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Цитохром bd – терминальная хинол�оксидаза дыхательной цепи бактерий. Этот трехгемовый интегральный
мембранный белок генерирует протон�движущую силу с более низкой эффективностью, чем гем�медные
оксидазы. Тем не менее в неблагоприятных условиях роста бактерии часто используют в качестве основной
терминальной оксидазы цитохром bd вместо гем�медных ферментов. В особенности это относится к неко�
торым патогенным и условно�патогенным бактериям в ходе колонизации ими клеток хозяина. В этом обзо�
ре суммированы последние данные о вкладе цитохрома bd в устойчивость бактерий к перекиси водорода,
оксиду азота и пероксинитриту, вредным соединениям, вырабатывающимся хозяином как часть иммунно�
го ответа на микробные инфекции. Появляется все больше свидетельств в подтверждение гипотезы о том,
что оксидазы типа bd способствуют вирулентности бактерий, содействуя выживанию микробов в условиях
окислительного и нитрозилирующего стресса. По этим причинам цитохром bd представляет собой белок�
мишень для разработки противомикробных препаратов нового поколения.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: окислительный стресс, нитрозилирующий стресс, активные формы кислорода и азо�
та, дыхательная цепь, терминальная оксидаза, бактерии, вирулентность, антимикробные препараты.

ОБЩИЕ СВОЙСТВА

Цитохром bd – хинол:О2 оксидоредуктаза
дыхательной цепи прокариот [1–3], которая еще
не обнаружена в эукариотических организмах
[4]. Фермент катализирует реакцию четырехэлект�
ронного восстановления молекулярного кисло�
рода до воды, используя хинолы в качестве до�

норов электронов [5, 6]. Энергия, выделяющая�
ся в этой редокс�реакции, запасается в виде
трансмембранной разности электрических по�
тенциалов [7] посредством молекулярного меха�
низма, который до конца не расшифрован.
Предполагается, что мембранный потенциал в
основном создается за счет векторного переме�
щения протонов по протонпроводящему пути,
идущему из цитоплазмы к активному центру,
расположенному на противоположной, периплаз�
матической стороне мембраны [8–12]. Установ�
лено, что в отличие от гем�медных оксидаз ци�
тохром bd не функционирует как протонный на�
сос [8–15]. Таким образом, он работает с более
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низкой энергетической эффективностью по
сравнению с гем�медными дыхательными фер�
ментами. Для цитохрома bd соотношение Н+/e–

(число переносимых через мембрану протонов
при транспорте одного электрона) равно 1, тог�
да как для большинства гем�медных оксидаз
Н+/e– = 2 [12, 16–19].

Цитохром bd оксидазы обнаруживаются как
у безвредных, так и у патогенных бактерий, в
числе которых Mycobacterium tuberculosis [20],
Klebsiella pneumoniae [21], Shigella flexneri [22],
Listeria monocytogenes [23], Streptococcus [24],
Brucella [25, 26], Salmonella [27, 28] и представи�
тели класса Bacteroides [29]. У этих патогенов
отмечена положительная корреляция между ви�
рулентностью и уровнем экспрессии цитохрома
bd [30].

Экспрессия цитохрома bd усиливается при
неблагоприятных условиях роста, например,
при низком давлении кислорода, в присутствии
ядов (цианида) [31] или разобщителей (прото�
нофор) [32] в окружающей среде, при защелачи�
вании среды [31] или высокой температуре [33].
У азотфиксирующих бактерий цитохром bd вно�
сит вклад в защиту нитрогеназы от инактивации
кислородом [34–36]. Также обнаружено, что ци�
тохром bd оксидаза расширяет диапазон концен�
траций кислорода, при котором могут расти
аноксигенные фототрофные бактерии [37]. Бо�
лее того, цитохром bd�I из E. coli участвует в ре�
гуляции процесса образования дисульфидных
связей при сворачивании белков [38], а также
биосинтеза гема (а именно на уровне фермента
протопорфириноген IX оксидазы) [39].

