволюции они разделились. АО 
стала функционировать в бактериях гетеротрофного типа обмена, 
ПТО появилась в автотрофных бактериях, способных к оксигенному 
фото синтезу. Белки эволюционировали раздельно, после чего АО 
посредст вом эндосимбиоза появилась в митохондриях, а ПТО тем 
же путем стала присутствовать в хлоропластах растений [1, 74].
 Подробное рассмотрение бактериальных гомологов АО и ПТО 
выходит за рамки обзора, основным предметом которого являются 
мито хондриальные АО. Мы привели эти данные только для того, 
чтобы показать, что АО распространены в природе гораздо шире, 
чем считалось 10 или даже 5 лет назад.
 Наличие многочисленных последовательностей АО, найденных 
в эволюционно далеко отстоящих друг от друга организмах, может 
быть полезным при определении аминокислот или доменов, играю-
щих важную роль в катализе, топографии в мембране и пост транс-
ля цион ной регуляции, особенно, если такие данные сопро вож даются 
струк турными исследованиями.
 Поскольку АО, как показано выше, широко распространена 
среди различных организмов, представляет интерес проследить рас-
пре деление белка в разных таксонах и воспроизвести возможную 
эво лю цию АО. Для этого нами, в рамках данной работы, методами 
био ин форматики были найдены первичные структуры АО у предста-
ви телей разных таксономических групп и на основе множественного 
вырав нивания найденных последовательностей построено фило ге не-
ти ческое дерево, воспроизводящее их возможную эволю цию (рис. 2).

Рис. 2. Филогенетическое древо АО, построенное на основании анализа пер-
вич ных структур.
 Поиск последовательностей производили с помощью программы BLAST 
[75] (алгоритм blastp, по базе данных кДНК), где в качестве входных данных 
была использована последовательность АО из T. brucei [76]. Выборка состав-
лялась таким обра зом, чтобы в ней оказались последовательности АО как можно 
большего числа организмов, но если в одном организме присутствует нес колько 
изоферментов АО, использовали только один, с наибольшим показа те лем 
идентичности АО из T. brucei. Множественное выравнивание последователь-
ностей производили на сервере BLAST по алгоритму CLUSTALW2 [77]. Визуа-
лизация филогенетического дерева проводили с помощью сервиса iTOL [78].
Рис. 2 – см. сл. стр. 
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IV. СВОЙСТВА АО
АО локализована во внутренней митохондриальной мембране, ее 
актив ность не ингибируется не только цианидом, но и азидом, СО, 
антимицином А и миксотиазолом. АО ответвляется от основной 
дыха тельной цепи на уровне убихинона (см. рис. 1) и катализирует 
четырехэлектронное окисление восстановленного убихинона (уби-
хинола) кислородом до воды независимо от основной дыхательной 
цепи [16, 79]. Как уже указывалось выше, перенос электронов через 
АО не сопряжен с синтезом ATP и запасанием энергии, а энергия 
окис ления убихинола кислородом выделяется в виде тепла [1, 2, 80]. 
Актив ность АО зависит от природы окисляемого субстрата, общей 
концентрации убихинона и его редокс-состояния в мембране, а также 
концентрации кислорода в клетке [81]. Характерной особен ностью 
альтернативного пути является его эффективное ингиби ро вание 
ароматическими гидроксамовыми кислотами с Ki = 1,5 мМ (типич-
ный представитель – салицилгидроксамат). И хотя теперь ясно, 
что гидроксамовые кислоты не являются «ингибиторами одного 
фер мента», до сих пор они остаются наиболее удобным и часто 
исполь зуемым инструментом при обнаружении цианидрезистентной 
окси дазы. Описаны и некоторые другие ингибиторы АО: 2,5-дибромо-
3-метил-6-изопропил-п-бензохинон, дисульфирам, 5-децил-6-гид-
рокси-4,7-диоксобензотиазол, пропилгаллат и различные гид рок со-
ами новые кислоты [37], аскофуранон [20].
 Данные о сродстве АО к кислороду противоречивы [см. 38]. При-
нимается, что критическая концентрация кислорода для альтерна тив-
ного пути выше, хотя и ненамного, чем для основной дыхательной 
цепи [1, 2]. Интересно, что замена Thr-179 или Cys-172 в АО из 
S. gut tatum приводила к двукратному увеличению сродства фермента 
к кислороду [82].
 Очищенный рекомбинантный препарат АО T. brucei, получен-
ный в резуль тате экспресии фермента в штамме E. coli, дефицитном 
по гему, взаи модействовал с убихинолом-1 в соответствии с клас-
си ческой кине тикой Михаэлис-Ментен (Km = 338 мкМ и Vmax = 601 
мкмоль/мин/мг белка) [20].
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V. ИНДУКЦИЯ АО
В ряде дрожжевых организмов аэробного типа обмена, включая 
C. para psilosis, Debaryomyces occidentalis и C. albicans, активная АО 
присутствует на всех исследованных стадиях роста, а в дрожжах D. 
hansenii она не обнаруживается только на самых ранних стадиях роста 
[см. 37]. Напротив, в дрожжах D. magnusii (E. magnusii) [83], P. pastoris 
[16] и P. angusta (Hansenula polymorpha) [84], грибе N. crassa [85] и 
некоторых других организмах в нормальных условиях (т.е. в условиях 
функционирования основной, фосфорилирующей дыхательной цепи 
и в отсутствие факторов стресса) активность АО либо низка, либо 
совсем не обнаруживается. Однако, она значительно возрастает при 
инги бировании терминальной части основной дыхательной цепи 
в результате: а) выращивания организмов на средах, дефицитных 
по ионам железа, серы или меди; б) выращивания или инкубации 
покоя щихся клеток в присутствии антимицина А, цианида или азида; 
в) выра щивания или инкубации покоящихся клеток в присутствии 
инги биторов митохондриальной транскрипции и трансляции; г) мута-
цион ных изменений ядерного или митохондриального генома; 
д) инги бирования системы окислительного фосфорилирования; 
е) сни жения концентрации кислорода [см. 38]; ж) ингибирования 
функ цио нирования цикла трикарбоновых кислот [86]. Такого рода 
изменения (выводы сделаны на основании увеличения количества 
транс крипта или белка АО, а также активации цианидрезистентного, 
чувстви тельного к действию гидроксаматов окислительного пути) 
пока заны не только для дрожжей D. magnusii [83, 87], C. albicans 
[88, 89], H. anomala [90], P. pastoris [16] и грибов N. crassa [85, 91], 
P. anse rina [92, 93], M. grisea [49], A. niger [94], Phycomyces bla kes
leea nus [50], U. maydis [42], гриба-патогена насекомых M. anisopliae 
[53], но и для H. capsulatum [57], растений [см. 95–97 и ссылки в них] 
и дрозофилы [71].
