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I. ВВЕДЕНИЕ
 В 2007 году исполняется 150 лет со дня рождения одного из 
осно вателей российской биохимии академика А.Н. Баха. Работы 
А.Н. Баха, выполненые в конце 19- начале 20-х веков, получили все-
мирное признание. Одним из его научных достижений является 
фор мулировка и экспериментальное доказательство совместно с 
Р. Шодой перекисной теории биологического окисления. Основные 
поло жения этой теории были представлены в 1902 г. в работе «Ис сле-
дования о роли перекисей в химии живой клетки» (Bach, A., Cho dat, 
R., (1903).Untersuchungen uber die Rolle der Peroxyde in der Che mie 
der lebenden Zelle. Ber. Deutsch. Chem. Gesell. 36), а также в серии 
последующих работ, опубликованных в 1902–1904 г.г. При выпол-
нении этой работы А.Н. Бахом и Р. Шодой в 1903 г. и были получены 
частично очищенные препараты пероксидазы из корней хрена. При 
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выделении ферментных препаратов, катализирующих окисление 
орга нических молекул, они неожиданно получили не одну, а две 
ак тив ные фракции. Первая фракция получила название оксигеназы, 
а вторая – пероксидазы [Bach, A., Chodat, R., 1903. Untersuchungen 
uber die Rolle der Peroxyde in der Chemie der lebenden Zelle. IV. Ueber 
Peroxy dase. Ber. Deutsch. Chem. Gesell. 36, 600–605]. Гомогенный 
пре парат пероксидазы из корней хрена был получен несколько деся-
ти летий спустя Вильшаттером и Теореллом, а ее аминокислотная пос-
ледовательность была установлена Карин Велиндер в 1979 г. [1]. 
 Несмотря на вековую историю, интерес к изучению и использо ва-
нию пероксидаз не ослабевает. Пероксидаза корней хрена (HRP) явля-
ется наиболее широко используемым ферментом в иммунофермент-
ных диагностических наборах со спектрофотометрической детек-
цией. В конце 80-х − начале 90-х годов прошлого века фирма Амер-
шам (Amersham, Великобритания) внедрила хемилюминесцентный 
анализ с использованием HRP, пользующийся исключительной 
попу лярностью, так же как и флюоресцентный анализ с помощью 
набора Амплекс Ред. В настоящее время на основе рекомбинантных 
перок сидаз разрабатываются высокочувствительные биосенсоры для 
опре деления различных соединений в сложных многокомпонентных 
смесях, в том числе и при анализе загрязнений в окружающей среде.
 В последние годы на рынке появились препараты пероксидаз из 
новых источников. К ним относятся: грибная пероксидаза Coprinus 
cinereus (старое название Arthromyces ramosus), производимая в 
ком мерческих масштабах в нативной и рекомбинантной фор мах 
фирмой Novo Nordisk (Дания); пероксидаза из отходов произ вод ства 
соевых бобов (Коламбас, Огайо, США) и пероксидаза из суперпроду-
цирующей культуры клеток батата (фирма Дусан, Южная Корея) [2]. 
Следует отметить, что наиболее перспективным ферментом для 
прак тического применения является рекомбинантный вариант 
гриб ной пероксидазы [3], отличающийся высокой стабильностью в 
экстре мальных условиях. Чрезвычайно высокой термостабильнос-
тью отли чаются пероксидазы пальм, которые были получены на 
химичес ком факультете Московского государственного университета 
И.Ю. Сахаровым [4].

II. КЛАССИФИКАЦИЯ ГЕМ-СОДЕРЖАЩИХ 
ПЕРОКСИДАЗ И РЕАКЦИОННЫЙ ЦИКЛ

 Гем-содержащие пероксидазы (КФ 1.11.1.X, где X определяется 
природой биологического восстановителя) подразделяются на 2 
суперсемейства: пероксидазы растений и пероксидазы животных. Эти 
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ферменты катализируют окисление различных электрон-донорных 
субстратов перекисью водорода. Каталитический цикл начинается 
c быстрого взаимодействия фермента и H2O2 с образованием так 
называемого Соединения I, которе содержит 2 окислительных экви-
валента: оксиферрил-гем и свободный радикал. Соединение I восста-
навливается донором электронов с образованием Соединения II, а 
затем нативного фермента, как показано на рис. 1. В дополнение к 
перок сидазной пероксидаза проявляет и оксигеназную активность. 
Оксигеназный цикл, как предполагается, действует при окислении 
гормона роста растений, индолилуксусной кислоты (см. ниже).

