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I. ВВЕДЕНИЕ

Большинство азотфиксирующих бактерий не способно ассими�
лировать N

2
 в условиях высокого содержания кислорода в окружаю�

щей среде, так как нитрогеназный комплекс, осуществляющий реак�
цию восстановления азота, необратимо инактивируется при  взаимо�
действии с О

2
. Исключением из этого правила является строго аэроб�

ный микроорганизм Azotobacter vinelandii, который эффективно фик�
сирует молекулярный азот даже при очень высоких концентрациях
О

2
 в среде роста. Однако нитрогеназный комплекс этого микроорга�

низма также чувствителен к кислороду, как и у других бактерий. Таким
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образом, должен существовать какой�то специальный механизм, поз�
воляющий A. vinelandii защищать нитрогеназу от инактивации О

2
.

Настоящий обзор посвящен описанию набора уникальных био�
химических и морфологических особенностей A. vinelandii, позволяю�
щих этой бактерии защищать нитрогеназный комплекс от инактива�
ции кислородом. Ведущая роль в данном процессе принадлежит дыха�
тельной цепи, состоящей из несопряженной NADH:хинон�оксидоре�
дуктазы и хинолоксидазы bd�типа. Исключительно высокая актив�
ность этой цепи позволяет A. vinelandii снижать концентрацию кис�
лорода в цитоплазме до такого низкого уровня, при котором нитроге�
назный комплекс уже не испытывает повреждающего действия О

2
.

II. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ ФИКСАЦИИ МОЛЕКУЛЯРНОГО
АЗОТА И СТРУКТУРЫ НИТРОГЕНАЗНОГО КОМПЛЕКСА

Биологическая фиксация молекулярного азота является ключе�
вым процессом круговорота азота в биосфере. Выделение N

2
 в атмос�

феру происходит в результате разнообразнейших реакций, начиная
с антропогенного сжигания биомассы и заканчивая жизнедеятель�
ностью бактерий, метаболизм которых основан на получении энер�
гии за счет денитрификации. Из�за этих процессов происходит пос�
тоянное истощение почвы по химически связанному азоту. Поэтому
очень важным является обратный процесс, при котором происходит
связывание молекулярного азота воздуха и его восстановление до
солей аммония, которые в дальнейшем могут быть использованы для
анаболических процессов как самими азотфиксаторами, так и дру�
гими организмами.

В биологической фиксации N
2
 принимают участие только прока�

риоты, однако способность к восстановлению молекулярного азота
не является уникальным свойством, присущим лишь какой�либо одной
группе бактерий. Азотфиксирующие микроорганизмы являются
представителями широкого круга сильно различающихся таксономи�
ческих групп, как грамположительных, так и грамотрицательных бак�
терий. По характеру метаболизма это могут быть автотрофные или
гетеротрофные, облигатно�анаэробные, факультативно аэробные или
облигатно�аэробные бактерии. Внутри одного семейства лишь нес�
колько родов или видов бактерий могут оказаться способными к азот�
фиксации. Такое распределение азотфиксирующих организмов среди
прокариот позволяет считать, что способность к восстановлению моле�
кулярного азота возникла на очень ранних этапах эволюции. Веро�
ятно, у многих видов соответствующая генетическая информация была
впоследствии утеряна в результате их адаптации к изменившимся
условиям окружающей среды. Альтернативным объяснением такого

разнообразия азотфиксирующих микроорганизмов может служить
процесс горизонтального переноса генетического материала у бактерий.

Концепция общего начала для системы, осуществляющей азот�
фиксацию, хорошо согласуется с поразительным сходством физико�
химических характеристик для данных ферментов среди всех извест�
ных в настоящее время азотфиксирующих микроорганизмов. Реак�
цию восстановления молекулярного азота до аммиака осуществляет
ферментативный комплекс, называемый нитрогеназой. Нитроге�
назный комплекс состоит из двух компонентов: динитрогеназы
(MoFe�белка) и редуктазы динитрогеназы (Fe�белка). Первый ком�
понент – MoFe�белок – является тетрамером, состоящим из двух пар
различных субъединиц (типа 2α2β). В составе этого белка выделяют
Р�кластеры и М�кластеры. В первую группу входят четыре желе�
зосерных кластера типа [4Fe�4S], а во вторую – два Fe�Mo кофактора
нитрогеназы. Fe�Mo кофактор состоит из двух субкластеров типа
[4Fe�3S] и [Мо�3Fe�3S], координация атомов металлов в которых
осуществляется за счет кислотолабильной серы и гомоцитрата [30,
63, 64, 75, 76]. Молекулярная масса динитрогеназы составляет при�
близительно 245 кД. Субъединицы динитрогеназы организованы в
тетраэдрический комплекс, в котором молекулы Fe�Mo кофактора
локализованы на α�субъединицах белка, причем расстояние между
внутренними краями кофакторов составляет примерно 7 D, что поз�
воляет считать этот район местом связывания молекулы азота. Благо�
даря большой электронной емкости, кластерная структура FeMo�бел�
ка способна осуществлять накопление электронов для многоэлект�
ронного восстановления молекулы азота в активном центре нитроге�
назы [6, 63].

Динитрогеназа редуктаза (Fe�белок, второй компонент нитроге�
назного комплекса) является гомодимером, состоящим из субъеди�
ниц с молекулярной массой 64 кД, и содержит железосерные клас�
теры типа [4Fe�4S]. На Fe�белке локализован центр связывания
MgATP. После присоединения этой молекулы белок приобретает спо�
собность служить донором электронов для Mo�Fe белка [6, 30, 63].

Предполагается, что нитрогеназный комплекс состоит из Mo�Fe
белка и Fe�белка, связанных в соотношении 2  :  1. При восстановлении
одной молекулы азота до аммиака этот ферментативный комплекс
гидролизует 16 молекул АТP [63, 64]. Физиологическим донором элект�
ронов для нитрогеназы у большинства азотфиксирующих микроорга�
низмов является ферредоксин или флаводоксин. Общая реакция вос�
становления молекулярного азота, катализируемая нитрогеназным
комплексом, может быть представлена следующим образом:

N
2
 + 8H+ + 8e– + 16ATP → 2NH

3
 + H

2
 + 16ADP + 16P

i 
.
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Одновременно с восстановлением азота нитрогеназа образует
молекулярный водород (гидрогеназная функция нитратредуктазы).
Считается, что такое ATP�зависимое выделение водорода – «паразит�
ный процесс», приводящий к расходу восстановительных эквивален�
тов и ATP, и в отсутствие N

2
 водород является преобладающим про�

дуктом реакции. Даже в оптимальных для работы нитрогеназы усло�
виях лишь 50–70% электронов, поступающих на фермент, идут на
восстановление азота, а остальные расходуются нитрогеназой на вос�
становление протонов. Эффективность азотфиксации in vivo может
повышаться, если дыхательная цепь микроорганизма содержит гид�
рогеназу, функционирование которой приводит к рециклизации
выделяемого водорода [90]. Нитрогеназа помимо азота может восста�
навливать и ряд других соединений, содержащих тройную связь, таких
как ацетилен, азид или цианид. Ацетилен восстанавливается до эти�
лена, и эта реакция является на сегодняшний день рутинным методом
для определения нитрогеназной активности.

Общая структура описанного выше нитрогеназного комплекса
относится к так называемой Мо�нитрогеназе (нитрогеназе�I), най�
денной у всех известных азотфиксирующих организмов. Для Azoto�
bacter spp. описано существование еще двух альтернативных нитро�
геназ. Показано, что при выращивании этих бактерий в среде, лими�
тированной по молибдену, но содержащей ванадий, экспрессируется
ванадий�содержащая V�нитрогеназа (нитрогеназа�II), а в отсутствие
обоих этих металлов – содержащая только железо Fe�нитрогеназа
(нитрогеназа�III). Динитрогеназа редуктаза (Fe�белок) по структуре
и функциям сходна у всех трех ферментов. В то же время наблюда�
ются различия между Мо�зависимой и альтернативными нитрогена�
зами, для которых показано существование третьей дополнительной
γ�субъединицы [55, 80].