 Появление цианид- и антимицин А-нечувствительного дыхания в 
митохондриях может быть связано и с изменением физиологического 
состояния ткани, органа или организма. Первый классический при-
мер – это многократное, лавинообразное возрастание активности 
АО в термогенных тканях ароидных растений в течение нескольких 
дней [10, см. 98, 99 и ссылки в них], при этом АО становится 
единственной терминальной оксидазой и окисление субстратов в 
дыхательной цепи сопровождается выделением тепла, достаточного 
для образования летучих аттрактантов, привлекающих насекомых, 
опыляющих эти растения. Другой пример – это различная степень 
экспрессии АО у трипа носом на разных стадиях развития организма. 
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В форме, нахо дя щейся в кровотоке, митохондрии лишены цитохромов 
и дыхание осуществляется исключительно через АО [100]. У Phila
ste rides dicentrarchi, вызывающего болезнь палтуса, в условиях 
нормоксии дыхание чувствительно к антимицу А, а в усло виях 
гипоксии имеет место активация альтернативного цианид- и анти-
ми цин А-резистентного дыхательного пути [68]. В дрож жах Y. lipo
ly tica (ранее C. lipolytica и Schizosaccharomycopsis lipo lytica) и 
P. mem branifaciens, выращенных на глюкозе, АО инду ци руется при 
пере ходе культуры в стационарную фазу роста, при этом АО функ-
цио нирует одновременно с цитохромной частью дыха тельной цепи 
[37, 79, 101, 102]. В фитопатогене U. maydis активность АО зави-
села от стадии роста культуры, источника угле рода и темпе ра туры 
[103]. В дрожжах P. pastoris активность АО монотонно воз рас тала 
по мере роста культуры, а затем резко сни жалась при исчер па нии 
глю козы в среде выращивания [16]. В мито хондриях гриба Metarhi
zium anisopliae наибольшая активность АО наблюдалась в начале 
и конце цикла развития, при прорастании воздуш ных конидий 
и при формировании погруженных конидий [53]. В диморф ном 
грибе P. brasiliensis, вызывающем паракокцидиомикоз человека, 
экспрес сия гена, кодирующего АО, существенно возрастала при 
про растании конидий и образовании дрожжевой формы [104, 105]. 
У гемибиотрофного гриба M. perniciosa, тропического патогена, 
вызы ваю щего болезнь какао, колонизирующего вначале живые ткани 
хозяина (биотрофная фаза), а затем растущего на мертвом растении 
(некро тическая фаза), наибольшее количество транскрипта АО имело 
место в биотрофной фазе [56]. В Philasterides dicentrarchi наибольшая 
актив ность АО имела место в стационарной фазе роста [68]. Старение 
срезов картофеля [106] и созревание плодов, как было показано, также 
сопро вождается значительной активацией АО [107, 108].
 В дрожжах P. anomala (Hansenula anomala) уровень экспрессии 
АО зависел от источника углерода. Он был низким на среде, содер-
жа щей глюкозу, но резко возрастал на средах с глицерином, лак татом 
или рафинозой [109]. Сходные данные были получены для дрож жей 
C. albi cans, в которых уровень экспрессии одного из генов, коди рую-
щих АО, увеличивался на среде с глицерином или этанолом [110].
 У грибов и дрожжей активность АО или количество транскрипта 
АО сущесвенно возрастало при мягком тепловом шоке [44, 101], а 
также в условиях окислительного [19, 44, 49, 89, 90, 105, 111] и осмо-
тического [44] стрессов, хотя имеются и исключения – количество 
транскрипта АО в P. anserine снижалось под действием активных 
форм кислорода [112]. В грибе Ph. blakesleeanus активность АО 
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уве ли чивалась в условиях временной гипоксии или аноксии [50]. 
В грибах-патогенах активность АО резко возрастала при действии 
анти грибковых препаратов [см. 113 и ссылки в ней].
 У растений уровень экспрессии АО зависит от доступности пита-
тельных веществ, таких как фосфат [114–116], нитрат или аммо ний 
[117–119]. В зависимости от типа ткани, органа, фазы разви тия и 
метаболического статуса [см. 120–123 и ссылки в них], уро вень 
экспрессии АО значительно возрастал в ответ на широкий диапа зон 
усло вий стресса и неблагоприятных экологических условий, таких 
как изменение температуры и интенсивности света [122, 124–131], 
осмо тический стресс [132–134], засуха [132, 135 и ссылки в ней], окис-
лительный стресс [126, 136–138], атака несовместимыми штаммами 
бактериальных патогенов или фитопатогенов или их элиситорами 
[139–142, 143 и ссылки в ней, 144 и ссылки в ней], при обработке 
эти леном [145], NO [144 и ссылки в ней], добавлении салициловой 
кис лоты [10, 124, 126, 146, 147], цитрата [124]. В Arabidopsis, ген 
AOX1a (один из генов, кодирующих АО) используется как модельный 
ген при изучении ответа на разные виды стресса [95, 148].
 В ряде случаев прослежена взаимосвязь между действием неко-
то рых факторов стресса и индукцией АО у растений. Так, засуха и 
осм отический стресс сопровождаются и окислительным стрессом. 
В фотосинтезирующих организмах хлоропласты трансформируют 
энергию света в восстановительные эквиваленты. Поскольку на 
фик сацию CO2 используется только примерно 50% от поглощенной 
световой энергии, очевидно, что в ходе фотосинтеза образуется 
избы ток восстановительных эквивалентов и, если не происходит 
рас сеивания энергии, этот избыток может вызвать окислительный 
стресс и повреждение фотосинтетического аппарата. Внешние 
фак торы стресса уменьшают фиксацию CO2, что способствует еще 
боль шему накоплению АФК в хлоропластах. Совершенно очевидно, 
что необходимы механизмы, предотвращающие перевосстановление 
компонентов фотосинтетической цепи переноса электронов. Этой 
цели служат индукция АО, наряду с экспортом малата из хлоро-
плас тов в митохондрии с помощью малат-оксалоацетатного шунта и 
экспортом гликолата в пероксисомы, где он превращается в глицин, 
а затем глицин транспортируется в митохондрии, где окисляется до 
серина [см. 128 и ссылки в ней]. Элиситоры и токсины растительных 
патогенов увеличивают образование митохондриальных АФК [149]. 