Рис. 1. Пять различных состояний активного центра пероксидаз растений.
 Основное состояние представлено ферри-ферментом, который при одно-
элект рон ном восстановлении образует ферро-форму; последняя присоединяет 
моле кулу кислорода и образует т.н. Соединение III. Каталитический цикл 
перок сидазной реакции включает Соединение I, которое образуется при двух-
элект ронном окислении железа активного центра и предсталяет собой феррил-
фор му и катион-радикал на порфириновом кольце, и Соединение II, продукт 
одноэлектронного восстановления Соединения I. Под действием избытка пере-
киси Соединение II образует Соединение III, однако при таком способе образо-
вания оно быстро разлагается под действием избытка перекиси (не показано).
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 Суперсемейство пероксидаз растений подразделяется на 3 клас-
са на основе гомологии аминокислотных последовательностей и 
осо бенностей пост-трансляционной модификации [5]. Класс I вклю-
чает микробиальные пероксидазы, бактериальные каталазы-перок-
сидазы (КФ 1.11.1.6), дрожжевую цитохром С пероксидазу (КФ 
1.11.1.5) и аскорбатпероксидазы растений (КФ 1.11.1.11). Класс 
II – это пероксидазы грибов, включающие лигнинпероксидазу 
(LIP), марганецпероксидазу (MnP) и секреторные пероксидазы рас-
тительного типа. Класс III – это классические пероксидазы рас тений. 
Пероксидазы двух последних классов (КФ 1.11.1.7) гли козилированы, 
содержат 4 дисульфидные связи и 2 катиона кальция на молекулу 
фермента.