ВЛИЯНИЕ КИСЛОРОДА НА АКТИВНОСТЬ
НИТРОГЕНАЗНОГО КОМПЛЕКСА

Ингибирующее действие О
2
 на процесс азотфиксации было отме�

чено на еще очень ранних стадиях исследования свободноживущих
и симбиотических диазотрофных микроорганизмов. В ходе исследо�
вания таких факультативно аэробных бактерий, как Klebsiella pneumo�
niae, Bacillus polymyxa и Mycobacterium flavum, было показано, что они
способны к диазотрофному росту только в анаэробных или в микро�
аэробных условиях. В то же время эти бактерии способны расти в
аэробных условиях, если в среде присутствует подходящий источник
связанного азота. Эффективность фиксации молекулярного азота
(количество восстановленного N

2
/количество потребленного O

2
) у

данных микроорганизмов возрастает в 10–20 раз при снижении пар�
циального давления кислорода от 0,21 до 0,01 атм., и зависимость
нитрогеназной активности от рО

2
 представляет собой типичную

колоколообразную кривую [29]. Позднее, в прямых экспериментах
по чувствительности нитрогеназы к кислороду, выполненных на
выделенных ферментах из различных бактерий, было показано, что
нитрогеназа в равной степени повреждается под действием кисло�
рода как в случае фермента, полученного из такой облигатно�анаэроб�
ной бактерии, как Clostridium pasteurianum, так и из строго�аэробного
микроорганизма A. vinelandii [29, 73] (относительно недавно были
получены указания на существование особой, кислородустойчивой
формы нитрогеназы у Streptomyces thermoautotrophicus [72], однако эти
данные еще требуют дополнительного экспериментального подтверж�
дения). Известно, что автотрофные азотфиксирующие микроорга�
низмы также очень чувствительны к О

2
. Большинство диазотрофных

фотосинтетических бактерий способно к фиксации азота на свету
только при анаэробном культивировании. Эти факты также позво�
ляют предположить, что нитрогеназная система возникла на заре эво�
люции, когда содержание О

2
 в атмосфере было еще низким.

Показано, что при экспонировании на воздухе необратимо инак�
тивируются оба компонента нитрогеназы. Динитрогеназа редуктаза
является наиболее чувствительным к кислороду компонентом нитро�
геназного комплекса. Время полужизни этого белка в присутствии
О

2
 составляет, в зависимости от объекта, из которого был выделен

фермент, лишь 30–120 сек. Динитрогеназа несколько стабильнее и
время ее полужизни составляет около 4,5–10 мин [29]. Ингибирова�
ние нитрогеназной активности, по�видимому, связано с повреждением
Fe�S кластеров, что приводит также к нарушению структуры белка.
Такой поврежденный белок в дальнейшем гидролизуется протеазами.

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ НИТРОГЕНАЗНОГО
КОМПЛЕКСА У A. vinelandii

Субъединицы динитрогеназы (MoFe�белка) являются у A. vinelan�
dii продуктами генов nif D и nif K, ген nif H кодирует белок динитроге�
назы редуктазы (Fe�белка). Эти гены локализованы в одном опероне
[22]. Синтез белков нитрогеназного комплекса находится под конт�
ролем регуляторных белков NifL и NifA [35]. Транскрипция боль�
шинства генов, связанных с процессом азотфиксации, осуществля�
ется РНК�полимеразой с фактором σ54 (NtrA) вместо стандартного
σ70. Белок NifA является σ54�зависимым активатором транскрипции,
а белок NifL ингибирует его активность в ответ на присутствие источ�
ников связанного азота, при высокой концентрации кислорода и в
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ответ на снижение энергетического статуса клетки (соотношения
ATP/ADP). Таким образом, регуляторный белок NifL чувствителен
сразу к трем параметрам, таким как [NH

4
+], [О

2
] и [ATP]/[ADP] [14].

Белок NifL состоит из двух доменов, соединенных глутамин�обога�
щенным линкером. N�концевой домен содержит два консервативных
S�бокса, что характерно для так называемого PAS�домена, входящего
в состав многих рецепторных белков [7]. С�концевой домен демонст�
рирует высокую гомологию с первичным передающим доменом
рецепторных белков двухкомпонентных регуляторных систем [7],
содержит ATP�связывающий участок и консервативный остаток гис�
тидина. Однако, несмотря на такое сходство NifL с рецепторными
гистидин�киназами, не удалось продемонстрировать автофосфори�
лирования этого белка. Более того, мутация по консервативному гис�
тидину, являющемуся акцептором фосфатной группы у гистидин�ки�
наз, никак не сказывается на регуляторных свойствах NifL [14].

Белок NifL содержит в своем составе нековалентно связанный
FAD. В опытах in vitro было показано, что этот кофактор быстро окис�
ляется на воздухе, и белок NifL, содержащий окисленный флавин,
ингибирует активность NifA [35]. Также было показано, что такое
ингибирование требует образования комплекса окисленного NifL с
NifA в соотношении 1:1. Таким образом, кислородзависимая регу�
ляция экспрессии нитрогеназного комплекса осуществляется за счет
изменения окислительно�восстановительного состояния FAD. Энер�
гозависимая регуляция, по�видимому, связана со способностью белка
NifL в присутствие ADP усиливать ингибирование активности белка
NifA [35]. Было высказано предположение, что за связывание ADP
может отвечать один из консервативных участков в С�концевом
домене NifL.

О механизме азотзависимой регуляции, осуществляемой белком
NifL, известно очень мало. Показано, что этот белок нечувствителен
напрямую к таким источникам азота, как аммоний, глутамат или глу�
тамин. Предполагается, что в азотзависимую регуляцию вовлечен еще
один сенсорный белок или какой�то дополнительный эффектор. В
роли такого дополнительного белка предположительно может высту�
пать продукт гена nfrX, демонстрирующий значительную гомологию
с ферментом уридилтрансферазой [35].

Таким образом, индукция белков нитрогеназного комплекса
происходит, когда выполняются все три из перечисленных ниже
условий: 1) в среде роста отсутствуют источники связанного азота и
требуется переход к фиксации N

2
; 2) концентрация О

2
 в цитоплазме

находится на низком уровне, таком, что нитрогеназный комплекс
не будет испытывать его повреждающего действия; 3) соотношение

ATP/ADP в цитоплазме высоко, так что крайне энергоемкий процесс
азотфиксации будет обеспечен достаточным количеством ATP [34].

ЗАЩИТА НИТРОГЕНАЗНОГО КОМПЛЕКСА
ОТ ПОВРЕЖДАЮЩЕГО ДЕЙСТВИЯ КИСЛОРОДА

У РАЗЛИЧНЫХ АЗОТФИКСИРУЮЩИХ МИКРООРГАНИЗМОВ

Хотя биохимические характеристики нитрогеназного комплекса
и его высокая чувствительность к кислороду являются одинаковыми
у всех известных на сегодняшний день азотфиксирующих бактерий,
механизмы, позволяющие предотвратить ингибирующее действие О

2
на этот фермент, у разных микроорганизмов различны.

Понятно, что защита нитрогеназы от кислорода не является «проб�
лемой» для организмов, растущих только в анаэробных условиях, таких
как Clostridium spр. или Desulfovibrio spр.

Такие факультативно�аэробные бактерии, как Klebsiella pneumo�
niae, Bacillus polymyxa или Rodospirillum rubrum, могут расти на источ�
никах связанного азота как в аэробных, так и в анаэробных условиях.
Однако, они фиксируют молекулярный азот лишь в отсутствие кис�
лорода [29], в аэробных же условиях происходит репрессия синтеза
нитрогеназы.

Микроаэрофильные бактерии (например Azospirillum spp. и сво�
бодно живущие представители рода Rhizobium) не способны ассими�
лировать молекулярный азот в анаэробных условиях и в условиях
повышенного содержания кислорода и восстанавливают N

2
 лишь при

субатмосферном рО
2
, избегая зон с неблагоприятными концентра�

циями кислорода за счет аэротаксиса.
В случае микроорганизмов, живущих в симбиозе с высшими рас�

тениями, защита нитрогеназы от необратимой инактивации кисло�
родом обеспечивается поддержанием очень низкой концентрации
О

2
 в клубеньковых клетках организма хозяина. Важную роль в этом

процессе играет специальный белок растений – леггемоглобин,
который работает как переносчик и буфер кислорода и находится в
окружающей бактероид среде [90].

Азотфиксирующие цианобактерии (например Anabaena spp.) стал�
киваются с еще более серьезными трудностями, так как эти микроор�
ганизмы отличаются способностью не только к азотфиксации, но
также и к фотосинтезу. Как известно, при работе фотосистемы II
происходит выделение кислорода, и, если бы процессы азотфиксации
и фотосинтеза проходили в пределах одной клетки одновременно,
то это приводило бы к быстрому повреждению нитрогеназного комп�
лекса. Действительно, нитчатые цианобактерии используют морфо�
логически различающиеся клетки для разделения процессов азотфи�
ксации и фотосинтеза. Гетероциста – клетка, в которой располагается
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нитрогеназный комплекс, лишена фотосистем, демонстрирует высо�
кие скорости дыхания [15], а также обладает толстой клеточной стен�
кой, создающей дополнительный диффузионный барьер для кисло�
рода [29, 90].