Инфицирование патогенами и вирусами приводит к накоплению 
пероксида водорода, NO, этилена, салициловой кислоты и метилового 
эфира жасмоновой кислоты, которые служат сигнальными молекулами 



Альтернативная оксидаза: распространение, индукция, свойства… 425

для индукции защитной реакции растений и индуцируют экспрессию 
гена, кодирующего АО или увеличивают количество белка растений 
[см. 150 и ссылки в ней]. Все эти соединения ингибируют цитохромный 
путь переноса электронов в дыхательной цепи. Недавние работы 
пока зали, что промотор гена AOX1a чувствителен к действию перок-
сида водорода [148]. Инфицирование патогенами приводит также к 
акти вации пентозофосфатного пути и NADP – зависимого малик-фер-
мента, что, в свою очередь, приводит к увеличению пула NADPH и 
пиру вата, являющегося, как будет показано ниже, активатором АО 
растений.
 В других случаях взаимосвязь между действием фактора стресса 
и активацией АО еще предстоит выяснить. Но совершенно очевидно, 
что индукция АО увеличивает метаболическую пластичность клеток, 
которая может быть полезной в условиях меняющейся температуры, 
интенсивности освещения, доступности питательных веществ, а также 
действии биотических и абиотических факторов, ограничивающих 
активность основного цитохромного пути окисления. 

VI. ГЕННЫЕ СТРУКТУРЫ, КОДИРУЮЩИЕ АО
АО имеет ядерное происхождение. Лучше всего генные структуры, 
кодирующие АО, изучены для растений. В их геномах АО представлена 
двумя разными подсемействами генов – AOX1 и AOX2 [122, 151]. 
Первые экспрессируются в однодольных и двудольных растениях, 
а второе семейство характерно только для двудольных [152]. 
Гены семейства AOX1 экспрессируются индуцибельно в ответ на 
неко торые виды стрессов, включая окислительный стресс, атаки 
пара зитов, в то время как гены семейства AOX2 экспрессируются 
консти тутивно или регулируются другими процессами [151, 153]. 
Счи тается, что именно с экспрессией генов семейства AOX1 свя-
зано участие АО в предотвращении АФК-индуцированного апоп-
тоза [137]. Гены семейства AOX1 в растении A. thaliana явля ются 
классическим примером генов, активирующихся в ответ на подав-
ле ние электронтранспортной цепи [15, 95, 120, 151, 154–156]. Это 
рас тение имеет в своем геноме 4 гена семейства АОХ1 и только один 
ген семейства АОХ2. В зависимости от уровня АФК в митохондриях 
экспрес сируется одновременно разное число генов семейства АОХ1 
[95, 120, 151], причем экспрессия генов Aox1a и Aox1d в наибольшей 
степени усиливается в условиях стресса [127].
 Vitis vinifera имеет в геноме 2 гена из семейства AOX1 (Aox1a и 
Aox1b), являющихся тканеспецифичными и индуцируемыми в ответ 
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на окислительный стресс. Aox1a экспрессируется только в корнях и 
листьях, тогда как ген Aox1b характерен для цветов. Также растение 
имеет 1 ген семейства AOX2, экспрессирующийся конститутивно и 
во всех тканях [157].
 Существуют и исключения, например, в геноме Vigna unguiculata 
(имеет в геноме гены Aox1, Aox2a и Aox2b [126, 158]), Medicago sa tiva 
и Medicago truncatula ген Aox2b из подсемейства АОХ2 явля ется инду-
ци бельным, его экспрессия увеличивается в ответ на окисли тель ный 
стресс [158].
 Морковь (Daucus carota L.) характеризуется уникальным набором 
генов АО [159]. Она имеет по 2 гена каждого семейства – DcAOX1a, 
DcAOX1b, DcAOX2a и DcAOX2b. Уровень экспрессии генов варьирует 
в зависимости от периода развития растения [160].
 Методами биоинформатики показано, что гены семейства АОХ1 
встречаются и среди низших растений, таких как зеленые и бурые 
водоросли [24].
 Гены, кодирующие АО грибов, в отличие от растений, представлены 
менее разнообразно, причем обычно в организме существует ген АО 
только одного из двух подсемейств [1]. Сапрофитный гриб A. fumi
gatus имеет единственный ген АО EFax, насчитывающий 1172 
пары нуклеотидов, кодирующий белок мол. массой около 40 кДа. 
Экспрес сия гена активируется при добавлении в среду прооксидантов 
мена диона и параквата, что подтверждает участие АО в процессах 
анти оксидантной защиты.
 N. crassa также имеет только один ген АО, экспрессия которого 
зави сит от функционального состояния митохондрий [85].
 В клетках дрожжей P. anomala АО кодируется единственным 
ядерным геном, в дрожжах C. albicans – двумя генами семейства 
AOX1 [1, 37, 89], причем в этом организме ген AOX1a экспрессиру-
ется конститутивно, а ген AOX1b индуцируется в условиях стресса 
[110, 161].
 Регуляция активности АО гриба A. niger в условиях повы шен ной 
продукции лимонной кислоты происходит посредством транс крип-
цион ной регуляции экспрессии гена AOX1a [44, 162].
 Для патогенных грибов, например, P. brasiliensis и H. capsulatum, 
показана повышенная экспрессия генов АО, меняющаяся в зависи-
мости от стадии жизненного цикла организма [104]. Пик активности 
АО из другого патогенного гриба Metarhizium anisopliae приходится 
на период спороношения [53], хотя АО экспрессируется интенсивно 
в течение всего жизненного цикла.
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 В настоящее время приходит понимание того, что нормой для 
дрожжей является наличие одной, а чаще нескольких изоформ АО, а 
отсутствие АО является скорее исключением, связанным с переходом 
к факультативному анаэробиозу [35, 163].
 В трипаносомах гены АО заключены в большие поли цистронные 
конструкции под единственным промотором. Вследствие этого регу-
ля ция уровня АО в организме происходит в основном транс крип-
ционно, а также на уровне стабильности мРНК [1].
 В геноме амебы A. castellanii присутствует 2 копии гена АО длиной 
1113 и 1125 пар нуклеотидов. Каждый из генов кодирует белок с 
моле кулярной массой около 42 кДа и имеет на N-конце лидер ную 
пос ле до ва тельность, определяющую митохондриальную локали за-
цию [62]. Транс формация любым из этих генов E. coli приво дит к 
появ ле нию у бактерии цианидрезистентного дыхания, инги би руемого 
сали цил гид роксаматом.