III. СТРУКТУРА ПЕРОКСИДАЗ И МЕХАНИЗМ 
РАСЩЕПЛЕНИЯ ПЕРЕКИСИ ВОДОРОДА

 Прогресс белковой инженерии гем-содержащих пероксидаз и уста-
новление их кристаллической структуры (цитохром С перокси даза 
[6], аскорбатпероксидаза гороха [7], лигнин- [8, 9] и Mn-пе рок сидазы 
[10] Phanerochaete chrysosporium, грибная пероксидаза Coprinus 
cinereus(Arthromyces ramosus) [11, 12], пероксидаза арахиса [13], 
реком бинантная пероксидаза хрена (HRP) [14], пероксидаза ячменя, 
[15], сои [16] и две изоформы фермента из Arabidopsis tha liana [17–
19]) позволили предложить постадийный механизм, описывающий 
гетеролитическое расщепление H2O2 в активном центре и его после-
дующее восстановление молекулой фенольного субстрата (рис. 2).
 Главную роль в гетеролитическом расщеплении перекиси иг ра ют 
дистальные остатки His42 и Arg38. Пероксидаза содер жит три остатка 
гистидина в положениях 40, 42 и 170. Последний явля ется прокси-
мальным лигандом железа (см. рис. 3). Химической моди фи кации 
под вергаются только остатки His40 и His42 [20]. 
 Проксимальный остаток His170 отвечает за прочное связывание 
гема в активном центре. При его замене на остаток аланина константа 
скорости образования Соединения I уменьшается на 5 порядков. 
Добав ление имидазола позволяет увеличить эту константу в 1500 
раз, восстанавливая при этом лишь одну сотую от величины актив-
ности нативного фермента [21]. Полагают, что проксимальный 
лиганд гема His170 образует водородную связь с остатком Asp247. 
Это увеличивает его основность, облегчает стабилизацию заряда в 
окис ленных формах пероксидазы и позволяет поддерживать атом 
железа с координационным числом 5 [14].
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Дистальный или, как его еще назы вают, каталитический His42 отве-
чает за расщепление H2O2. Меха низм образования Соединения I 
включает переходное образова ние комплекса трехвалентного же ле-
за и пероксианиона при протони ровании дистального остатка гис-
тидина (рис. 2). Перенос протона с His42 на гидроксильную группу 
и образование молекулы воды гене ри рует оксиферрил-гем и катион-
ради кал на порфириновом кольце – Сое динение I. Водородная связь 
меж ду феррильным кислородом и дис таль ным остатком гистиди на 
в Сое динениях I и II не обна ру жена [22].
 При замене His42 на остатки Ala, Leu, Val константа скорости 
первой стадии реакции у мутант ных фер ментов уменьшается на 
много по ряд ков по сравнению с фермен том дикого типа [23, 24]. 
Напри мер, при введении в положение 42 остатка лейцина происходит 
уменьшение бимолекулярной константы ско рости взаимодействия 
фермента с H2O2 на 5 порядков по сравнению с нативной HRP и реком-
бинантным ферментом дикого типа, а констан та первого порядка 
гете ролитичес кого расщепления О–О связи при образова нии Соеди-
нения I снижа ется на 4 порядка. В случае мутанта HPR His42Ala 
добав ление в реакционную среду 2-замещенных имидазолов час тично 
восстанавливало каталитическую активность, благо даря образо ва-
нию альтернативного центра связывания про то нов. Двой ная замена 
Phe41His/His42Ala восстанавливает каталити чес кую активность 
фермента [25]. Мутант HPR His42Glu [26] (эта замена имитирует в 
молекуле пероксидазы корней хрена актив ный центр хлороперокси-
дазы) при взаимодействии с H2O2 на 4 по ряд ка менее активен, чем 
фер мент ди кого типа. При этом, в отличие от хлоро пероксидазы, 
при сут ствие дистального остатка аргинина явля ется критическим 
(двой ной мутант HPR His42Glu/Arg38Ser неактивен). 
 Важной структурной особенностью в молекуле HPR является 
на личие системы водородных свя зей от His42 к Asn70 [27] и далее 
к Glu64 и дистальному Са2+-связы вающему центру, как пока зано на 
рис. 3. Предполагается, что для мак си мальной эффек тив ности перок-
си даз ного катализа требуется совер шен но опре де ленная ориентация 
ими дазольного кольца His42 по отно ше нию к порфириновому кольцу, 
которая и реализуется посредством водо род ной связи между His42 
и Asn70 [27, 28]. При замене Asn70 на остаток валина [27, 29] эта 
водо род ная связь разрушается и мутант ный фермент демонстрирует 
очень низкую каталитическую активность.
 Остаток Arg38 в дистальной части белковой глобулы играет важ-
ную роль на всех ступенях катализа [30–32]. Замена его на ос та ток 
лизина уменьшает скорость образования Соединения I в 500 раз, а 
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Рис. 2. Участие Arg-38 и His-42 в о бра зовании молекулы воды (а). Вос ста нов-
ле ние Соединений I (б) и II (в) фенольным субстратом, иллю ст рирующее воз-
мож ную роль моле кулы воды активного центра [22].
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замена на остаток Leu – в 1200 
раз. Исследование му тант ной 
HPR Arg38Leu спект ральными 
методами по казало, что в ходе 
ре ак ции об ра зуется дополнитель-
ное про ме жуточное сое ди не ние, 
пред шествующее Соедине нию 
I и имеющее спектр, отлич ный 
от Соединения 0. Образование 
этого промежуточного соеди не-
ния наблю далось при низкой тем-
пературе, и, как полагают авторы, 
оно обусловлено связыванием 
пероксианиона. Изучение кванто-
вых моделей электронных спект-
ров предполагаемых пе ре ходных 
проме жуточных соединений по ка-
зало, что наиболее вероятной функ-
цией этого нового интермедиата 
является нейтральное связыва-
ние пере киси в активном цент-
ре фермента. Замена Arg38Leu 
умень шала на три порядка кон-
станту скорости образования 
комплекса фер мент–H2O2 и вы-
зы вала 6-крат ное снижение ве-
личины константы скорости рас-
пада этого комплекса с образованием Соединения II. Эти данные 
согласуются с предположением, что Arg38 выполняет две функции 
при ката литическом образовании Соединения I. Во-первых, он участ-
вует в связывании H2O2 и тем самым стимулирует перенос протона с 
Н2О2 к имидазольной группе His42 для облегчения связывания перок-
сид-аниона с гемом и, во-вторых, перераспределяет электронную 
плот ность между атомами кислорода при гетеролитическом разрыве 
О–О связи, то есть способствует как правильной ориентации пере-
киси водорода в активном центре, так и ее гетеролитическому рас-
щеплению. 
 Остаток аргинина в положении 38 участвует в стабилизации Сое-
динения I, образуя водородную связь с кислородом феррила [22]. 
По данным направленного мутагенеза, Arg38 в отличие от His42 
принимает участие в связывании ароматических субстратов. Замена 