Трехмерная структура цитохрома bd пока не�
известна. Этот фермент не проявляет гомологии
ни с одной из гем�медных или альтернативных
цианид�резистентных терминальных оксидаз [1,
7, 40, 41]. Ферменты из E. coli и Azotobacter
vinelandii в основном изолируют в виде стабиль�
ных оксигенированных комплексов [42–44].
Это, вероятно, происходит из�за высокого срод�
ства фермента к кислороду [45, 46]. Наиболее
подробно изучен цитохром bd�I из E. coli. До
последнего времени считалось, что фермент
состоит только из двух разных интегральных
мембранных полипептидов, субъединиц I (CydA,
57 кДа) и II (CydB, 43 кДа). Однако совсем не�
давно было показано, что цитохром bd содержит
дополнительный полипептид CydX (4 кДа) [47,
48]. Предполагается, что этот маленький поли�
пептид – третья субъединица оксидазы, пос�
кольку он необходим для поддержания актив�
ности фермента и стабилизации гемовых прос�
тетических групп [47–49].

В цитохроме bd не обнаруживают меди, од�
нако он содержит три редокс�активных гема:

низкоспиновый гем b558 и высокоспиновые ге�
мы b595 и d [50, 51]. Гем b558 расположен на субъ�
единице I, тогда как гемы b595 и d, вероятно, на�
ходятся в районе контакта субъединиц I и II
[52]. Согласно современным представлениям,
все три гема расположены ближе к внешней (пе�
риплазматической) стороне мембраны [53]. Гек�
сакоординированный гем b558, по�видимому,
вовлечен в окисление хинола, в то время как гем d
связывает молекулярный кислород, принимая
непосредственное участие в его четырехэлект�
ронном восстановлении до H2O. Роль пента�
координированного гема b595 до сих пор остает�
ся невыясненной; некоторые авторы предполо�
жили, что его функция – быть посредником в
переносе электрона между гемом b558 и гемом d
[54, 55]. По мнению других исследователей гем
b595 представляет собой второй редокс�центр,
способный реагировать с кислородом [56, 57].
Наконец, на ферментах из E. coli и A. vinelandii
получены данные, согласно которым гем b595

может участвовать в восстановлении кислорода,
образуя вместе с гемом d двухгемовый кислоро�
доредуктазный центр, напоминающий гем/Cu би�
ядерный центр у гем�медных оксидаз [9, 58–68].
С другой стороны, в цитохроме bd из Geobacillus
thermodenitrificans не выявляется значительного
взаимодействия между гемами b595 и d в отличие
от цитохрома bd�I из E. coli [69]. Это может отра�
жать существенные различия между двумя фер�
ментами в устройстве активного центра.

Общепринято, что в ходе каталитического
цикла (рис. 1) цитохром bd претерпевает следу�
ющие переходы:

A1 → A3 → 'P' → F → O1 → A1,

где A1 и A3 – оксигенированные формы восста�
новленного гема d в ферменте с одним
(b3+

558b3+
595d2+ – O2) и тремя (b2+

558b2+
595d2+ – O2) элект�

ронами соответственно; 'P' – короткоживущее
состояние, которое, как полагали изначально,
является пероксоинтермедиатом гема d; F – ин�
термедиат с феррильной формой гема d
(b3+

558b3+
595d4+ = O2–), O1 – одноэлектронная форма

фермента с окисленным гемом d (b2+
558b3+

595d3+ –
ОН). В стационарных условиях преобладают
формы фермента A1 и F в качестве основных ка�
талитических интермедиатов [70]. В связи с
этим, данные интермедиаты обнаруживают в
препаратах изолированного и мембраносвязан�
ного фермента. В тех же условиях также регист�
рируется и небольшая фракция интермедиата O1

[70]. A3 и 'P' – короткоживущие соединения, ко�
торые при комнатной температуре можно уви�
деть только с помощью методов быстрой кине�
тики [10, 11]. О существовании промежуточного
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соединения 'P' впервые сообщили Белевич с со�
авт. [10]. Соединение 'P', возможно, представля�
ет собой феррильный интермедиат, но с π�кати�
он�радикалом на порфириновом кольце гема d и
электроном на геме b558 (b2+

558b3+
595d*4+ = O2–) [71].