 При изучении промоторов генов АО A. thaliana было показано, что 
промотор гена AOX1a состоит из 93 пар нуклеотидов, находящихся 
перед геном, многие из которых очень консервативны и необходимы 
для активации транскрипции факторами митохондриальной ретро-
град ной регуляции в ответ на подавление электронтранспортной цепи 
антимицином А или цикла трикарбоновых кислот монофлуороацета-
том [95]. Мутации в последовательности промотора приводили к 
частичному или полному ингибированию экспрессии гена AOX1a 
[95]. Для гриба N. crassa показано наличие индукционного мотива, 
состоящего из двух повторов CCG, разделенных участком в 7 пар 
нуклеотидов, характерного также для транскрипционных факторов, 
имеющих цинковые кластеры. Предполагается, что такой мотив 
характерен для всех генов, кодирующих грибные АО [164].
 Как правило, гены АО имеют по 4 экзона, разделенных 3 гено-
спе цифичными интронами [126], различающимися по длине, что 
может являться механизмом регуляции интенсивности экспрессии 
генов. Распространенная теория о том, что гены, экспрессирующиеся 
конститутивно и в большом количестве, имеют короткие интроны и 
их число мало, не оправдывается для растительной АО, где консти ту-
тив ные гены AOX2 имеют интрон, по длине составляющий более 60% 
гена (по имеющимся данным для организма Vitis vinifera до 62%), в то 
время как индуцибельные гены семейства АОХ1, экспрессирующиеся 
в ответ на окислительный стресс, имеют интроны общей длиной не 
более 15% гена [157]. В процессе эволюции могла происходить потеря 
или наоборот, приобретение лишних интронов, поэтому у некоторых 
орга низмов встречаются гены, кодирующие АО, с 2 или 4 интронами 
[165].
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 АО, кодируемая ядерным геномом и синтезируемая на циторибо-
сомах, должна транспортироваться в митохондрии, в ее внутреннюю 
мембрану – конечный пункт ее дислокации. Чтобы пересечь мембраны, 
белки должны быть в состоянии, компетентном для импорта, кото-
рое достигается взаимодействием с цитоплазматическими шапе-
ро нами в присутствии ATP. Чтобы попасть в митохондрии, они 
должны иметь специфический «адрес», определяющий их транспорт 
именно в митохондрии. Как правило, эти белки синтезируются в 
виде предшественников, имеющих большую молекулярную массу, 
чем зрелые (функционально-компетентные) белки. Несмотря на 
сущест венные различия в длине лидерной последовательности у 
разных митохондриально-направленных белков, все они лишены 
отри ца тельно заряженных аминокислот, обогащены положительно 
заря женными аминокислотными остатками, аланином, лейцином 
и серином и способны образовывать амфифильную α-спираль. 
Мито хондриальные лидерные последовательности содержат N- и 
C-конец. Принимается, что N-конец отвечает за «узнавание» орга-
неллы, а C-конец содержит информацию, необходимую для «пра-
виль ного» отщепления лидерной последовательности [см. 166, 
167]. Импорт белков во внутреннюю митохондриальную мембрану 
требует наличия рецепторов на поверхности митохондрий и спе-
ци фических комплексов транслоказ TOM (транслоказы внешней 
мито хондриальной мембраны) и TIM (транслоказы внутренней 
мито хондриальной мембраны). Главной движущей силой для импорта 
большинства (есть исключения) белков внутренней мито хондриальной 
мембраны является мембранный потенциал, гене ри руемый за счет 
энергии окисления субстратов компонентами дыха тельной цепи. 
Внутри митохондрий белки-предшественники подвер гаются про-
цес сингу, в результате которого они под действием специ фи чес ких 
пеп тидаз превращаются в зрелые формы. Информация, необ ходимая 
для правильного узнавания места гидролиза лидерной после дова-
тель ности, как правило, локализована внутри лидерной после до ва-
тель ности [см. 166, 167].
 Информация о транспорте АО в митохондрии из разных организмов 
фрагментарна, мы приведем все имеющиеся сведения. Импорт АО из 
семядолей и корней сои зависел от мембранного потенциала и ATP 
и сопровождался процессингом синтезированных на циторибосомах 
34- и 36 кДа-белков в зрелый белок с мол. массой 32 кДа. С помощью 
сайт-направленного мутагенеза найдено, что замена аргинина во 
втором положении на глутамин полностью подавляет процессинг 
пред шественника [168]. Для импорта предшественника АО в мито-
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хондрии шпината важен был не только общий положительный заряд 
лидерной последовательности, но и положение пожительно заря-
женных аминокислот на С-конце лидерного пептида [166]. Экспрессия 
АО из S. gut tatum в дрожжах S. pombe приводила к появлению в 
дрожжах цианид резистентного дыхания, ингибируемого октил-гал-
латом. При этом белок в форме предшественника эффективно импор-
ти ровался, под вергался процессингу с образованием зрелой формы. 
Эти данные ука зывают на сходство и взаимозаменяемость систем 
транс локации бел ков в растениях и дрожжах [169].
 Для АО из патогенной формы T. brucei, в которой АО функцио ни-
рует в качестве единственной терминальной оксидазы, было пока зано, 
что сигналы, определяющие ее импорт в митохондрии, нахо дятся на 
N-конце и внутри молекулы (предположительно между 115-ым и 146 
аминокислотными остатками [170], В двух формах T. bru cei импорт АО 
в митохондрии осуществлялся с помощью двух разных механизмов 
– в проциклической форме импорт АО зависел от мембранного 
потенциала, требовал внешних цитозольных факторов и ATP, однако в 
форме, обитающей в кровотоке, он зависел от ATP, но не мембранного 
потенциала [171]. 

VII. СТРУКТУРА АО
В ранних работах акцент был сделан, главным образом, на выявление 
мембранной локализации АО в митохондриях растений, причем 
изначально считалось, что она имеет 2 трансмембранные спирали и 
между ними имеется небольшой участок, находящийся в матриксе 
[172, 173]. Позднее выяснилось, что АО является полуинтегральным 
белком и располагается во внутренней мембране митохондрий таким 
образом, что активный центр ее локализован в матриксе [76, 174, 
175]. Было установлено также, что в состав активного центра АО 
вхо дит негемовое железо [176, 177], а каталитически активная АО 
еще контактирует с хинонами, кислородом и мембраной.