Рис. 3. Общий вид молекулы перок-
си дазы хрена со стороны входа в 
ак тив ный центр, формируемого че-
тырьмя остатками фенилаланина – 
142, 143, 179, 68. Последний остаток 
имеет конформа цию крыш ки, кото рая 
при связывании ин ги би то ра бенз-
гидроксамовой кис ло ты «закры вается» 
(см. рис. 5).
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в молекуле HRP Arg38Leu привела к значительному уменьшению 
константы связывания пероксидазы с бензгидроксамовой кислотой 
[33], гваяколом и п-крезолом [30]. По данным рентгеноструктурного 
анализа комплекса пероксидазы хрена с цианидом и феруловой 
кислотой (см.ниже) этот остаток напрямую участвует в связывании 
субстратов пероксидазы. Таким образом, помимо контролирования 
реакционной способности пероксидазы в отношении пероксида 
водорода, остаток Arg38 играет важную роль в связывании и ориен-
тировании доноров электронов в активном центре фермента.
 Молекула воды, обнаруженная в активном центре HRP и ее 
комп лексах с феруловой кислотой и цианидом, также имеется в крис-
таллических структурах других пероксидаз растений [34] и отсутст-
вует в грибных и микробиальных пероксидазах. Остаток пролина, 
кис лород которого образует водородную связь с молекулой воды 
актив ного центра, присутствует во всех пероксидазах суперсемейства 
рас тений. Основываясь на кристаллических структурах вышеупомя-
нутых комплексов HRP [34], авторы предложили механизм окисления 
субстратов с участием молекулы воды активного центра [22] (рис. 
2). Сначала Arg38 образует водородную связь с фенольным кис-
лородом субстрата-восстановителя. Это помогает переносу протона 
с фенольного кислорода на His42 при участии молекулы воды актив-
ного центра, удерживаемой в нужном положении водородной связью с 
кислородом Pro139. Перенос электрона происходит на пор фи ри но вое 
кольцо гема. При восстановлении Соединения II перенос про тона, 
синхронный переносу электрона, также может происходить через 
молекулу воды активного центра (рис. 2). 

IV. ПРОБЛЕМА СУБСТРАТНОЙ СПЕЦИФИЧНОСТИ 
ПЕРОКСИДАЗ

 Вышеприведенные схемы протекания пероксидаз ной реак-
ции предполагают взаимодействие протонов субстрата с дисталь-
ным остатком Arg, присутствующим во всех пероксидазах, после-
довательности которых определены к настоящему времени. Однако 
проблема субстратной специфичности классических пероксидаз 
растений до сих пор не решена. Каждый фермент имеет свой соб ст-
венный профиль субстратной специфичности, и в настоящее вре мя, 
к сожалению, нельзя зара нее пред сказать, какова будет актив ность 
фермента по отношению к выб ранному донору электронов. Про-
кариотические и гриб ные пе роксидазы в дополнение к клас си чес ким 
искусст вен ным доно рам электронов (ABTS, о-фе ни лендиамин и 
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т.д.) имеют свои спе цифические субстраты. В лиг нинпероксидазе 
Trp171 иг рает роль специфичес кого цент ра связыва ния вератро-
вого спир та (модельный субстрат, ими тирую щий часть мо лекулы 
лиг нина) [35]. Мутант Mn-пероксидазы Ser168Trp, имити рую щий 
лигнинпероксидазу, активен по отношению к вератровому спирту 
[36]. Эти данные свидетельствуют о существовании цепи переноса 
элект ронов между гемом актив но го центра лигнинпероксидазы и 
Trp171, рас положенным от него на расстоя нии 16 Å (рис. 4).

СУБСТРАТ-СВЯЗЫВАЮЩИЙ ЦЕНТР ЛИГНИНПЕРОКСИДАЗЫ

 При изучении кристаллических структур двух изоферментов 
LIP из белого гриба Phanerochaete chrysosporium была обнаружена 
значительная электронная плотность у β атома углерода Trp171 
[37]. Детальный анализ показал, что эта электронная плотность 
обусловлена гидроксильной группой. Гидроксилирование β-атома 
углерода у Trp171 является автокаталитической реакцией, для которой 
требуется лишь небольшой избыток H2O2 и небольшое число обо ро тов 
фер мента [38]. Модификация рекомбинантного фермента проис хо дит 
бук вально в течение нескольких первых каталитических циклов. 
 Было высказано предположение о существовании в молекуле 
LIP двух различных субстрат-связывающих центров. Прямыми 
доказательствами в пользу этого предположения являются данные 