В случае способных к азотфиксации одноклеточных цианобак�
терий, таких как Cyanothece spp., было высказано предположение, что
защита нитрогеназного комплекса от кислорода, выделяемого при
фотосинтезе, может осуществляться не за счет разнесения процессов
фотосинтеза и азотфиксации в пространстве (как в случае нитчатых
цианобактерий), а за счет смещения во времени пиков их активности.
В суточном цикле фазы азотфиксации и фотосинтеза сдвинуты друг
относительно друга на 12 часов [15, 24].

Строго аэробные условия роста A. vinelandii с широким диапазо�
ном концентраций О

2
, в которых он способен эффективно фиксиро�

вать молекулярный азот, позволяют предполагать, что эта бактерия
использует совершенно другие механизмы для защиты своего нитро�
геназного комплекса.

III. ДЫХАТЕЛЬНАЯ ЗАЩИТА НИТРОГЕНАЗНОГО
КОМПЛЕКСА У A. vinelandii

На самых ранних этапах изучения A. vinelandii было отмечено, что
в отличие от остальных микроорганизимов, фиксация молекулярного
азота данной бактерией осуществляется в широком диапазоне
концентраций О

2
, хотя этот процесс более эффективен в условиях

пониженного содержания кислорода в среде роста. Исследования
хемостатных культур A. vinelandii показали, что повышение аэрации
среды роста приводит не только к некоторому снижению эффектив�
ности азотфиксации (количество восстановленного азота/количество
потребленной сахарозы), но и к значительному снижению эконо�
мического коэффициента (прирост биомассы/потребленный суб�
страт). По данным Хмель и соавторов, увеличение протока кислоро�
да через среду роста (0,5, 4,08 и 10,32 г O

2
Aл–1 Aчас–1) приводит к сни�

жению этого коэффициента почти в три раза (0,269, 0,133 и 0,103,
соответственно) [9]. Хотелось бы отметить, что для неспособных к
фиксации N

2
 бактерий данная зависимость обычно является обрат�

ной, то есть при повышении аэрации среды экономический коэффи�
циент возрастает. Было показано, что падение энергетического коэф�
фициента у A. vinelandii при увеличении аэрации не зависит от при�
роды источника углерода [10].

Таким образом, при повышении [O
2
] расход энергетического мате�

риала у A. vinelandii увеличивается без соответствующего увеличения
прироста биомассы. В то же время известно, что при высоких кон�

центрациях кислорода клетки A. vinelandii развивают очень высокие
скорости дыхания, являющиеся максимальными среди исследован�
ных бактерий [40, 85]. Возможно, что такое активное, в значительной
степени не связанное с запасанием энергии дыхание выполняет
какую�то особую физиологическую функцию у данной бактерии.

В 1969 году Дальтон и Постгейт [26] выдвинули гипотезу, объяс�
няющую способность Azotobacter к диазотрофному росту даже при
очень высоких концентрациях кислорода. В работах этих авторов
было постулировано существование двух стратегий, реализуемых A.
vinelandii при диазотрофном росте в среде с высоким содержанием
кислорода. Одна из них заключается в способности нитрогеназного
комплекса к временной (обратимой) инактивации посредством
конформационных изменений во время кратковременного кисло�
родного стресса. Вторая стратегия, получившая название «дыхатель�
ной защиты», основана на значительном увеличении клетками ско�
рости дыхания, в результате чего концентрация кислорода в цитоплазме
понижается до уровня, при котором нитрогеназа уже не испытывает
повреждающего действия О

2
.

В результате дальнейших исследований были получены данные,
подтверждающие эту гипотезу. Так, было показано, что скорость ды�
хания A. vinelandii в значительной степени зависит от концентрации
кислорода, и максимальное дыхание наблюдается при высоком содер�
жанием О

2
 в среде роста [42, 68]. Также было показано, что эффектив�

ность сопряжения синтеза ATP с дыханием падает в случае перехода
культуры от ассимиляции аммония к азотфиксации [33]. В частности,
были получены указания на то, что падение сопряжения происходит
как на уровне NADH:убихинон оксидоредуктазы [41], так и на уровне
терминальных оксидаз [11]. Таким образом, в условиях, когда необхо�
димо снижение цитоплазматической концентрации О

2
 для защиты

нитрогеназного комплекса, скорость дыхания клеток значительно
возрастает, и это, по�видимому, связано с понижением степени сопря�
женности дыхательной цепи. Следующие разделы данной работы будут
посвящены описанию особенностей дыхательной цепи A. vinelandii,
позволяющие этой бактерии развивать высочайшие скорости дыха�
ния и, таким образом, осуществлять механизм дыхательной защиты.

ТЕРМИНАЛЬНЫЕ УЧАСТОК ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ A. vinelandii

На ранних этапах изучения A. vinelandii было показано, что тер�
минальный участок дыхательной цепи этой бактерии предположи�
тельно содержит две терминальные оксидазы: хинолоксидазу d�типа
и цитохромоксидазу o�типа [33]. Было показано, что при функцио�
нировании цитохромоксидазой ветви дыхательной цепи, процесс
окисления убихинола цитохромоксидазой A. vinelandii чувствителен
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к низким концентрациям миксотиазола и антимицина. Таким обра�
зом, был сделан вывод о том, что этот процесс осуществляется bc

1
�комп�

лексом [16]. Кроме цитохромов о и d, в дыхательной цепи A. vinelandii
спектрально показано присутствие цитохромов b

558
, b

595
, c

4
, c

5
, c

551
 и

c
555

 [39]. Последние два цитохрома с являются минорными и функции
их неизвестны. Что касается цитохромов с

4
 и с

5
, то их ролью, по�види�

мому, является перенос электронов от bc
1
�комплекса на цитохромок�

сидазу [60, 71]. Для мутантных штаммов A. vinelandii, лишенных генов,
кодирующих либо цитохром с

4
, либо цитохром с

5
, характерна высокая

ТМФД�оксидазная активность, в то время как мутантный штамм,
не содержащий оба этих цитохрома с, окисляет ТМФД лишь с очень
низкой скоростью [60, 71]. Согласно полученным данным, было сде�
лано предположение о существовании двух альтернативных потоков
электронов, направленных на цитохромоксидазу – как через цито�
хром с

4
, так и через с

5
 [60].

Хинолоксидаза bd�типа

Терминальные оксидазы bd�типа широко распространены среди
бактерий [62]. В лаборатории Генниса было показано наличие белков,
иммунологически близких к субъединицам I и II хинолоксидазы
bd�типа из E. coli у ряда грамотрицательных бактерий, в том числе и
у A. vinelandii [50]. Впоследствии, в лаборатории Поула были клониро�
ваны нуклеотидные последовательности из A. vinelandii, гомологич�
ные генам cyd из E. coli [47] и кодирующие цитохром bd.

Все известные на сегодняшний день оксидазы bd�типа являются
хинолоксидазами и не содержат атомов меди. Известно, что это двух�
субъединичные белки, содержащие три гема в соотношении 1:1:1
[43, 45] – низкоспиновый гем b

558
 и высокоспиновые b

595
 и d [3, 65].

Активность bd�оксидаз сопряжена с генерацией протонного
потенциала. Однако все исследованные оксидазы bd�типа не спо�
собны помпировать протоны через липидный бислой, и образование
∆µ

Н
+ этими ферментами происходит только за счет скалярных про�

цессов, протекающих по обе стороны мембраны [38, 70]. Исходя из
косвенных наблюдений, было предположено, что терминальная окси�
даза bd�типа из A. vinelandii является несопряженным ферментом [11].
Однако в недавних исследованиях было показано, что активность
этой оксидазы сопряжена с генерацией как ∆pH? так и ∆ψ [16, 49], и
стехиометрия процесса образования протонного потенциала, как и у
bd�оксидаз из других микроорганизмов, равна 1 Н+/e– [16].

Долгое время различные исследователи предполагали, что срод�
ство bd�оксидаз к кислороду существенно различается у ферментов
из A. vinelandii и E. coli [27]. Основанием для такого рода заключений

служили данные, полученные в ходе определения К
m
(О

2
) для этих фер�

ментов при дыхании целых клеток этих двух микроорганизмов. Изме�
ряемые значения К

m
 для хинолоксидазы bd�типа из A. vinelandii на

несколько порядков превышали соответствующие значения для
bd�оксидазы из E. coli. Однако недавно было показано, что эти разли�
чия, возможно, и не так велики: для выделенных в одинаковых усло�
виях bd�комплексов значения К

m
(O

2
), определенные с использова�

нием одного и того же субстрата (Q
1
), оказались равными 1,75 мкМ и

4,1 мкМ для E. coli и A. vinelandii, соответственно [44]. Таким образом,
общая структура этих bd�оксидаз и их сродство к кислороду довольно
близки у данных микроорганизмов, что, однако, не исключает возмож�
ности различия физиологической роли этих двух ферментов.