 Секвенирование геномов хорошо изученных организмов позво-
лило найти в составе АО консервативные остатки глутамата и 
гистидина [173], которые, как впоследствии выяснилось, составляли 
лиганды ди-железного активного центра, а сам белок стали относить 
к семейству ди-железных карбоксилатных белков [173, 174, 178–180]. 
Негемовые ди-железные ферменты являются разнообразным и 
повсеместно представленным семейством металлопротеинов, но 
все они вступают в реакцию с кислородом и большинство из них 
участвуют в окислительно-восстановительных реакциях [1, 37]. 
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Они используют разные субстраты и подразделяются на разные 
подсемейства с разным набором каталитических функций, таких 
как окисление, гидроксилирование, десатурация. Несмотря на 
разнообразные функции, большинство белков, относящихся к 
семейству, имеют сходные структурные элементы [174]. Они включают 
в себя 4-спиральный домен, координирующий карбоксилатными 
груп пами ди-железный активный центр. В дополнение к этому, домен 
выполняет функцию активации молекулярного кислорода [см. 1, 2, 
22, 37]. Наличие в АО ди-железного кластера было доказано методом 
парамагнитного резонанса [179, 181]. Ди-железный активный центр 
АО оксидазы представлен двумя мотивами ExxH, где консервативные 
ами нокислотные остатки гистидина и глутамата участвуют в коорди-
нации двух атомов железа. Только один из атомов железа вовлечен в 
процесс связывания кислорода во время каталитического цикла [182].
 Растительная АО существует в виде димера и регулируется 
пост трансляционно альфа-кетокислотами и сукцинатом. В отличие 
от рас ти тельной, грибная (и дрожжевая) АО является мономером, не 
регу лируется альфа-кетокислотами и сукцинатом, но регулируется нук-
леотид-моно- и дифосфатами (cм. подробнее главу «Регуляция АО»).
 В 2000 году Joseph-Horne и коллеги впервые смоделировали 
структуру ди-железного кластера грибной АО, а также установили, 
что необходимые для димеризации белка цистеиновые остатки, кон-
сервативные для растительных АО, в АО грибов отсутствуют [43].
 Первая попытка кристаллизовать и исследовать структуру АО 
методом рентгеноструктурного анализа была предпринята в 2010 г. В 
качестве объекта был использован высокочищенный препарат АO из 
T. brucei [20]. В результате была получена структура с разрешением 
2.9 Å и величиной R-фактора 9,5%. Было выяснено, что АО T. brucei 
является мономером, установлена структура ди-железного кластера, 
однако полностью смоделировать структуру АО не удалось.
 Кроме ди-железного активного центра, восстанавливающего 
кислород до воды, АО любых организмов имеет сайт присоединения 
убихинона, восстанавливающего агента. На основе решенных струк-
тур убихинон-связывающих белков были найдены некоторые ами-
нокислотные остатки, характерные для сайта связывания уби хи нона 
в АО [см. 183]. Состав и расположение кармана, в который попадает 
молекула убихинона, были определены путем точечных мута ций 
под ходящих аминокислотных остатков. В результате было уста нов-
лено, что мутации в остатках Gln-242, Tyr-253, Ser-256, His-261 или 
Arg-262 приводили к существенному снижению актив ности АО из 
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T. brucei, а замена Trp-206 на фенилаланин или тирозин пол ностью 
блокировала работу фермента [1].
 В АО из S. guttatum молекула убихинона скоординирована гид-
ро фобным окружением кармана, образованного аминокислотными 
остатками консервативных спиралей, погруженных в мембрану 
(Val-155, Arg-159, Arg-173, Leu-177, Val-180, Leu-267, Glu-270, Ala-271 
и Ser-274). Положительно заряженные аминокислотные остатки 
арги нина и серина координируют положения атомов кислорода 
пос редством электростатических взаимодействий [22]. Точечные 
мута ции по этим аминокислотным остаткам сильно снижали как 
вели чину Km по отношению к кислороду, так и максимальную актив-
ность АО. Таким образом, удалось установить, что молекула убихи-
нона находится на расстоянии 4–5 Å от ди-железного центра, а его 
изо преноидный хвост может контактировать с мембраной [22].
 Первая модель пространственной структуры АО (из T. brucei), 
решенная методом рентгеноструктурного анализа, была получена в 
2013 г. [76]. Стали ясны и строение активных центров АО, и меха-
низм ее ингибирования [22, 76]. Убихинон-связывающий центр 
T. brucei образует карман между утопленными в мембрану спира-
лями и сформирован следующими аминокислотными остатками: 
Arg-96, Asp-100, Arg-118, Leu-122, Glu-123, Ala-126, Asp-162, His-165, 
Leu-212, Asp-213 Asp-215, Ala-216, Thr-219 и Asp-266. При этом аро-
ма тическое кольцо молекулы убихинона находится на расстоя нии 
4,3 Å от ди-железного центра, что хорошо согласуется с дан ными, 
полу ченными при исследовании АО растений [76]. Точ ный механизм 
передачи электрона при восстановлении кисло рода до воды остается 
неиз вестным, однако считается, что в четырех электрон ном вос ста-
нов лении кислорода до воды участвует убихинон и распо ло женный 
рядом остаток тирозина (для T. brucei это Tyr-220).
 Структура АО дрожжей до сих пор не была установлена. Поэтому 
нами была проведена работа по поиску и построению трехмерной 
модели АО дрожжей Y. lipolytica. Геном Y. lipolytica секвенирован 
[40], и доступна библиотека кДНК этого организма. Однако геном 
анно тирован не полностью, кроме того, большая часть генов анно ти-
ро валась автоматически. Поэтому нам предстояло решить сле дующие 
задачи:
 1. Поиск последовательности АО в геноме Y. lipolytica (UniProt 
ID – Q6C9M5_YARLI).
 2. Определение вторичной структуры выбранного белка, поиск 
белков-гомологов с решенной пространственной структурой.
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 3. Моделирование АО дрожжей по гомологии и получение 
информации об активных центрах и особенностях строения белка.
 В результате была получена модель пространственной структуры 
АО дрожжей Y. lipolytica, схематично изображенная на рис. 3.
 По множественному выравниванию известных структур найдены 
номера и положения остатков активного ди-железного центра. В 
АО Y. lipolytica 6 аминокислотных остатков координируют 2 атома 
железа: 4 остатка глутаминовой кислоты: Glu-151, Glu-190, Glu-241, 
Glu-297; а также 2 остатка гистидина: His-193 и His-300. Эти ами-
нокислотные остатки очень консервативны, тогда как осталь ные 
остатки, формирующие домен, более вариабельны, и судя по всему, 
участ вуют в поддержании правильного расположения аминокислот-
ных остатков активного центра. Атомы железа вставлены с помощью 
программы VMD [184].