Рис. 4. Общий вид молекулы лиг-
нинпероксидазы.
 Показаны 2 катиона каль ция, 
гем, дистальный гистидин-47. 
Вход в активный центр кон тро-
ли руется водородной свя зью 
His82-Glu146, которая опре де-
ляет низкий рН-опти мум дей ст-
вия фермента. Остаток трипто-
фана-171 является субст рат-свя-
зывающим цент ром специфи-
ческого субстрата лигнинпе-
роксидазы – вератрового спирта.
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рентгеноструктурного анализа нативного фермента, отсутствие 
модификации Trp171 у рекомбинантного фермента и полная потеря 
активности по вератровому спирту у мутантов LIP Trp171Phe и 
Trp171Ser при сохранении активности по другим донорам элект-
ронов [35]. Первый (неспецифический) субстрат-связывающий 
центр находится на границе гем-связывающей области, а второй 
(специфический) – вблизи Trp171 (рис. 4), который необходим для 
окис ления вератрового спирта и проявления медиаторных свойств. 
 Скорость-лимитирующим этапом реакции восстановления 
Соединения II LIP вератровым спиртом является перенос электрона. 
Был предложен механизм взаимодействия катион-радикального 
комп лекса LIP-вератровый спирт с дополнительной молекулой 
верат рового спирта. Ключевым моментом этого механизма является 
стабилизация катион-радикала белковым микроокружением [39]. 
Изучение кристаллической структуры LIP показывает, что ближайшее 
окружение Trp171 является электроотрицательным и может вносить 
свой вклад в стабилизацию катион-радикала вератрового спирта. 
 Субстратом Mn-пероксидазы (MnP) служит ион двухвалентного 
марганца, локализованный внутри молекулы фермента [10, 40]. Нап-
равленный мутагенез остатков, координирующих ион марганца, нахо-
дящегося на расстоянии 11 Å от железа гема, снижает каталитичес кую 
активность фермента [41–43]. Изящная работа по направленному 
мутагенезу Мn-пероксидазы, выполненная в лаборатории проф. 
Оста [44], показала что замена остатка Ser168, занимающего в MnP 
позицию аналогичную остатку Trp171 в лигнинпероксидазе, на оста-
ток триптофана позволяет создать центр связывания вератрового 
спирта в Мn-пероксидазе. В отличие от нативного и рекомбинантного 
фермента дикого типа, мутантная форма МnP Ser168Trp не только 
полностью сохраняет активность по отношению к Mn2+, но и окисляет 
многочисленные субстраты LIP – как небольшие молекулы, так и 
поли меры. Введенный в молекулу MnP остаток триптофана стал 
цент ром для эффективного окисления различных субстратов LIP, 
кото рые для нативной формы MnP являются плохими субстратами 
или не являются таковыми вообще. Функциональное подобие меж-
ду мутантной формой MnP Ser168Trp и лигнинпероксидазой слу-
жит доказательством исключительной роли Trp171 в субстратной 
специфичности LIP [44].

СУБСТРАТ-СВЯЗЫВАЮЩИЕ ЦЕНТРЫ ПЕРОКСИДАЗЫ ХРЕНА

 В настоящее время сложилось мнение, что субстраты класси чес ких 
пероксидаз растений можно разбить на 3 группы. К первой отно сят 
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двух электронные доноры электронов, для которых главным является 
свя зывание вблизи активного центра (у плоскости гема, иодид-ион) 
или даже проникновение внутрь активного центра (тиоанизол, 
стирол – прямой перенос кислорода с феррила гема) [45]. Вторая 
группа представляет собой достаточно простые одноэлектронные 
ароматические субстраты, которые (как это было показано для феру-
ловой кислоты) связываются вблизи активного центра HRP. Третья 
группа – это субстраты, окисляющиеся по цепи переноса электронов 
(ABTS, IAA).
 В случае первой группы субстратов, механизм их окисления 
вклю чает перенос феррильного кислорода на субстрат, для которого 
необ ходимо прямое взаимодействие субстрата с ферриль ным кис ло-
родом. Повышенная активность переноса кислорода в мутантах HRP 
His42Ala [23, 24], His42Glu и в двойном мутанте His42Val/Arg38His 
служит прямым доказательством большей открытости дистального 
кармана при введении указанных мутаций [46].
 Субстраты второй группы связываются вблизи активного центра 
фер мента. Результаты белковой инженерии HRP и определение крис-
таллической структуры комплексов фермента с ингибитором и одним 
из субстратов (см.ниже) указывают на доступность активного центра 
для фенольных субстратов.
 Изучение взаимодействия пероксидазы хрена c ингибитором 
бензгид роксамовой кислотой (BHA) [47, 48] показало, что мутантная 
HRP His42Leu связывает ее в 1000 раз слабее, чем нативный или реком-
бинантный фермент дикого типа. Замена как остатка His42, так и 
остатка Arg38 резко ослабляет связывание BHA. 
 Кристаллическая структура комплекса пероксидазы хрена с 
бензгидроксамовой кислотой [47] часто рассматривается как мо-
дель связывания H2O2 в активном центре пероксидазы, хотя BHA 
является специфическим ингибитором именно пероксидазы хрена, 
но не других пероксидаз, в частности фермента табака. Очень инте-
ресным является тот факт, что в комплексе с BHA остаток Phe68 в 
моле куле HRP образует «крышку» гидрофобного кармана (рис. 5), 
что приводит к принципиально дру гой кристаллической структуре 
этого комплекса по сравнению со свобод ным рекомбинант ным фер-
ментом. Если свободный реком бинантный фермент обра зует крис-
таллическую ячейку с пере мен ным числом мо ле кул, то его комплекс 
с BHA представ ля ет со бой высокоупорядоченную струк туру с двумя 
молекулами на крис таллическую ячейку. Эти дан ные хорошо соот-
но сятся с результа та ми, полу ченными в нашей лаборатории при 
изу чении поведения димерной фор мы реком бинантной перокси дазы 
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хрена в обращенных мицеллах [49]. Было показано, что в системе 
обра щен ных мицелл субстраты влияли на равновесие мономер-димер 
рекомби нантной HRP.
 Феруловая кислота [(3-(4-гид рокси-3-метоксифенил)-2-пропио-
новая кислота] является субстратом рас тительных пероксидаз in vivo. 
В работе [34] представ лены крис таллические структуры двойного 
комп лекса пероксидазы хрена с фе ру ловой кислотой (рис. 6) и трой-
ного – HRP с феруловой кислотой и цианидом. Присутствие цианида 
в качестве шестого лиганда создает стерические затруднения в дис-
таль ном кармане гема и в некоторой степени этот эффект подобен 
присутствию феррильного кислорода в Соединениях I и II. Анализ 
струк туры этих комплексов свидетель ст вует о гибкости и динамич ном 
харак тере центра связывания аромати чес ких суб стратов в перокси дазе 
хрена. Авторы выделяют роль дистального остатка аргинина (Arg38) 
как в процессе окисления субстрата, так и связывании лиганда. Этот 
остаток образует водородные связи с цианидом, стабилизируя таким 
образом комплекс пероксидаза-цианид. По мнению авторов, Arg38 
участ вует в стабилизации пере ходного состояния и последующем 
рас щеп лении О–О связи, а также вовлечен в сеть водородных связей 
между дистальным гистидином, молекулой воды и Pro139. 