Полностью окисленная (O, b3+
558b3+

595d3+ – OН) и
полностью восстановленная (R3, b2+

558b2+
595d2+)

формы (рис. 1), скорее всего, не являются ин�
термедиатами каталитического цикла [70–72],
но могут быть получены искусственно. Стоит
заметить, что феррильный комплекс цитохро�
ма d, очень похожий по спектральным свой�
ствам на истинный каталитический интермеди�
ат F [10, 11], можно получить добавлением из�
бытка перекиси водорода к ферменту, окислен�
ному на воздухе либо обработанному липофиль�
ным окислителем [8, 73–75]. В последнем слу�
чае реакция с перекисью водорода происходит
довольно быстро с наблюдаемой константой
скорости второго порядка k, равной 600 М–1 с–1

[74].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
С ПЕРЕКИСЬЮ ВОДОРОДА (Н2О2)

Большой объем данных свидетельствует о
том, что цитохром bd вносит вклад в устойчи�
вость бактерий к окислительному стрессу, вызы�
ваемому перекисью водорода. Мутанты E. coli,
лишенные цитохрома bd, чрезвычайно чувстви�
тельны к Н2О2 [33]. Соответственно, уровень
экспрессии цитохрома bd у E. coli возрастает под
воздействием перекиси [76]. Коршунов и Имлей

[77], используя штамм E. coli, лишенный неко�
торых антиоксидантных ферментов (каталаз
KatG и KatE и НАДН�пероксидазы Ahp), пока�
зали, что фермент типа bd понижает образова�
ние внутриклеточной Н2О2 при внезапном пере�
ходе от анаэробных к аэробным условиям роста.
Авторы предположили, что цитохром bd выпол�
няет эту функцию опосредованно, забирая вос�
становительные эквиваленты у фумарат�редук�
тазы, ключевого генератора Н2О2 [77].

Недавно мы обнаружили, что цитохром bd�I
из E. coli способен также непосредственно ути�
лизировать Н2О2 [78, 79]. По всей вероятности,
для этой цели фермент может задействовать два
различных механизма, демонстрируя как ката�
лазную [78], так и пероксидазную [79] активнос�
ти. Высокая каталазная активность цитохрома
bd�I была описана Борисовым с соавт. [78]. О
ней судили полярографически, измеряя ско�
рость образования О2 при добавлении Н2О2 к
ферменту [78]. Активность наблюдалась как на
изолированном солюбилизированном ферменте
(рис. 2, а), так и на клетках штамма E. coli UM2,
лишенного каталаз и сверхэкспрессирующего
цитохром bd�I (сплошная кривая на рис. 2, б).

Реакцию Н2О2 с изолированным ферментом
изучали более подробно [78]. Оказалось, что ок�
сидаза демонстрирует заметную каталазную ак�
тивность не только в состоянии «окисленной на
воздухе» (рис. 2, а), но и в ходе каталитической
реакции с O2 (в присутствии убихинола�1 и из�
бытка дитиотреитола, служащих в качестве сис�
темы восстановления). Обнаружено, что в ходе
каталитической реакции каталазная и кислород�
редуктазная активности не конкурируют между
собой, свидетельствуя о том, что за эти актив�
ности в ферменте ответственны разные актив�
ные центры. При истощении O2 и последующем
полном восстановлении фермента каталазная
активность исчезает. Таким образом, эта актив�
ность зависит от редокс�состояния цитохрома
bd�I.

Как и ожидалось, обнаружено, что скорость
реакции возрастает пропорционально увеличе�
нию концентрации оксидазы, так же как и от
концентрации Н2О2 вплоть до 0,5 мМ. При бо�
лее высоких концентрациях Н2О2 скорость ре�
акции стремится к насыщению, что может объ�
ясняться частичной инактивацией фермента.
Показано, что продукт реакции (О2) не тормо�
зит каталазную активность фермента, посколь�
ку почти одинаковые значения скорости были
измерены в аэробных (~255 мкМ О2) и микроаэ�
робных (3–15 мкМ О2) условиях. Реакция про�
текает с образованием ~0,5 М О2 на 1 М Н2О2, в
то время как в контрольных опытах (т.е. с термо�
инактивированным ферментом, в отсутствие
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Рис. 1. Каталитический цикл цитохрома bd. Стрелки, изоб�
раженные сплошными линиями, показывают ход катали�
тической реакции. Пунктирные стрелки показывают пере�
ходы, которые не являются частью каталитического цикла
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фермента или без субстрата) генерации О2 не
наблюдали.