 Был проведен поиск необходимого для функционирования АО 
сайта связывания убихинона. Были идентифицированы амино кис-
лот ные остатки, координирующие молекулу убихинона: Arg-146, 
Phe-147, Leu-150, Ile-153, Leu-240, Thr-247, и участвующие в создании 
гидрофобного «кармана», в котором может располагаться молекула 
убихинона. Взаимное расположение молекулы убихинона и ди-

Рис. 3. Модель пространственной структуры АО дрожжей Y. lipolytica.
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железного активного центра сходно с таковым в решенной структуре 
альтер нативной оксидазы из организма T. brucei [76] и является удоб-
ным для процесса передачи электрона между активным центром и 
убихи ноном. Следует отметить, что трехмерная модель АО дрожжей 
полу чена нами впервые. 

VIII. БИОГЕНЕЗ АО
Изучение биогенеза альтернативного цианидрезистентного окисли-
тельного пути показало, что он включает две стадии. Первая, 
как полагают авторы, включает синтез белкового компонента на 
цитоплазматических рибосомах (процесс блокируется цикло гек си-
мидом, ингибитором цитоплазматического белкового синтеза). Эта 
стадия сравнительно медленная, зависит от температуры. Второй 
этап – быстрый, относительно независим от температуры, нечувстви-
телен к действию циклогексимида, требует присутствия ионов Fe (III) 
и заключается, вероятно, в активации белкового предшественника, 
синтезируемого на первой стадии, и встраивании железа [см. 38]. 

IX. РЕГУЛЯЦИЯ АО
Регуляция экспрессии генов АО является чрезвычайно сложным и 
пока, к сожалению, не очень хорошо изученным процессом. Поскольку 
АО функционирует в митохондриях, а ее гены закодированы в ядер-
ном геноме, она является хорошим примером ретроградно регу ли-
руе мого белка [85], однако точная природа ретроградных путей регу-
ля ции АОХ пока неизвестна. При изучении коэкспрессии гена АО и 
других различных факторов у N. сrassa было получено 62 штамма 
с уменьшенной активностью АО при ее индукции. Среди факторов, 
влияю щих на уровень АО, выявлены транскрипционные факторы, 
киназы, монотиолглутаредоксин, митохондриальный рецептор Tom70 
(компонент транслоказ внешней митохондриальной мембраны) и др. 
[см. 85].
 Известно, что АО регулируется с помощью двух механизмов: 
транс крипционного и посттрансляционного. Первый сводится к регу-
ля ции экспрессии генов АО и функциональности мРНК, ко второму 
относятся все механизмы изменения активности АО пос редст вом 
изменения структуры, активности и свойств созревшего белка.
 Для A. thaliana известен ряд прямых репрессоров и активаторов 
АО. Среди них ABA-нечувствительный транскрипционный фактор 
4 (ABI4) [154], NAC (для NAM – Non Apical Meristem), ATAF1-2 
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(Arabidopsis thaliana Transcription Activation Factor1-2), CUC2 
(Cup-Shaped Cotyledon2), ANAC013 (Arabidopsis NAC domain-
con taining protein13) [185] и ANAC017 (Arabidopsis NAC domain-
containing protein17) (регуляторы АОХ1а2) [186], транскрипционные 
факторы WRKY40 и WRKY63 (содержащие мотив Trp–Arg–Lys–Thr), 
соединяющиеся с промоторным регионом гена Аох1а с помощью 
специальных cis-элементов [187].
 Показано, что в регуляции экспрессии АО растений посредством 
взаимодействия с промотором генов АО принимают участие белки 
транспорта ауксина rao3p, rao4p, rao5p и rao6p [188], экспрессия кото-
рых зависит от функционального состояния митохондрий, а значит, 
дан ный вид регуляции можно считать реципроктным ответом на 
усло вия стресса.
 Для грибов известно несколько генов, ответственных за регуляцию 
экспрессии АО. В регуляции транскрипции АО C. albicans участвует 
гистидинкиназа [110]. В ранних работах в геноме гриба N. сrassa 
был выявлен ген aod2, отвечающий за уровень активности АО 
(сам ген, кодирующий АО, тогда назывался aod1) [9, 189]. Позднее 
выяснилось, что в регуляции экспрессии генов АО N. crassa и многих 
других грибов участвует до 5 различных транскрипционных фак-
то ров, имеющих и другие функции [164, 190]. Гены были условно 
названы aod4 , aod5 , aod6 и aod7, и нокаут любого из них 
при водил к снижению экспрессии АО. Наиболее значительный 
эффект наблюдался при нокауте генов aod2 и aod5 [164, 191]. Это 
транскрипционные факторы, имеющие в своем составе 2 цинко вых 
кластера [192]. Ортологи aod2 и aod5 найдены во многих орга-
низмах, в том числе в P. anserine [193], A. nidulans [194].
 Экспрессия генов АО грибов и растений может зависеть от уровня 
cAMP и ионов кальция в клетке. Добавление цианида в культуру 
дрож жей аэробного типа обмена Y. lipolytica приводило к двукратному 
увели чению количества ADP и пятикратному увеличению количества 
AMP в клетке, что вызывало активацию цианидрезистентного дыха-
ния [27, 195, 196].
 Посттрансляционно активность АО регулируется посредством 
доступности субстрата – концентрацией убихинона, уровнем его 
вос ста новленности и концентрацией кислорода в клетке [81]. Это 
харак терно для целого ряда растений [см. 1], и не только [197].
 У высших растений, где АО существует в виде димеров, связан ных 
двумя цистеиновыми «мостиками» в сайтах CysI и CysII, регуляция 
активности белка происходит посредством изменения типа связи 
между мономерами. Нековалентно связанные между собой молекулы 
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АО активны, в то время как образование ковалентных связей между 
регуляторными цистеиновыми остатками вследствие их окисления 
[198]) приводит к инактивации фермента [199].