Альтернативные терминальные оксидазы A. vinelandii

Как было сказано выше, на ранних этапах изучения A. vinelandii
считалось, что терминальный участок дыхательной цепи этой бак�
терии содержит только две терминальные оксидазы: хинолоксидазу
d�типа и цитохромоксидазу o�типа [33]. Терминальная оксидаза о�типа
была выделена [46], однако полученный препарат не был в достаточ�
ной мере охаратеризован. Так, не были определены ни N�концевые
последовательности субъединиц этой оксидазы, ни состав кофакто�
ров данного фермента. В лаборатории Поула было проведено гене�
тическое исследование терминальной оксидазы о�типа. С использо�
ванием вырожденных праймеров, подобранных на основе первичной
нуклеотидной последовательности гена cyoB из E. coli (кодирующего
субъединицу хинолоксидазы bo�типа), был амплифицирован и кло�
нирован фрагмент ДНК A. vinelandii, кодирующий 183 аминокислот�
ных остатка [52]. При сравнение этой аминокислотной последова�
тельности с последовательностью белка СyoB из E. coli было пока�
зано, что они являются идентичными на 57%. Данный факт говорит
о высокой степени гомологии этой оксидазы A. vinelandii с другими фер�
ментами, представителями Сверхсемейства медьсодержащих окси�
даз [84]. В лаборатории Поула был также сконструирован штамм A.
vinelandii, неспособный к синтезу терминальной оксидазы о�типа.
Было показано, что инактивация этого гена A. vinelandii приводит к
исчезновению у клеток данной бактерии спектральных характерис�
тик, приписываемых терминальной оксидазе o�типа [52].

В независимых исследованиях, при изучении цитохромоксидазы
сbb

3
�типа у Rhodobacter capsulatus, было показано, что в геноме A. vine�

landii существует последовательность с высокой гомологией к одной
из субъединиц этой оксидазы [78], что указывает на присутствие в
дыхательной цепи A. vinelandii еще одной, ранее неизвестной, окси�
дазы. Более того, при анализе зависимости скорости дыхания клеток
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A. vinelandii от концентрации кислорода были выявлены три кинети�
ческие компоненты, характеризующиеся разным сродством к О

2
, что

также может служить косвенным указанием на наличие трех терми�
нальных оксидаз в дыхательной цепи этой бактерии [66]. В недавних
работах из A. vinelandii был клонирован фрагмент гена, кодирующего
субъединицу CcoN терминальной оксидазы сbb

3
�типа, и был получен

штамм с дефектным синтезом этого белка [1]. Оказалось, что у дан�
ного штамма полностью отсутствует цитохром с

4
/c

5
 оксидазная актив�

ность. Таким образом, было подтверждено предположение о том, что
дыхательная цепь A. vinelandii наряду с хинолоксидазой bd�типа и тер�
минальной оксидазой о�типа также содержит и цитохромоксидазу
сbb

3
�типа [1] (рис. 1). Так как у мутантного по оксидазе сbb

3
�типа штамма

A. vinelandii полностью отсутствовала цитохром с оксидазная актив�
ность, то также был сделан вывод о том, что терминальная оксидаза
о�типа A. vinelandii (как и у других бактерий) является хинолоксидазой.

Роль различных терминальных оксидаз A. vinelandii
в реализации механизма дыхательной защиты

Как было сказано выше, A. vinelandii, по�видимому, способна зна�
чительно понижать цитоплазматическую концентрацию кислорода
за счет исключительно активного дыхания и, таким образом, защи�
щать нитрогеназный комплекс от повреждающего действия О

2
. Было

интересным установить, какая из терминальных оксидаз этой бакте�
рии ответственна за выполнение данной функции. Такая оксидаза,
по�видимому, должна индуцироваться при повышении концентра�
ции кислорода и при отсутствии источников связанного азота в среде
роста, то есть тогда, когда необходимо осуществлять механизм дыха�
тельной защиты. Было показано, что эти условия характерны для
повышенной экспрессии хинолоксидазы bd�типа.

Кислородзависимая регуляция хинолоксидазы bd�типа у A. vinelandii

Несмотря на сходство биохимических характеристик bd�оксидаз
из E. coli и A. vinelandii и высокую степень гомологии этих ферментов
(69% для субъединицы I и 68% для субъединицы II [58]), условия,
при которых функционируют данные терминальные оксидазы, раз�
личны. У E. coli, как и у большинства других бактерий, bd�оксидаза
экспрессируется, в основном, в микроаэробных условиях [31]. В то
же время, A. vinelandii – единственный микроорганизм, демонстри�
рующий максимальную экспрессию цитохрома d при повышенном
содержании кислорода в среде роста [48].

В 1990 г. Келли и соавторы выделили мутантные штаммы A. vine�
landii, характеризующиеся повышенной и независимой от концент�
рации кислорода в среде роста экспрессией хинолоксидазы bd�типа
[47]. Эти штаммы оказалась неспособны к росту при низких концент�
рациях кислорода (<1,5% О

2
) как в среде, содержащей ацетат аммо�

ния, так и в среде, лимитированной по источнику связанного азота.
Было показано, что данная мутация расположена внутри гена cydR,
кодирующего белок, состоящий из 244 аминокислотных остатков [86].
CydR оказался гомологичен белкам, объединяемым в семейство Fnr�
подобных регуляторных белков. Наиболее изученным представителем
в этой группе является белок Fnr (от fumarate nitrate regulation) из E. coli –
цитоплазматический белок, выполняющий функции как сенсора, так
и регулятора транскрипции, и являющийся активатором (репрессо�
ром) анаэробной экспрессии целого ряда ферментов в клетках E. coli
[14]. Fnr содержит на С�конце ДНК�связывающий домен, вторичная
структура которого представляет собой две α�спирали, соединенные
между собой β�изгибом (так называемый «спираль–петля–спираль»
мотив). N�конец Fnr обогащен остатками цистеина (в том числе Сys20,
Сys23, Сys29 и Сys122). Было показано, что эти цистеиновые остатки
принимают участие в образовании Fe�S кластера, который ответст�
венен за редокс�зависимую регуляцию, осуществляемую белком Fnr.
При переходе клеточной культуры из анаэробных в аэробные условия,
[4Fe�4S] кластер белка Fnr распадается до состояния [2Fe�2S], и такой
процесс обращается при переходе культуры в анаэробные условия.
Также было показано, что распад железосерного кластера влияет на
димеризацию Fnr, а димерная форма Fnr имеет большее сродство к
ДНК, чем его мономеры. Таким образом, в настоящее время механизм
регуляции, осуществляемой белком Fnr, представляется следующим:
в анаэробных условиях белок Fnr с интактным [4Fe�4S] кластером
связывается с ДНК в виде гомодимера, и происходит активация (реп�
рессия) соответствующего оперона. Переход в аэробные условия соп�
ровождается изменением редокс�состояния Fe�S кластера или его

Рис. 1. Схема дыхательной цепи A. vinelandii.

Пути транспорта электронов при диазотрофном росте и высокой концент�
рации кислорода указаны толстыми стрелками.



218 Ю.В.Берцова и др. Дыхательная защита нитрогеназного комплекса 219

повреждением, при этом Fnr распадается на мономеры и диссоциирует
от ДНК�мишени [14].

Для CydR из A. vinelandii была показана максимальное сходство
(79,5% идентичных остатков) этого белка к Anr белку из Pseudomonas
aeruginosa (Fnr�подобный белок), гомология с Fnr из E. coli составляет
приблизительно 50% [86]. CydR имеет цистеиновые остатки в поло�
жениях, эквивалентных Cys20, Cys23 и Cys29 и Cys122 в белке Fnr.
На С�концевом участке CydR, как и в случае Fnr, содержится мотив
«спираль–петля–спираль». CydR также содержит остаток глутамино�
вой кислоты во второй α�спирали в положении, эквивалентном Е209
у Fnr. Этот остаток высококонсервативен и присутствует у всех пред�
ставителей этого класса белков, что позволяет сделать вывод о сход�
стве участков узнавания ДНК у CydR и Fnr [86, 87]. Более того, была
показана способность регуляторного белка CydR из A. vinelandii вос�
станавливать Fnr�зависимую регуляцию нитратредуктазы на Fnr–

мутантном штамме E. coli. Этот факт особенно любопытен в связи с
тем, что CydR, являясь полным аналогом Fnr, осуществляет анаэроб�
ную регуляцию у облигатно аэробного микроорганизма. Также инте�
ресно отметить, что в случае регуляции экспрессии хинолоксидазы
bd�типа у этих двух бактерий наблюдаются значительные различия в
диапазоне концентраций кислорода в среде роста, при которых про�
исходит максимальная индукция данного фермента.