Рис. 5. Связывание бензгидрок са мовой кислоты в активном цент ре пероксидазы 
хрена с заме ной Phe179Ser, открывающей доступ к железу гема. Характерна 
изме нен ная позиция кольца Phe68, которое как крышка закрывает ак тивный 
центр сверху.
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Рис. 6. Структура активного цент ра пероксидазы хрена в комплексе с феруловой 
кислотой.

 Перекись водорода проникает в активный центр по каналу, раз-
мер и гидрофобность которого контролируют доступ к железу гема. 
В слу чае HRP канал образуют множественные остатки Phe (41, 68, 
142, 143, 179) (рис. 3). Методом направленного мутагенеза Phe179 
был идентифицирован как остаток, связывающий ароматические 
моле кулы [50]. Замена его на остаток аланина привела к 80-кратному 
уменьшению константы связывания цианокомплекса фермента с 
бензгидроксамовой кислотой. Замена Phe179 на остаток серина 
также отрицательно сказалась на эффективности связывания, а вот 
замена на остаток гистидина не привела к столь резкому падению 
константы связывания BHA с цианокомплексом HRP. Роль Phe68 
и Phe142 в образовании тройного комплекса оказалась гораздо 
менее значимой. Полученные результаты служат первым прямым 
экс периментальным доказательством участия Phe179 в связывании 
аро матических молекул. Таким образом, один из центров связывания 
субстратов пероксидазы хрена находится вблизи остатка Phe179. 
 В нашей лаборатории был получен мутант пероксидазы хрена 
Phe143Glu с измененной субстратной специфичностью. По сравне-
нию с рекомбинантным ферментом дикого типа активность мутант-
ной HRP c иодидом и фенолом снизилась, но ее значение возросло по 
отношению к аминофенолам и бензидинам [51]. Таким образом, были 
получены доказательства роли остатка Phe143 в контролировании 
дос тупа субстратов к железу гемина.
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 В третьей группе субстратов, если предполагать отсутствие 
спе ци фических взаимодействий субстрата с активным центром, 
оче видно, что субстратная специфичность должна определяться 
ре докс-потенциалами субстратов и окисленных форм фермента и 
их стабильностью [52], поскольку каталитический процесс пред-
ставляет собой окислительно-восстановительную реакцию. Триви-
альное мнение о контролировании субстратной специфичности 
окислительным потенциалом Соединений I и II основано на данных 
Данфорда [53] о возрастании констант скорости восстановления 
Сое динений I и II с ростом восстановительного потенциала в ряду 
замещенных аминов и фенолов [54]. Скорости реакций таких субстра-
тов HRP, как фенолы и производные индолил-3-ук сусной кислоты 
(IAA), с Соединением I хорошо соотносятся с восстановительными 
потенциалами соответствующих катион-радикальных продуктов 
[55]. Константы скорости реакции второго порядка восстановления 
Соединений I и II HRP фенолами были интерпретированы в рамках 
теории электронного переноса Маркуса [56]. Более низкая активность 
Соединения II объяснялась большим расстоянием электронного 
переноса (от железа гема к субстрату) по сравнению с таковым в 
Сое динении I (от катион-радикала порфирина к субстрату). Однако 
такой подход хорошо объясняет только поведение субстратов внутри 
одной и той же структурной группы, отличающихся лишь природой 
заместителя, но неприменим для сравнения субстратов различного 
химического строения.