 Активный белок (в восстановленной форме) растений может 
регулироваться α-кетокислотами [200]. Это сложный процесс, зави-
си мый от конкретного активатора, а также от мест расположения 
остат ков цистеина. Стимуляции пируватом не происходит в изофер-
ментах, в которых CysI заменен серином, вместо этого активность 
АО стимулируется сукцинатом [1, 201]. У термогенного растения 
A. ma cu latum найдена разновидность АО, не подверженная регуляции 
с помощью пирувата [99, 202]. Объясняется это тем, что растительные 
АО имеют консервативный участок – ENV-элемент. Ген AmAOX1e, 
консти тутивно экспрессируемый в некоторых тканях A. maculatum [99] 
кодирующий одну из АО, вместо регуляторного ENV-элемента имеется 
так называемый QNT-элемент, характерный скорее для представи-
телей других царств. Кроме того показано, что A. maculatum имеет 
также изоформу АО, активируемую пируватом, но нечувствительную 
к сукцинату. Пируват приводит АО в функционально активное сос тоя-
ние вне зависимости от уровня восстановленности убихинона [202].
 Что касается грибов и дрожжей, ситуация в корне иная. Дрожже-
вая АО существует в виде мономеров и не обладает цистеиновыми 
регуляторными остатками (подробнее см. в главе «Структура АО»), 
и, таким образом, не может регулироваться a-кетокислотами [1, 172], 
однако активируется присоединением пуриновых моно- и дифосфа-
тов AMP, ADP, dAMP и GMP [27, 31, 32, 41–44, 172]. АО из гриба U. 
maydis может активироваться как добавлением GMP, так и пиру вата 
при его выращивании на сукцинате [42].
 Для паразитического простейшего A. castellanii показано, что 
в отличие от других нуклеотидов, АТР оказывает ингибирующее 
дейст вие на АО, причем АТР конкурентно связывается с белком в 
месте присоединения GMP. Таким образом, регуляция активности АО 
проис ходит за счет соотношения количеств пуриновых нуклеотидов в 
клетке [62–64]. Такой же механизм регуляции наблюдается у другого 
прос тейшего D. discoideum [62, 64] и дрожжей C. maltosa [62, 64], 
Y. lipo lytica [27] и C. parapsilosis [29]. Однако, механизм взаимо дейст-
вия малых молекул с белком АО изучен довольно слабо.
 Интересно, что воздействие АФК на гриб P. anserina уменьшало 
количество мРНК и, соответственно, активность АО [112], что 
является исключением из общей картины, где индукция АО выступает 
в качестве универсального ответа на окислительный стресс.
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X. ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ AO
Роль не связанного с запасанием энергии альтернативного пути 
привлекает внимание исследователей в течение нескольких десяти-
летий. Было высказано несколько гипотез, с которыми мы и позна-
ко мим читателя.
 Очевидна физиологическая роль АО в термогенезе термогенных 
растений. В митохондриях цветущих термогенных органов происхо-
дит кардинальная перестройка структуры дыхательной цепи – АО 
становится единственной терминальной оксидазой, ее активность 
очень высока и энергия окисления субстратов через дыхательную 
цепь превращается в тепло, которое используется для испарения 
лету чих веществ, привлекающих насекомых, опыляющих растения 
[см. 1, 99 и ссылки в них].
 Понятна роль АО и при ингибировании терминальных компонен тов 
основной дыхательной цепи или утрате способности синтезировать 
эти компоненты (см. главу «Индукция АО»). Функционирование 
альтер нативного пути в этих условиях обеспечивает возможность 
реокис ления цитоплазматического NADH и, следовательно, возмож-
ность выживания. Кроме того, при этом поддерживается фосфо ри-
ли рующая активность за счёт совместного функционирования 1-го 
пункта сопряжения и субстратного фосфорилирования, а также 
высокая окислительная активность, необходимая для поддержания 
био синтетических процессов, протекающих в митохондриях. Описан-
ная ситуация имеет место и в T. brucei, возбудителе сонной болезни. 
На определенной стадии развития (в форме, живущей в крови) АО 
явля ется единственной терминальной оксидазой, обеспечивающей 
дыхание и выживание патогена в клетках хозяина [100]. Сходная 
картина наблюдается и в патогенном грибе Philasterides dicentrarchi, 
вызывающем болезнь палтуса. В условиях нормоксии дыхание 
пато гена чувствительно к действию антимицина А, ингибитора 
цито хромной цепи, а в услових гипоксии индуцируется цианид- и 
анти мицин А-резистентное дыхание [203].
 Ясна также фундаментальная функция АО в уменьшении или 
предотвращении окислительного стресса. Снижение степени восста-
нов ленности коэнзима Q, донора восстановительных эквивалентов 
для АО, снижает образование супероксид-анионрадикала и, в конеч-
ном счете, пероксида водорода, наиболее устойчивой активной формы 
кислорода. Такие данные получены для дрожжей Y. lipolytica [27, 
79], C. krusei [80], C. neoformans [36], P. pastoris [16, 153], грибов 
U. maydis [42], S. sclerotiorum [204], P. anserina [48], M. grisea [205], 
H. capsulatum [53], водорослей E. gracilis [153], растений A. thaliana 
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[206], N. tabacum [131, 141, 207], O. sativa [208]. Показано также, что 
повы шенная экспрессия АО уменьшает продукцию активных форм 
азота [209]. Благодаря своему участию в подавлении окислительного 
стресса АО может снижать порог, вызывающий гибель клеток [153]. 
Сверхэкспрессия гена AtАox1a в A. thaliana предовращала инду ци-
ро ванную аллюминием клеточную смерть посредством умень шения 
уровня АФК на начальной стадии [210].
 В этой связи понятна и функция АО в ответе на световой стресс 
[125]. При прорастании семян A. thaliana на свету мутанты по гену 
Aox1a при долгосрочном сильном освещении характеризовались 
боль шим уровнем продукции АФК и неэффективным использованием 
восстановительных эквивалентов в хлоропластах, чем семена дикого 
типа [125, 206]. При ингибировании АО на свету в хлоропластах 
проис ходило быстрое накопление NADPH и, как следствие, сверх вос-
ста новление акцепторной части фотосистемы I. Таким образом, АО 
в растениях, окисляя восстановительные эквиваленты, обеспечивает 
защиту от светового стресса [141, 207] и предотвращает деструкцию 
фото синтетического аппарата.
 Помимо уже вышеперечисленных функций АО, связанных с 
оптимизацией дыхательного обмена, защитой от избыточных АФК, а 
в ряде случаев и с выживанием клеток, АО, в зависимости от стадии 
разви тия, метаболического или физиологического статуса клеток, 
орга нов или тканей может выполнять и другие функции. Принимается, 
что индукция АО увеличивает метаболическую пластичность клеток, 
которая может быть полезной для быстрой адаптации к меняю щимся 
источникам питания, биотическим и абиотическим факто рам стресса 
[1, 211–213]. При этом функции АО могут быть не взаимо исклю чаю-
щими, а дополняющими друг друга [см. 2, 153]. Более того, в послед нее 
время АО рассматривается как маркер условий стресса и кандидат 
для клеточного репрограммирования в этих условиях [1, 211, 212].