Впоследствии, Ву и соавторы [87] провели более тщательное иссле�
дование этого белка. Были идентифицированы два участка связыва�
ния CydR с ДНК в промоторной области генов cyd. Было установлено,
что этот регуляторный белок очень чувствителен к кислороду [87].
Повышенная чувствительность к О

2
 белка CydR по сравнению с Fnr,

с точки зрения авторов, является дополнительным фактом, подтверж�
дающим, что цитоплазматическая концентрация кислорода у A. vine�
landii может достигать очень низкого уровня, даже при высокой кон�
центрации кислорода в окружающей среде.

Азотзависимая регуляция хинолоксидазы bd�типа

Мошири и соавторами было показано, что уровень мРНК генов
cyd в 2–3 раза выше в случае клеток, фиксирующих молекулярный
азот, по сравнению с клетками, выращенными в среде с добавленным
источником связанного азота [59], что хорошо согласуется с получен�
ными ранее спектрофотометрическими данными по изменению коли�
чества цитохрома d. Как было описано выше, азотзависимая регуля�
ция генов, продукты которых необходимы для осуществления про�
цесса азотфиксации, находится под контролем регуляторных белков
NifL и NifA. Исследования на штаммах, мутантных по различным

азотзависимым регуляторным белкам, показали, что эта система не
является необходимой для повышенной экспресии хинолоксидазы
bd�типа в условиях азотфиксации. Однако было показано, что мута�
ция по гену ntrA, кодирующему фактор транскрипции s54, предотвра�
щает такое 2–3�кратное повышение экспрессии этого фермента, хотя
известно, что транскрипция генов cyd осуществляется с участием σ70.
Таким образом, механизм азотзависимой регуляции хинолоксидазы
bd�типа в настоящее время неизвестен. Высказывается предполо�
жение, что экспрессия этого фермента может находиться под контро�
лем неизвестного пока белка, для проявления регуляторных свойств
которого необходим продукт гена ntrA [59].

Влияние мутаций по различным терминальным оксидазам A. vinelandii
на способность к диазотрофному росту этого микроорганизма при

высоких концентрациях О
2

Особенности условий индукции хинолоксидазы bd�типа у A. vine�
landii указывают на то, что этот фермент играет важную роль в реали�
зации механизма дыхательной защиты. В лаборатории Поула были
сконструированы мутантные штаммы с нарушенным синтезом этого
фермента. Было показано, что данные штаммы не способны расти
при высокой аэрации в отсутствие источника связанного азота. Спо�
собность мутантных штаммов к диазотрофному росту наблюдалась
лишь при значительном снижении концентрации кислорода (до 1,5%
O

2
). Полученные результаты позволили авторам сделать вывод о том,

что хинолоксидаза bd�типа является жизненноважным ферментом в
условиях, когда необходима дыхательная защита нитрогеназного
комплекса [47]. В то же время ни мутация по терминальной оксидазе
о�типа, ни мутация по цитохромоксидазе cbb

3
�типа не приводили к

повышению чувствительности к кислороду фиксирующей N
2
 культуры

A. vinelandii [1, 52]. Более того, мутантный по обеим этим терминальным
оксидазам штамм A. vinelandii не отличается от штамма дикого типа по
своей способности к фиксации N

2
 в аэробных условиях [1]. Предпо�

лагается, что эти альтернативные ветви дыхательной цепи A. vinelandii
важны для роста в микроаэробных условиях, то есть когда нужна вы�
сокая эффективность сопряжения (запасания энергии) [36, 37].

Таким образом, на сегодняшний день принято считать, что именно
терминальная оксидаза bd�типа ответственна за исключительно вы�
сокие скорости дыхания клеток A. vinelandii, позволяющие этой бак�
терии снижать концентрацию кислорода в цитоплазме и обеспечивать
защиту нитрогеназного комплекса от повреждающего действия О

2
.
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ПЕРВИЧНЫЕ ДЕГИДРОГЕНАЗЫ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ A. vinelandii
И ИХ РОЛЬ В ОСУЩЕСТВЛЕНИИ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЗАЩИТЫ

Ранние исследования дыхательной цепи A. vinelandii показали,
что в ее состав входят по крайней мере следующие первичные дегид�
рогеназы: NADH дегидрогеназа, NADPH дегидрогеназа, сукцинат�
дегидрогеназа, гидрогеназа, глицерофосфат�дегидрогенза и малат:хи�
нон�оксидоредуктаза [66].

На сегодняшний день роль терминальной оксидазы bd�типа в ды�
хательной защите у A. vinelandii не вызывает сомнения. Отличитель�
ной особенностью этой терминальной оксидазы является ее способ�
ность работать с очень высокой скоростью (>104 сек–1). Неудивитель�
но, что именно такая терминальная оксидаза ответственна за осу�
ществление повышенных скоростей дыхания клеток A. vinelandii, что
позволяет им обеспечивать защиту нитрогеназного комплекса от пов�
реждающего действия кислорода. Однако для того, чтобы на терми�
нальном участке дыхательной цепи мог идти процесс очень быстрого
поглощения О

2
 за счет работы хинолоксидазы, на начальных участках

этой цепи должен существовать фермент, способный к столь же быст�
рому восстановлению убихинона. По�видимому, такой фермент дол�
жен окислять какой�то из основных субстратов дыхательной цепи,
и его активность не должна быть сопряжена с генерацией протонного
потенциала. Как известно, основным субстратом для начальных участ�
ков дыхательной цепи бактерий является NADH. Поэтому основное
внимание было уделено изучению NADH:хинон�оксидоредуктаз ды�
хательной цепи A. vinelandii.

Бактериальные NADH:хинон�оксидоредуктазы

В дыхательной цепи большинства бактерий присутствуют фер�
менты, способные осуществлять NADH:хинон�оксидоредуктазную
реакцию. Бактериальные NADH дегидрогеназы можно разделить на
три основных класса – протон�транслоцирующие NADH:хинон�ок�
сидоредуктазы (NDH I), натрий�транслоцирующие NADH:хинон�
оксидоредуктазы (Na+�NQR) и несопряженные NADH:хинон�окси�
доредуктазы (NDH II) [19, 23, 54, 89]. Эти ферменты значительно
отличаются друг от друга по своей структуре, субстратной специфич�
ности и чувствительности к различным ингибиторам. Основное отли�
чие этих ферментов заключается в их различной способности к транс�
локации ионов через мембрану.

NADH:хинон�оксидоредуктаза I (NDH I) по многим своим
характеристикам гомологична Комплексу I из митохондрий [5, 82]. У
E. coli этот фермент представляет собой белок с молекулярной массой
около 525 кДа. Он состоит из 13 субъединиц (NuoA�NuoN) и содержит

нековалентно связанный FMN и 6–9 Fe�S кластеров в качестве
кофакторов [5, 51, 81]. NADH:хинон�оксидоредуктазная активность
этого фермента чувствительна к таким ингибиторам, как капсаицин,
анонин и пирицидин А [17, 19, 54, 88]. Активность NDH I сопряжена
с генерацией протонного потенциала [17, 19, 21, 54]. Было показано,
что соотношение H+/e– для Комплекса I составляет 2H+/e– [4, 83].
Эффективность генерации ∆µ

Н
+ бактериальными NDH I изучена в зна�

чительно меньшей степени, известно лишь, что соотношение H+/e–

для этого фермента из E. coli составляет по крайней мере 1,5 [21].
NADH:хинон�оксидоредуктазы II типа (NDH II) устроены гораздо

проще. Они состоят всего из одной субъединицы (M
r 
= 47 кД в случае

фермента из E. coli) и содержат только один кофактор (чаще всего –
нековалентно связанный FAD) [89]. Активность этих ферментов не
сопровождается переносом ионов через мембрану [17, 19, 54]. Фер�
менты типа NDH II не известны в митохондриях высших животных,
однако аналогичные белки функционируют в митохондриях некото�
рых простейших, грибов и растений [2, 89]. При кажущейся простоте
этот фермент до сих пор мало изучен. На настоящий момент известно,
что активность NDH II, в отличие от NDH I, практически нечувстви�
тельна к таким ингибиторам, как пирицидин А и капсаицин [17, 88].