Проведен ряд экспериментов с различными
ингибиторами для получения представления о
природе сайта, ответственного за наблюдаемую
каталазную активность. Отсутствие действия
N�этилмалеимида исключает участие тиоловых
групп белка в каталазной реакции. Вовлечен�
ность хинол�связывающего сайта также исклю�
чили, поскольку, как оказалось, реакция нечув�
ствительна к антимицину А. Ингибиторы, наце�
ленные на восстановленный гем d, такие как
NO и CO, также не влияли на каталазную актив�
ность, таким образом свидетельствуя против
участия в реакции этого гема. Отсутствие эф�
фектов NO, являющейся эффективным ингиби�
тором природных каталаз [78, 80], позволило
нам исключить объяснение наблюдаемой ката�

лазной активности наличием следовых коли�
честв каталаз в препаратах цитохрома bd.

Молекулярный механизм, лежащий в основе
каталазной активности цитохрома bd, пока нея�
сен. Каталазная активность фермента на 3 по�
рядка более чувствительна к цианиду, чем кис�
лород�редуктазная [78], указывая на участие ге�
мовой группы в каталазной активности. Пос�
кольку кислород�редуктазная активность не�
посредственно связана с гемом d, и эта актив�
ность не конкурирует с каталазной реакцией,
гем d не должен быть вовлечен в последнюю ре�
акцию. На этом основании предварительно
предположили, что сайт, ответственный за ката�
лазную активность – высокоспиновый гем b595

[78]. Выяснено, что цианид в концентрации,
полностью подавляющей каталазную актив�
ность, вызывает лишь незначительные измене�
ния в спектре поглощения «окисленного на воз�
духе» фермента, что соответствует связыванию
этого лиганда не более чем с 4% гемов b. Следо�
вательно, в препаратах солюбилизированного
цитохрома bd�I лишь небольшая фракция фер�
мента наделена каталазной активностью (с ка�
жущимся числом оборотов не менее 3250 с–1)
[78]. Важно подчеркнуть, что наблюдаемая ката�
лазная активность – не артефакт процедуры вы�
деления/очистки и не следствие примеси бакте�
риальной природной каталазы, поскольку супер�
экспрессированный цитохром bd�I проявляет
заметную каталазную активность в интактных
клетках, лишенных каталаз KatE и KatG
(сплошная кривая на рис. 2, б). Таким образом,
можно заключить, что у E. coli, в дополнение к
бактериальным каталазам, цитохром bd�I облада�
ет защитной ролью от окислительного стресса.

Было показано, что цитохром bd�I из E. coli
также проявляет пероксидазную активность в
присутствии разных субстратов, таких как гвая�
кол, ферроцен, бензогидрохинон и ферроциа�
нид калия [79]. Гваякол�пероксидазную актив�
ность исследовали более подробно. В частности,
как оказалось, ингибиторы кислород�редуктаз�
ной активности фермента, среди которых циа�
нид, пентахлорфенол, 2�н�гептил�4�гидрокси�
хинолин�N�оксид, сходным образом тормозят
пероксидазную активность цитохрома bd�I из
E. coli [79]. Предполагается, что гваякол переда�
ет электроны цитохрому bd�I через сайт связы�
вания хинола, а восстановление Н2О2 осущест�
вляется в кислород�редуктазном центре. Хотя
пероксидазная активность солюбилизирован�
ного фермента по отношению к гваяколу оказа�
лась довольно низкой (кажущееся число оборо�
тов ~4 c–1), подобная активность in vivo, т.е. с
физиологическими донорами электронов (таки�
ми как хинолы), может быть гораздо выше, тем
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Рис. 2. Каталазная активность цитохрома bd�I из E. coli.
а – К изолированному солюбилизированному ферменту
добавлена 100 мкМ Н2О2; б – к лишенным каталаз клеткам
E. coli штамма UM2 (отсутствуют каталазы KatG и KatE)
добавлена 235 мкМ Н2О2. Клетки, сверхэкспрессирующие
цитохром bd (благодаря наличию плазмиды pTK1 с оперо�
ном, кодирующим цитохром bd�I), проявляют каталазную
активность (сплошная кривая: + pTK1). В отсутствие супер�
экспрессии цитохрома bd�I клетки не обнаруживают за�
метной каталазной активности (пунктирная кривая: – pTK1).
Детали экспериментов представлены в работе Борисова с
соавт. [78]
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самым внося вклад в детоксификацию Н2О2 в
бактериальной клетке.