 В условиях солевого стресса у A. thaliana происходило увели че ние 
уровня внутриклеточного Na+ и продукции АФК. При этом наблю-
да лось резкое увеличение экспрессии гена AtАox1a [133]. Высокая 
актив ность АО в корнях и поросли растения помогает A. thaliana 
расти в среде, насыщенной NaCl и поддерживать низкий уровень 
внутри клеточного Na+ [133]. Участие АО в ответе на солевой стресс 
пока зано также для M. truncatula [214], а для водоросли Ch. reinhardtii, 
выра щенной на среде, насыщенной нитратом, показано участие АО 
в процессах нитрат- и нитритредукции [60].
 Растения N. tabacum, лишенные АО, имели в листьях повышен-
ный уровень H2O2 и О2

– [215–217]. Кроме того, мутанты N. tabacum, 
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не имеющие АО, хуже переносили стресс, связанный с атаками 
пато генных бактерий и грибов, сосущих насекомых. В клетках было 
замечено пониженное по сравнению с диким типом содержание 
защитных метаболитов, выше содержание АФК и процент клеточной 
смерти [141, 218]. Таким образом, АО в растениях может быть универ-
сальным механизмом ответа на окислительный стресс [219] и условия 
стресса в целом [141].
 В патогенных грибах A. fumigatus [220] и H. capsulatum АО участ-
вует в защите организма при стрессах и обеспечивает выживание 
в условиях существования внутри хозяина [57]. АО задействована 
в процессах регуляции роста, развития и ответа на окислительный 
стресс у патогенного гриба S. sclerotiorum [204].
 В патогенных дрожжах C. neoformans АО экспрессируется в 
ответ на изменение температуры тела хозяина. Мутант C. neoformans, 
лишен ный гена АО, проявлял меньшую вирулентность и не был 
устой чив к окислительному стрессу [36]. Похожие данные получены 
и для патогенного гриба P. brasiliensis [54], вызывающего у человека 
пара кокцидиомикозы. Одним из важнейших этапов развития P. bra
si liensis явяется переход гриба из мицелиальной формы в дрож-
же вую. Этот переход замедлялся при ингибировании АО или III и 
IV комплексов дыхательной цепи, либо вообще прекращался при 
одно временном ингибировании обеих ветвей дыхательной цепи, что 
свидетельствует о возможной вовлеченности АО в процесс пере фор-
мирования метаболизма патогенного организма [105].
 АО может участвовать в процессах антивирусной защиты. Это 
показано для томата и петунии [221].
 В эмбриогенезе моркови (Daucus carota L.) гены АО (DcAOX1a 
и DcAOX2a) экспрессируются по-разному. Во время соматического 
эмбриогенеза ген DcAOX1a, кодирующий одну из изоформ АО, 
не экспрессипуется, тогда как ген DcAOX2a, кодирующий другую 
изо форму АО, экспрессируется весьма активно. На более поздних 
стадиях эмбриогенеза экспрессия DcAOX2a также уменьшается. 
Добав ление салицилгидроксамовой кислоты, ингибитора АО, в фазе 
сома тического эмбриогенеза не позволяло эмбрионам развивать заро-
ды шевые структуры, и их рост замедлялся. Этот процесс был обра тим 
и зависел от концентрации добавленного ингибитора. Полу чен ные 
резуль таты предполагают участие АО в метаболической реор га низа-
ции растения во время эмбриогенеза и дифференциации клеток [159].
 Недавно АО привлекла внимание исследователей в качестве 
возможного терапевтического средства при различных повреждениях 
системы митохондриального окислительного фосфорилирования. 



Альтернативная оксидаза: распространение, индукция, свойства… 439

Гены, кодирующие АО из асцидии Ciona intestinalis и ряда ароидных 
растений были функционально экспрессированы в культивируемых 
клетках человека [222–225]. Экспрессия сопровождалась устране-
нием накопления молочной кислоты и избыточного накопления 
АФК [222, 223], двух наиболее часто проявляемых симптомов пов-
реж дения системы окислительного фосфорилирования, а также 
предотвращ ала ингибирование роста и повышенную чувствительность 
к прооксидантам в линиях, дефицитных по цитохромоксидазе 
[224]. Коэкспрессия NADH-дегидрогеназы (Ndi1) S. cerevisiae и АО 
Eme ricella nidulans полностью восстанавливала NADH DH/CoQ –
редук тазную CoQ-оксидазную активности в мышах, лишенных 
мито хондриаль ной ДНК и, следовательно, нежизнеспособных [45]. 
Экспрес сия АО из C. intestinalis в D. melanogaster полностью или в 
значи тельной степени предотвращала смертность, вызванную токси-
нами или глобальным или частичным ткане-специфичным нокаутом 
субъеди ниц COX CoVb и cIV цитохромоксидазы дыхательной цепи 
[71], а также дефицитом фактора Surf1, ответственного за сборку 
цито хром оксидазы [226]. Она также предотвращала локомоторный 
дефект и избыточную продукцию АФК в дрозофилах с мутированным 
геном dj1beta, гомологом гена DJ1 человека, задействованным в 
болезни Паркинсона [226] и восстанавливала дофамин-зависимую 
нейро регуляцию [61]. Экспрессия АО в мышах поддерживала цианид-
резис тентное дыхание в интактных органах, способствовала дли-
тель ной защите при действии летальных концентраций цианида в 
целом животном, при этом свойства самого фермента, как и активность 
ком по нентов основной дыхательной цепи и эффективность системы 
окис лительного фосфорилирования в изолированных митохондриях 
не менялись [227].
 Эти данные указывают на возможность использования АО в 
качестве важного инструмента для борьбы с пагубными послед ствиями 
ограничения активности основной дыхательной цепи и системы 
окислительного фосфорилирования в клетках и целых животных. 
При этом АО позволяет обходить не только дефектный цитохромный 
путь, но и поддерживать актив ность три карбонового цикла в условиях 
ограничения актив ности основ ной цитохромной цепи [228] и ослаб-
лять повреж де ние клеток, вызванное митохондриальными АФК. 
Напом ним, что дисфункция митохондрий и избыточная продукция 
супер оксида митохондриями является существенным фактором, 
опре де ляющим многие болезни человека, от системной патологии 
у детей до кардиомиопатии, ишемии, рака и нейродегенеративных 
пато логий.
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