V. ОКИСЛЕНИЕ ИНДОЛИЛ-3-УКСУСНОЙ КИСЛОТЫ 
ПЕРОКСИДАЗАМИ РАСТЕНИЙ И ВОЗМОЖНОЕ 

СУЩЕСТВОВАНИЕ У ЭТИХ ФЕРМЕНТОВ ВТОРОГО 
СУБСТРАТ-СВЯЗЫВАЮЩЕГО ЦЕНТРА

 В нашей лаборатории был установлен механизм окисления при-
родного гормона индолил-3-уксусной кислоты (IAA) молекуляр ным 
кислородом [57]. Первой стадией реакции является образование 
трой ного комплекса фермент–кислород–субстрат, в котором затем 
гене рируются супероксид-анион радикал и катион-радикал субст-
рата, декарбоксилирующийся в кислой среде с образова нием 
ра ди кала скатола. Последний при взаимодействии с кислоро дом 
об ра зует пероксирадикал и далее, отрывая водород от субстрата, 
прев раща ется в перекись скатола [58]. Перекись скатола расщеп ля-
ется в активном центре с образованием индолметанола, который 
далее окис ляется одноэлектронно и блокирует активный центр. Только 
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в присутствии избытка IAA или любо го 
другого «хорошего» (с высоким вос-
станавливающим потен циа лом) суб-
страта перок сидазы происхо дит высво-
бождение индолметанола, сопря жен-
ное с окислением введенного второго 
суб страта. Ситуация очень силь но 
на по минает действие простаглан дин-
син тазы, которой для заверше ния фер-
мен тативного цикла необходимо при-
сут ствие второго субстрата, а центр 
свя зывания арахидоновой кислоты нахо-
дится на расстоянии 12 Å от гема [59]. 
Аналогия с этим ферментом позволила 
выс казать предположение о наличии вто-
рого центра связывания в молекуле пероксидаз растений. Сравнение 
аминокислотных пос ле довательностей пероксидаз растений и 
ауксин-связывающих белков привело к обнаружению 5 гомологичных 
участков. Анализ пространственного расположения этих линейных 
участков в моле куле пероксидазы хрена выявил компактный субдомен 
в составе дис тального домена фермента [60]. Субдомен включает ак-
тивный центр и высококонсервативные (лишь у пероксидаз рас те ний) 
остатки His40 и Trp117 [60]. Последний остаток, как было по ка зано 
в нашей лаборато рии методом направленного мута генеза, является 
ключевым для фол динга молекулы пероксидазы, роль же His40 в 
настоящее время исследуется методом направлен ного мутагенеза.
 Японская группа исследова телей пришла к выводу о су щест вова-
нии специфического цент ра связывания индолилуксусной кис лоты 
в молекуле пероксидазы. Этот вывод был сделан при исследова нии 
влия ния природного антагониста ауксина грибного происхождения – 
гипофорина (бетаинтриптофана) (рис. 7) – на генерацию суперок-
сид-радикала в ходе оксигеназной реакции [61] и стабильность 
Соединения III при добавлении ауксина [62]. Конкурентный характер 
ингибирования обоих процессов гипофорином был интерпретирован 
авторами в рамках предложенной нами модели оксигеназного цикла, 
предполагающего существование специфического центра связывания 
IAA, поскольку в присутствии пероксида водорода и ауксин, и 
гипофорин окисляются пероксидазой и последний не является 
ингибитором пероксидазного цикла. Пред ложенный нами механизм 
окисления IAA в сочетании с собствен ными данными был использован 
Т.Кавано (T.Kawano) для выд ви же ния гипо тезы о IAA-пероксидазном 
сигнальном пути в растениях [63].

Рис. 7. Структурное сходство 
индо лил-3-уксусной кислоты 
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 Таким образом, пероксидазы могут иметь как специфические 
центры связывания субстратов, так и способны окислять доноры 
элект ронов по внутримолекулярным цепям переноса электронов. 
Именно это свойство позволяет наблюдать явление прямого переноса 
электронов с электрода на фермент (см. [64–66]). 