Молекулярный механизм, посредством ко�
торого регулируются пероксид�утилизирующие
активности цитохрома bd�I в клетке E. coli, пока
неизвестен; также неизвестно, наделены ли ок�
сидазы типа bd из других патогенных бактерий
такими активностями. В этой связи интересно от�
метить, что нарушение системы созревания ци�
тохрома с в возбудителе туберкулеза Mycobacterium
tuberculosis, как сообщалось, приводит к значи�
тельному повышению как экспрессии цитохро�
ма bd, так и устойчивости бактерии к Н2О2 [81].
Это наблюдение свидетельствует о том, что в
M. tuberculosis оксидаза типа bd играет роль в за�
щите патогена от окислительного стресса, мета�
болизируя Н2О2 посредством каталазной и/или
перексидазной активности [82].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
С ОКИСЬЮ АЗОТА (NO)

NO продуцируется клеткой хозяина как часть
иммунного ответа на микробные инфекции. Ин�
тересно, что в некоторых бактериях (E. coli [83],
Staphylococcus aureus [84], M. tuberculosis [20],
Desulfovibrio gigas [85], Bacillus subtilis [86]) NO
индуцирует экспрессию генов, кодирующих ци�
тохром bd. В этой связи изучение взаимодей�
ствия цитохрома bd с NO представляет особый
интерес. Выяснено, что NO эффективно тормо�
зит кислород�редуктазную активность bd�окси�
даз из E. coli и A. vinelandii [87]. При [NO] > 0,5 мкМ
достигается быстрое и полное ингибирование
активности этих ферментов. Цитохром bd�I из
E. coli исследовали более подробно. Обнаружи�
ли, что вслед за удалением из раствора добав�
ленной (<1 мкМ) NO кислород�редуктазная ак�
тивность фермента восстанавливается быстро и
полностью [87]. Напротив, при более высоких
(микромолярных) концентрациях NO наблюда�
ли незначительное (<15%) необратимое ингиби�
рование фермента (рис. 3) [88]. Для цитохрома
bd�I из E. coli при [O2] = 70 мкМ величина кажу�
щейся константы ингибирования (Ki) для NO сос�
тавляет 100 нМ [87], что близко к значению Ki,
полученному для митохондриальной цитохром с
оксидазы в сходных экспериментальных усло�
виях [89]. После увеличения концентрации O2 в
растворе (до 1 мМ) наблюдаемая величина Ki

для NO оказалась значительно выше (230 нМ)
[87]. Это наблюдение свидетельствует о конку�
ренции NO и O2 за связывание с восстановлен�
ным гемом d без лиганда:

Fed
2+ + NO → Fed

2+ – NO.

Поскольку константы скоростей связывания
NO и O2 с восстановленным гемом d, вероятнее
всего, похожи [2], при низком соотношении
[NO]/[O2] начальная фаза ингибирования, как
ожидается, должна быть медленной. Однако это
не так, поскольку фермент тормозится NO до�
вольно быстро даже при [NO]/[O2] ~0,005 [87].
Это, вероятно, объясняется тем, что NO может
«отлавливать» не только восстановленный гем d
без лиганда, но и некоторые каталитические ин�
термедиаты фермента, которые инертны по от�
ношению к молекулярному кислороду. Соответ�
ственно, недавно мы показали, что нереагирую�
щие с O2 интермедиаты A1 и F, доминирующие в
стационарных условиях [70], способны вступать
в реакцию с NO [75, 90]. При взаимодействии с
интермедиатом A1 NO вытесняет кислород из
гема d, образуя в конечном итоге нитрозильный
комплекс с железом этого гема. В этой реакции
скорость�лимитирующая стадия – диссоциация
O2 из гема d (k = 78 с–1) [90]:

Fed
2+ – O2 → Fed

2+ + O2,

Fed
2+ + NO → Fed

2+ – NO.