Окисление NADH дыхательной цепью A. vinelandii

В ранних работах были получены указания на то, что NADH:хи�
нон�оксидоредуктазная активность суббактериальных частиц A. vine�
landii сопровождается генерацией протонного потенциала [11]. Таким
образом, это указывало на наличие фермента типа NDH I в дыха�
тельной цепи этого микроорганизма. Известно, что при повышении
концентрации кислорода в среде роста происходит значительное уве�
личение NADH�оксидазной активности в мембранных препаратах
A. vinelandii [12, 42]. Этот процесс сопровождается снижением эффек�
тивности сопряжения на NADH�дегидрогеназном участке дыхатель�
ной цепи [41].

Также на ранних этапах исследования дыхательной цепи A. vine�
landii была отмечена ее способность к окислению NADPH. Было пос�
тулировано, что эта активность обусловлена функционированием
специального фермента – NADPH дегидрогеназы [13]. Было пока�
зано, что степень сопряженности NADPH : Q

1
 оксидоредуктазной

реакции с генерацией протонного потенциала значительно меньше,
чем NADH : Q

1
 оксидоредуктазной реакции [28]. Также было проде�

монстрировано, что у диазотрофно выращенных клеток A. vinelandii
наблюдается индукция NADPH�оксидазной активности при повы�
шении концентрации О

2
 в среде роста [69]. Совокупность этих дан�
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ных указывала на то, что в дыхательной цепи A. vinelandii функциони�
руют различные NAD(P)H�дегидрогеназы с разной способностью к
генерации мембранного потенциала.

В последующих работах, при анализе чувствительности к капсаи�
цину NADH� и dNADH�оксидазных активностей мембранных пре�
паратов A. vinelandii, было установлено, что окисление NADH в дыха�
тельной цепи этой бактерии осуществляется двумя различными фер�
ментами: сопряженной и несопряженной с генерацией протонного
потенциала NADH:хинон�оксидоредуктазами (NDH I и NDH II, соот�
ветственно) [17]. Ген, кодирующий NADH�дегидрогеназу NDH II типа
у A. vinelandii, был клонирован и секвенирован [18].

Также была изучена регуляция экспрессии различных NADH�де�
гидрогеназ. Было показано, что удельная активность NDH I и NDH
II в клетках A. vinelandii зависит от концентрации кислорода и связан�
ного азота в среде выращивания. При повышении концентрации O

2
активность несопряженной NADH дегидрогеназы увеличивается, в
то время как активность сопряженного фермента уменьшается. Дан�
ная кислородзависимая регуляция соотношения NADH:хинон�
оксидоредуктаз у A. vinelandii осуществляется с участием описанного
выше белка CydR [17]. При переходе культуры клеток A. vinelandii к
диазотрофному росту активность NDH II увеличивается, а актив�
ность NDH I не изменяется. Таким образом, биохимические свойства
NDH II и, особенно, условия индукции этого фермента у A. vinelandii
указывают на его возможную роль в реализации механизма дыха�
тельной защиты.

Для проверки этой гипотезы был сконструирован штамм A. vine�
landii с генетически инактивированным NDH II. В соответствии с
предсказаниями было установлено, что скорость дыхания клеток этого
штамма значительно ниже по сравнению с клетками дикого типа.
Данный штамм оказался неспособным к диазотрофному росту при
высокой концентрации О

2
, в то время как ростовые характеристики

этого штамма в содержащей ацетат аммония среде не отличались от
роста штамма дикого типа. Мутантный по NDH II штамм A. vinelandii
был способен к диазотрофному росту только при пониженной кон�
центрации кислорода [18]. Совокупность полученных данных позво�
лила авторам сделать вывод о том, что наряду с хинолоксидазой bd�
типа несопряженная NADH:хинон�оксидоредуктаза также необхо�
дима для осуществления дыхательной защиты нитрогеназного комплекса
A. vinelandii. Также было продемонстрировано, что описанная выше
NADPH�оксидазная активность дыхательной цепи A. vinelandii осу�
ществляется исключительно за счет функционирования NDH II [18].

ОСОБЕННОСТИ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ A. vinelandii,
ПОЗВОЛЯЮЩИЕ ЭТОЙ БАКТЕРИИ ОСУЩЕСТВЛЯТЬ

МЕХАНИЗМ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЗАЩИТЫ

Описанные выше данные о структуре и свойствах дыхательной
цепи A. vinelandii представлены в виде схемы на рис. 1. Как видно из
этой схемы, при росте в условиях низкой концентрации кислорода и
избытка связанного азота дыхательная цепь A. vinelandii преимущест�
венно состоит из ферментов с высокой эффективностью сопря�
жения, а именно: NADH�дегидрогеназы I, хинолокидазы о�типа,
bc

1
�комплекса и цитохромоксидазы cbb

3
�типа. Общая эффективность

генерации протонного потенциала при этом должна составлять 4–5
Н+/e– (по аналогии с дыхательной цепью митохондрий и E. coli [4, 21,
83, 84]). В то же время, в условиях повышенной аэрации и, особенно,
в условиях дефицита связанного азота, среди ферментов дыхательной
цепи превалируют несопряженные ферменты или ферменты с пони�
женной эффективностью запасания энергии, а именно – NDH II и
хинолоксидаза bd�типа. Скоординированная индукция этих двух
ферментов достигается, по�видимому, за счет того, что регуляция
экспрессии как NDH II, так и терминальной оксидазы bd�типа,
находится под контролем одного и того же регуляторного белка CydR.
Суммарная эффективность сопряжения для такой цепи составляет
всего лишь 1Н+/e–. Таким образом, индукция ферментов дыхательной
защиты приводит к четырех�пятикратному снижению эффектив�
ности генерации протонного потенциала полной электрон�транс�
портной цепью.

Такая низкая эффективность может приводить к тому, что дыха�
тельная цепь A. vinelandii при осуществлении дыхательной защиты
не испытывает лимитирования дыхательным контролем. Преиму�
щество NDH II и хинолоксидазы bd�типа перед ферментами с высо�
кой эффективностью генерации ∆µ

Н
+, очевидно, заключается не только

в возможном отсутствии эффекта дыхательного контроля, но и в очень
высоких значениях удельной активности, характерных для этих фер�
ментов – 560 мкг атом O мин–1 мг белка–1 [44] и 106 ммоль NADH
мин–1 мг белка–1 [20] для хинолоксидазы bd�типа и NDH II, соответст�
венно. Так, в случае NDH II из E. coli удельная активность этого фер�
мента как минимум на 2–3 порядка выше, чем активность NDH I
[20]. Очевидно, что такая высокая активность NDH II и хинолокси�
дазы bd�типа связана, прежде всего, с отсутствием протонтранслоци�
рующей функции у этих ферментов (терминальная оксидаза bd�типа
генерирует протонный потенциал лишь за счет скалярных процессов
по обе стороны мембраны [38]). По�видимому, любой фермент,
активность которого связана с транслокацией протонов через мемб�
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рану, устроен намного сложнее и функционирует значительно мед�
леннее, чем несопряженный фермент. Таким образом, при лимитиро�
вании максимальной скорости дыхания клеток поверхностью мемб�
раны, использование ферментов без протон�транслоцирующей функ�
ции и позволяет A. vinelandii достичь сверхвысоких скоростей дыха�
ния, свойственных для этой бактерии и необходимых для осуществ�
ления дыхательной защиты. Конечно, за такие преимущества дыха�
тельной цепи, состоящей лишь из NDH II и хинолоксидазы bd�типа,
A. vinelandii вынужден «платить» очень низкой эффективностью запа�
сания энергии при дыхании, что приводит к крайне низкому эконо�
мическому коэффициенту (нормированный на количество потреб�
ленных субстратов прирост биомассы), характерному для этого
микроорганизма при росте в условиях высокой аэрации [9].