VI. РОЛЬ КАЛЬЦИЯ В СТРУКТУРЕ И АКТИВНОСТИ 
ПЕРОКСИДАЗ

 В ранних исследованиях было показано, что молекула HRP 
содержит два иона Са2+, и их удаление приводит к дестабилизации 
и инактивации фермента [67–70]. Изучение эффектов, вызванных 
заме щением кальция на другие двухвалетные металлы и Ln3+, проде-
монстрировало неэквивалентность проксимального и дистального 
кальций-связывающих центров [68]. Последний центр оказался 
менее специфичным к природе металла, и именно он теряет кальций 
в первую очередь. Применение современных физических методов 
поз волило еще раз подтвердить важность проксимального кальция 
для поддержания общей структуры фермента и седлообразной кон-
формации гема, обеспечивающей выполнение им каталитических 
функ ций [71]. Дистальный Са2+ в большей степени критичен для 
стабильности структуры дистального домена фермента. Высо-
кая подвижность этого домена при потере иона Са2+ приводит к 
инактивации фермента при хранении или при экстремальных зна-
чениях рН. В обоих случаях присутствие в растворе 1 мМ кальция 
предохраняет HRP от инактивации [72].
 Катионная пероксидаза арахиса значительно менее активна и 
ста бильна, чем пероксидаза хрена, и причиной этого, по-видимому, 
является низкая константа связывания иона кальция в дистальном 
центре. Са2+ необходим для стабилизации даже концентрированных 
пре паратов фермента, и только его присутствие способствует поддер-
жанию постоянного значения RZ при их длительном хранении [73].
 В случае пероксидазы ячменя была показана принципиальная 
роль кальция в активации фермента. Кристаллы неактивной формы 
перок сидазы ячменя, полученные при pH 5,5, 7,5 и 8,5, содержали 
по одному иону Са2+ и Nа+ на молекулу фермента [15]. В отсутствие 
ионов кальция в дистальном центре каталитический гистидин нахо-
дится на расстоянии более 8 Å от железа гема и не может при нимать 
участия в катализе расщепления H2O2 в активном центре. Только 
про то нирование фермента с последующим встраиванием иона Са2+ 
в дистальный центр восстанавливает активность пероксидазы по 
отно шению к перекиси водорода [74].
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 Таким образом, несмотря на наличие у ряда пероксидаз растений 
при высокой гомологии и практически одинакового фолдинга гло-
булы, эффективность связывания иона кальция в дистальном центре 
может колебаться в широких пределах, что влияет на активность и 
ста бильность препаратов фермента. 
 В случае пероксидаз грибов диссоциация иона кальция из дис-
тального центра имеет роковые последствия. Принципиальное 
раз личие между пероксидазами растений и грибов состоит в раз-
личной роли одной из дисульфидных связей (Cys49–Cys44 в случае 
пероксидазы хрена). У пероксидаз растений эта дисульфидная связь 
под держивает структуру дистальной области и в отсутствие иона Са2+, 
в то время как у пероксидаз грибов она не компенсирует отсутствие 
иона кальция в дистальном центре и не в состоянии поддерживать 
струк туру белка [75]. Результатом этой структурной особенности 
явля ется значительно меньшая стабильность грибных ферментов, 
у которых потеря иона кальция приводит к сильным структурным 
изме нениям и полной потере активности [76].
 Важность наличия такой дисульфидной связи для поддержания 
структуры фермента была показана и для других пероксидаз. Напри-
мер, введение в Mn-пероксидазу по аналогии с пероксидазами рас тений 
дополнительной дисульфидной связи двойной мутацией Ala38Cys/
Ala63Cys повышает термостабильность этого фермента [77].

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
 В заключение хочется отметить, что даже вековая история 
ис сле дований в области катализа пероксидазами растений не пос-
та вила всех точек над «i». Например, несмотря на значительный 
про гресс в понимании деталей механизма пероксидазного катализа, 
лока лизации центров связывания специфических субстратов в 
про кариотических и грибных пероксидазах, остается нерешенной 
проблема идентификации как субстрат-связывающих центров, так и 
самих специфических субстратов классических пероксидаз растений. 
Механизм окисления гормона роста растений – индолил-3-уксусной 
кислоты, которая может претендовать на роль специфического субст-
рата пероксидаз растений, все еще является предметом научных 
спо ров между сторонниками обычного пероксидазного цикла и сто-
рон никами оксигеназного цикла. До сих пор не разработаны подходы 
к предсказанию температурной и операционной стабильностей клас-
сических пероксидаз на основе строения молекулы. В настоящее 
время эти параметры определяются только экспериментально. Также 
очень актуальным является дальнейшее изучение регуляторной 
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роли ионов металлов типа кальция, калия или натрия. Имеющиеся 
в настоящее время данные свидетельствуют, что механизм и при-
рода такой регуляции характеризуются высокой специфичностью 
в каждом индивидуальном случае. Формулирование проблем перок-
си дазного катализа, которое мы даем в заключении, возможно будет 
спо собствовать привлечению внимания нового поколения биохи ми-
ков к решению поставленных задач.
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