По�видимому, цитохром bd не наделен NO�
редуктазной активностью (т.е. он не способен
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Рис. 3. Ингибирование окисью азота активности изолиро�
ванного солюбилизированного цитохрома bd�I из E. coli.
Кривые для О2 и NO записаны параллельно. О2�редуктаз�
ная активность фермента поддерживалась восстанавлива�
ющими субстратами: 10 мМ аскорбатом с 0,5 мМ ТМФД.
Добавленная NO – 4 мкМ, цитохром bd�I – 100 нМ. Дета�
ли экспериментов представлены в работе Борисова и соавт.
[88]
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восстанавливать NO до N2O) [87]. Реакция оки�
си азота с интермедиатом F приводит к образо�
ванию комплекса полностью окисленного фер�
мента с нитритом, который связан с окислен�
ным гемом d. Эта реакция довольно быстрая
(k ~105 М–1 с–1, данные получены для цитохрома bd
из A. vinelandii [75]) и, вероятно, протекает по
следующему механизму:

Fed
4+ = О2– + NO → Fed

3+ – NO2
–.

В этой реакции NO претерпевает окисли�
тельное разложение с образованием гораздо ме�
нее токсичного нитрита. Поэтому реакция мо�
жет иметь физиологическое значение в качестве
защитного механизма от NO.

Говоря о взаимодействии NO с разными фор�
мами цитохрома bd, стоит упомянуть, что этот ли�
ганд также реагирует с гемом d в полностью окис�
ленном ферменте с константой скорости k ~102

М–1 с–1, образуя нитрозильный аддукт гема d [91]:

Fed
3+ + NO → Fed

3+ – NO ↔ Fed
2+ – NO+.

Важно подчеркнуть, что после исчерпания
NO в среде измерения восстановление актив�
ности цитохрома bd�I наступает намного быст�
рее, чем в случае митохондриальной цитохром с
оксидазы [2, 87]. Происходит это потому, что в
полностью восстановленном изолированном бак�
териальном ферменте NO диссоциирует из гема d
с гораздо более высокой скоростью, чем из гема a3

в митохондриальном ферменте (k = 0,133 с–1 [90]
против k = 0,0035 с–1 [92]). Данные о высокой
скорости диссоциации NO из цитохрома bd�I
[90] также удалось подтвердить на интактных
клетках E. coli [93]. Еще одно важное наблюдение,
сделанное на изолированном цитохроме bd�I,
состоит в том, что величина константы скорос�
ти диссоциации NO из полностью восстанов�
ленного фермента (k = 0,133 с–1) заметно выше,
чем в случае одноэлектронной формы фермента
(k = 0,036 с–1) [90]. Это свидетельствует о том,
что редокс�состояние гемов b (скорее всего, ге�
ма b595) влияет на стабильность нитрозильного
комплекса восстановленного гема d, т.е. для
максимально быстрой диссоциации NO требу�
ется гем b595 в восстановленном состоянии. Эта
уникальная способность цитохрома bd к быст�
рой диссоциации NO из активного центра мо�
жет объяснить, почему при определенных усло�
виях преимущественно экспрессируется именно
эта оксидаза взамен гем�медного фермента.
Действительно, можно ожидать, что более быст�
рая диссоциация NO должна ускорять восста�
новление бактериального дыхания от ингибиро�
вания NO, тем самым наделяя микроорганизм

более высокой устойчивостью к нитрозилирую�
щему стрессу. Интересно, что, как было недавно
обнаружено, терминальная оксидаза типа bd из
Shewanella oneidensis также наделяет этот грамот�
рицательный факультативный анаэроб большей
устойчивостью к нитриту и NO в условиях аэ�
робного роста [94, 95].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
С ПЕРОКСИНИТРИТОМ (ONOO–)

В ответ на бактериальную инфекцию клетки
иммунной системы млекопитающих вырабаты�
вают как окись азота (NO), так и супероксид�
анион в высоких концентрациях за счет актива�
ции работы NO�синтаз и НАДФН�оксидазы со�
ответственно. В результате последующей диф�
фузионно�контролируемой реакции NO с супер�
оксид�анионом образуется пероксинитрит
(ONOO–). Пероксинитрит – высоко реакцион�
носпособное токсичное соединение, которое
приводит к возникновению как окислительно�
го, так и нитрозилирующего стресса у бактерий
[96]. Проникая внутрь бактериальной клетки,
ONOO– может вызывать модификации белков
[97, 98], окисление липидов [99] и повреждение
ДНК [100].