Окисление малата в цикле Кребса у A. vinelandii

Итак, исходя из описанных выше данных, можно предположить,
что дыхательная защита нитрогеназного комплекса A. vinelandii дос�
тигается за счет исключительно быстрой работы дыхательной цепи,
состоящей из NDH II и хинолоксидазы bd�типа. Однако высокая
экспрессия этих ферментов, по�видимому, еще не является достаточ�
ным механизмом для диазотрофного роста при высокой концентра�
ции О

2
. Скорее всего, и другие метаболические пути A. vinelandii также

должны быть адаптированы для осуществления этой уникальной осо�
бенности. В данном разделе в качестве примера хотелось бы обратить
внимание на окисление малата у A. vinelandii. Действительно, для быст�
рой работы дыхательной цепи необходимо, чтобы ее активность не
была лимитирована доступностью субстратов, прежде всего NADH.
Для достижения этого важно, чтобы скорость оборота цикла Кребса
была достаточно высокой. Высказывались предположения, что ско�
рость этого оборота может быть лимитирована очень низкой кон�
центрацией оксалоацетата в цитоплазме, так как положение равно�
весия малатдегидрогеназной реакции

малат + NAD+ → оксалоацетат + NADH + H+ (∆G0' =
= +28,6 кДж/моль)

сильно сдвинуто в сторону образования малата [57]. Интересно отме�
тить, что у многих бактерий наряду с обычной, цитоплазматической
формой малатдегидрогеназы присутствует также мембраносвязанная
форма этого фермента (так называемая малат:хинон�оксидоредук�
таза), катализирующая окисление малата не за счет восстановления
NAD+, а за счет восстановления хинона дыхательной цепи [56]. Потен�
циал пары Q/QH

2
 (+110мВ при рН=7,0) значительно более положи�

телен по сравнению с парой NAD+/NADH (�320 мВ, рН 7,0), что

приводит к тому, что положение равновесия малат:хинон�оксидо�
редуктазной реакции сильно сдвинуто уже в сторону образования
оксалоацетата:

малат + Q → оксалоацетат +QH
2
 (∆G0' = �55,0 кДж/моль).

Таким образом, использование A. vinelandii малат:хинон�оксидо�
редуктазы вместо малатдегидрогеназы может привести к намного более
высокой скорости оборота цикла Кребса и, следовательно, к более
высоким скоростям дыхания (правда, опять за счет понижения эко�
номического коэффициента). Действительно, для A. vinelandii харак�
терно наличие очень высокой малат:хинон�оксидоредуктазной актив�
ности. Данная активность значительно возрастает при повышении
концентрации кислорода в среде роста [69], что указывает на возмож�
ную роль этого фермента в механизме дыхательной защиты. Более
того, обычная, NAD+�зависимая малатдегидрогеназная активность
не детектируется у этого микроорганизма (неопубликованные дан�
ные нашей группы). Однако, к сожалению, последний факт не позво�
ляет доказать роль малат:хинон�оксидоредуктазы в механизме дыха�
тельной защиты с помощью техники направленного мутагенеза, так
как, в отличие от описанной выше ситуации с терминальными окси�
дазами или NADH дегидрогеназами, в данном случае отсутствует
альтернативный путь осуществления изучаемой реакции.

IV. МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ КЛЕТОК
A. vinelandii, СПОСОБСТВУЮЩИЕ ОСУЩЕСТВЛЕНИЮ

МЕХАНИЗМА ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЗАЩИТЫ

За последние годы гипотеза о дыхательной защите нитрогеназ�
ного комплекса A. vinelandii получила большое количество экспери�
ментальных подтверждений и на сегодняшний день является обще�
принятой теорией, объясняющей уникальную способность этого мик�
роорганизма к диазотрофному росту при высоких концентрациях О

2
.

Тем не менее, далеко не все экспериментальные данные легко укла�
дываются в эту модель, и в последнее время неоднократно высказы�
вались сомнения в ее справедливости [61, 79]. К наиболее существен�
ным критическим замечаниям можно отнести следующие:

1) действительно, при повышении концентрации кислорода ско�
рость дыхания клеток A. vinelandii возрастает. Однако данное уве�
личение дыхания наблюдается лишь в диапазоне концентраций O

2
 в

среде роста от 0 до 70 мкМ, дальнейшее повышение концентрации
кислорода практически не вызывает увеличения удельной скорости
дыхания клеток A. vinelandii. Таким образом, предполагается функцио�
нирование каких�то добавочных механизмов адаптации к повышен�
ным концентрациям кислорода.
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2) теоретические расчеты скорости поступления О
2
 в бактериаль�

ную клетку показывают, что даже такая максимально высокая ско�
рость дыхания, которая характерна для A. vinelandii, все равно явно
недостаточна для поддержания сколько�нибудь заметного градиента
концентрации кислорода между цитоплазмой и окружающей средой [79].

Попробуем рассмотреть эти вопросы подробнее:
1. Наверное, было бы неправильным подразумевать под дыхатель�

ной защитой простое увеличение скорости дыхания клеток. Увели�
чение градиента [O

2
] можно достичь за счет двух независимых про�

цессов: (1) за счет увеличения скорости дыхания и (2) за счет умень�
шения скорости диффузии кислорода в клетку (возможные меха�
низмы этого процесса будут рассмотрены ниже). Можно предполо�
жить, что при увеличении концентрации O

2
 в среде роста от 0 до 70

мкМ работает преимущественно первый механизм, дальнейшее же
возрастание [O

2
] уже не может быть компенсировано повышением

дыхания (либо за счет полного насыщения внутренней мембраны
ферментами дыхательной цепи, либо за счет лимитирования дыхания
скоростью поступления субстратов в клетку). По�видимому, в этих
условиях A. vinelandii осуществляет защиту нитрогеназного комплекса
за счет уменьшения скорости потока кислорода в клетку. Хотелось
бы отметить, что такую регуляцию диффузии кислорода нельзя рас�
сматривать в качестве отдельного механизма защиты нитрогеназного
комплекса, так как это исключительно пассивная мера, и она, сама
по себе, не способна привести к формированию градиента [O

2
]. Только

процесс активного дыхания может служить движущей силой для этого
процесса. Таким образом, механизм дыхательной защиты должен
состоять из двух процессов: (1) увеличения скорости дыхания и (2)
уменьшения скорости диффузии кислорода в клетку.

2. Конечно же, лучшим ответом на второй вопрос было бы прямое
измерение внутриклеточной концентрации О

2
 у A. vinelandii. Однако,

на сегодняшний день еще не разработаны методические подходы для
подобного рода измерений. Поэтому нам было важно критически
разобрать опубликованные ранее теоретические расчеты скорости пос�
тупления кислорода в бактериальную клетку [79]. В основу этих рас�
четов бралась формула J

x
 = D @A @ [О

2
среды]/r

0
, где J

x
 – поток кислорода

внутрь клетки, D – коэффициент диффузии кислорода, А – площадь
поверхности бактериальной клетки, r

0
 – радиус клетки. Эти расчеты

подразумевают, что за счет осуществляемого при выращивании
бактерий активного перемешивания среды концентрация кислорода
снаружи клетки везде постоянна (то есть не зависит от расстояния от
клетки) и равна [O

2
] в среде роста. Однако из�за существования

эффекта неперемешиваемого слоя на границе раздела фаз (в данном

случае на границе клетка/среда) это, по�видимому, не так, что
подтверждается многими экспериментальными измерениями [32].
Для небольших сферических объектов толщина неперемешиваемого
слоя может быть достаточно существенной и обычно приблизительно
равна их радиусу. Таким образом, создаваемый за счет дыхания гра�
диент [O

2
] должен формироваться не на узкой границе клетка/среда,

а во всем объеме неперемешиваемого слоя. Попробуем провести
расчеты величины градиента кислорода в этом случае.

Рассмотрим сферическую клетку радиуса r
0
 (см. схему на рис.

2А). Пусть дыхательная цепь, расположенная в клеточной мембране
(то есть на расстоянии r

0
 от центра клетки), является единственным

потребителем кислорода. Скорость потребления О
2
 одной клеткой

постоянна и равна ν. Будем предполагать, что на расстоянии L
(L = r

0
+ l

n
, где l

n
 – толщина неперемешиваемого слоя вокруг клетки,

рис. 2А) от центра клетки концентрация кислорода поддерживается
постоянной и равна О

2
среды. Концентрация кислорода в каждой точке

пространства, удаленной от центра клетки не более, чем на L, опреде�
ляется решением уравнения диффузии [8], записанного в сферических
координатах:

     (1.1)

Здесь D – коэффициент диффузии, а u = u(r) – концентрация О
2

на расстоянии r от центра клетки. Так как в рассматриваемой нами
системе есть два компартмента (шар радиуса r

0
 в качестве внутрен�

ности клетки и сферический слой, ограниченный сферами радиусов
r

0
 и L в качестве внеклеточного пространства), то мы должны рассмат�

ривать уравнение (1.1) для каждого из них. Пусть u(1)(r) и u(2)(r) обоз�
начают внутриклеточную и внеклеточную концентрацию кислорода,
соответственно, и забуференность концентрации кислорода на рас�
стоянии L от центра клетки будет соответствовать следующему гра�
ничному условию:

u(2)(L) = О
2
среды    (1.2)

Второе граничное условие диктуется нам симметрией задачи:

     (1.3)

Это условие подразумевает отсутствие градиента кислорода в центре
клетки, то есть в точке r = 0. Кроме того, решения u(1)(r) и u(2)(r) должны
быть связаны так, чтобы в точке r = r

0
 разность между диффузион�

ными потоками вне и внутри клетки была равна скорости потребле�
ния кислорода дыхательной цепью:
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    (1.4)

и выполнялось условие неразрывности

u(1)(r
0
) = u(2)(r

0
).    (1.5)

Решение задачи (1.1)–(1.5) в предположении, что коэффициент
диффузии D одинаков для обоих компартментов, дает следующее выра�
жение для стационарного распределения кислорода внутри (0 ≤ r ≤ r

0
)

и вне (r
0
 ≤ r ≤ L) клетки:

     (1.6)

Остановимся на анализе полученной формулы поподробнее. Итак,
концентрация кислорода должна убывать от границы неперемеши�
ваемого слоя до клеточной мембраны и должна быть постоянной
внутри клетки (рис. 2Б). Очевидно, что разница между [O

2
]среды и [O

2
]

внутри клетки прямо пропорциональна скорости дыхания клетки и
обратно пропорциональна коэффициенту диффузии для кислорода
внутри неперемешиваемого слоя. Также эта разница должна убывать
при увеличении радиуса клетки и возрастать при увеличении толщины
неперемешиваемого слоя. То есть можно предположить, какими мор�
фологическими и биохимическими особенностями должна обладать
клетка A. vinelandii для эффективной реализации механизма дыхатель�
ной защиты.

Прежде всего, такая гипотетическая клетка должна максимально
увеличивать толщину неперемешиваемого слоя вокруг себя и макси�
мально понижать коэффициент диффузии для О

2
 внутри этого слоя.

Интересно отметить, что для A. vinelandii характерно образование
слизевой капсулы вокруг клетки ([25], см. также рис. 3Б). Наличие
такой капсулы действительно должно приводить к значительному
увеличению толщины неперемешиваемого слоя и понижению коэф�
фициента диффузии внутри него. Любопытно, что скорость продук�
ции альгинатов – «строительного материала» капсулы – повышается
при увеличении концентрации О

2
 и при переходе культуры к диазо�

трофному росту [74], то есть в тех условиях, когда необходима реали�
зация механизма дыхательной защиты.

Далее, такая гипотетическая клетка должна максимально увели�
чивать скорость дыхания (здесь под скоростью дыхания мы подразу�

Рис. 2. Схематическое изображение клетки A. vinelandii (А) и зависимости
концентрации кислорода от расстояния от центра клетки (Б).

Концентрация О2 была рассчитана по формуле (1.6) с использованием сле�
дующих параметров: v = 0,33@10–10 мкмоль О2 за 1 сек, r0 = 0,5 мкм, L = 2 мкм,
D = 0,8@10–7 дм2 за 1 сек, [O2]

среды = 6 мкМ.
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меваем скорость дыхания одной клетки). Простейшим решением этой
задачи было бы простое увеличение размера клетки. Так, теоре�
тическое увеличение радиуса клетки в 2 раза приведет к увеличению
поверхности мембраны в 4 раза и, соответственно, к увеличению
скорости дыхания клетки также в 4 раза. Однако величина градиента
О

2
 обратно пропорциональна радиусу клетки, поэтому такое 4�крат�

ное увеличение дыхания приведет лишь к 2�кратному увеличению
градиента кислорода. Поэтому наиболее оптимальным путем было
бы увеличение скорости дыхания клетки без увеличения ее линейных
размеров. Прежде всего, это возможно за счет повышения концент�
рации ферментов дыхательной цепи внутри цитоплазматической
мембраны и, в основном, за счет повышения концентрации очень
быстро работающих ферментов (NDH II и хинолоксидазы bd�типа,
рис. 1), лишенных протон�переносящих функций. Интересно отме�
тить, что такая повышенная концентрация ферментов дыхательной
цепи в мембране является характерной особенностью A. vinelandii. Так,
мембранные препараты, полученные из этой бактерии демонстрируют
очень высокую удельную скорость потребления О

2
, способную дос�

тигать 20–30 мкг атом О
2
/мин на 1 мг белка (данные нашей группы).

Однако, такое увеличение скорости дыхания клетки возможно лишь
до какого�то уровня из�за достижения насыщения мембраны фермен�
тами дыхательной цепи и другими белками. Таким образом, дальней�
шее увеличение скорости дыхания клетки возможно лишь за счет уве�
личения площади мембраны. Для того, чтобы такое увеличение пло�
щади мембраны не приводило к увеличению линейных размеров клетки,
эти мембранные «излишки» должны образовывать инвагинации напо�
добие крист в митохондриях или хроматофоров у Rhodobacter sphaeroi�
des. Интересно отметить, что в полном соответствии с этим предсказа�
нием наличие таких мембранных инвагинаций является характерной
особенностью A. vinelandii ([67], см. также рис. 3А).

Исходя из наших теоретических расчетов, попробуем оценить
величину градиента кислорода между окружающей средой и цито�
плазмой A. vinelandii. Скорость дыхания одной клетки A. vinelandii
может составлять ~ 0,33 @ 10–10 мкмоль О

2
 за 1 секунду (данные нашей

группы), а радиус клетки данного микроорганизма приблизительно
равен 0,5 мкм. Предположим, что толщина неперемешиваемого слоя
для такой клетки ~2 мкм, а коэффициент диффузии кислорода внутри
этого слоя равен 0,8 @ 10–7 дм2 за 1 секунду [32]. Как видно из рис. 2Б,
разница в концентрации кислорода между цитоплазмой A. vinelandii
и средой в этом случае будет составлять приблизительно 6 мкМ. Таким
образом, по крайней мере в микроаэробных условиях скорости дыха�
ния клеток A. vinelandii вполне достаточно для поддержания сущест�
венного градиента кислорода и для осуществления механизма дыха�
тельной защиты.

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нитрогеназный комплекс, осуществляющий реакцию восстанов�
ления молекулярного азота, исключительно чувствителен к повреж�
дающему действию кислорода. Поэтому большинство способных к
азотфиксации бактерий осуществляют эту реакцию в анаэробных
либо в микроаэробных условиях. Лишь микроорганизмы рода Azoto�
bacter способны эффективно фиксировать молекулярный азот при
очень высоких концентрациях О

2
 в окружающей среде. Считается,

что очень высокая дыхательная активность, характерная для A. vine�
landii, позволяет этому микроорганизму эффективно снижать кон�
центрацию кислорода в цитоплазме до такого низкого уровня, при
котором нитрогеназный комплекс уже не испытывает повреждаю�
щего действия О

2
. Это предположение не является столь очевидным,

как кажется на первый взгляд. Действительно, наличие значитель�
ного градиента кислорода между телом и окружающей средой весьма

Рис. 3. А. Ультраструктура клетки A. vinelandii, мембранные инвагинации (МИ)
указаны стрелками (фотография получена на электронном микроскопе
JEM�100CX Hitachi�12 с использованием негативного контрастирования уранил�
ацетатом).

Б. Структура капсул клеток A. vinelandii (фотография получена на световом
микроскопе Univar (Reichert), негативный контраст).
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характерно для таких крупных организмов (с очень большим отно�
шением объема тела к его поверхности), как, например, позвоночные
животные. Однако при столь малых линейных размерах организма
как у клеток A. vinelandii (с очень малым отношением объема клетки
к ее поверхности) поток О

2
 в клетку за счет диффузии является уже

очень значительным. Таким образом, лишь большой набор описан�
ных выше уникальных биохимических и морфологических особен�
ностей A. vinelandii позволяет ему демонстрировать исключительную
способность к фиксации N

2
 при высокой концентрации кислорода.

Ведущая роль в этом процессе принадлежит дыхательной цепи, сос�
тоящей из несопряженной NADH:хинон�оксидоредуктазы и хинол�
оксидазы bd�типа.

Необходимо отметить, что функционирование дыхательной цепи,
состоящей практически исключительно из несопряженной NADH:хи�
нон�оксидоредуктазы и несопряженной хинолоксидазы, характерно
также для митохондрий некоторых растений (митохондрии термоген�
ных тканей растений [2]) и грибов (окисляющие ксилозу дрожжи Pichia
stipitis [77]). Таким образом, индукция активности несопряженной
альтернативной ветви дыхательной цепи, по�видимому, является уни�
версальным механизмом для осуществления ускоренного дыхания,
что может быть использовано для понижения внутриклеточной кон�
центрации кислорода, теплопродукции, регуляции метаболических
потоков или каких�либо других функций.
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