Как уже упоминалось выше, некоторые пато�
генные бактерии в процессе инфицирования хо�
зяина экспрессируют цитохром bd в качестве тер�
минальной оксидазы дыхательной цепи [6]. Поэ�
тому важно знать: 1) степень чувствительности тер�
минальной оксидазы типа bd к ONOO– и 2) преи�
мущества с точки зрения устойчивости к окисли�
тельному и нитрозилирующему стрессу, которые
дает патогену экспрессия оксидазы bd�типа, а не
гем�медной оксидазы, такой как цитохром с окси�
даза. Ранее Купер с соавт. подробно изучили взаи�
модействие цитохром с оксидазы, выделенной из
митохондрий, с ONOO– и сообщили, что ONOO–

вызывает необратимое ингибирование очищен�
ной цитохром с оксидазы [101–103].

Недавно мы исследовали влияние ONOO–

на кислород�редуктазную активность цитохро�
ма bd�I из E. coli [88] и обнаружили, что при до�
бавлении ONOO– к изолированному солюбили�
зированному ферменту, находящемуся в реак�
ции с О2 (в присутствии избытка восстановите�
лей аскорбата и ТМФД), наблюдаются два эф�
фекта: временная остановка поглощения кисло�
рода и образование NO (рис. 4, а). К примеру,
при внесении 50 мкМ ONOO– выделяется 4 мкМ
NO. Как только NO исчезает из раствора из�за
реакций с О2 и феррильным комплексом цито�
хрома bd�I, активность потребления ферментом
кислорода восстанавливается. Детальный ана�
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лиз скоростей потребления кислорода, изме�
ренных до и после добавления ONOO–, показал,
что если концентрация NO, образованной после
добавления ONOO–, больше 1 мкМ, фермента�
тивная активность не возвращается к первона�
чальному уровню. Точно такие же результаты по�
лучили в контрольных экспериментах при добав�
лении аутентичной NO вместо ONOO– (рис. 3).
Последний результат свидетельствует о том, что
это небольшое необратимое ингибирование,
наблюдаемое после добавления высоких кон�
центраций ONOO–, происходит благодаря NO,
а не ONOO–. Максимальное необратимое инги�
бирование (~15%) наблюдали при 6 мкМ NO,
добавленной извне либо образованной после
добавления 100 мкМ ONOO– [88]. Важно под�
черкнуть, что при добавлении ONOO– к клеткам
E. coli с высоким содержанием цитохрома bd�I
также регистрировали быстрое и обратимое тор�
можение поглощения кислорода (рис. 4, б). Од�
нако в этом случае, после добавления высоких
концентраций ONOO– к клеткам, степень необ�
ратимого ингибирования очень мала (<5%), в
соответствии с наблюдением, что в этих экспе�
риментальных условиях не образовывалось за�
метного количества NO (рис. 4, б). Это позволи�
ло нам заключить, что кислород�редуктазная
активность цитохрома bd�I, изолированного
или находящегося в клетках, не ингибируется
ONOO– как таковым [88]. Интересно заметить,
что в обоих случаях (изолированный фермент
или клетки) добавление ONOO– приводит не
только к временной остановке потребления
кислорода, но и к краткосрочному образованию
небольшого количества О2 (см. нарастающий
участок кривой для кислорода на рис. 4). Пос�
кольку Н2О2 может содержаться в качестве при�
меси в коммерческих препаратах ONOO– и/или
быть вторичным продуктом распада ONOO–,
мы полагаем, что наблюдаемая генерация О2 –
следствие каталазной активности цитохрома bd�I,
нечувствительной к NO [78, 88].

Также мы провели прямое измерение перок�
синитрит�детоксифицирующей активности
изолированного цитохрома bd�I из E. coli с по�
мощью спектрофотометрической установки для
быстрого смешивания. В этих экспериментах
регистрировали концентрацию ONOO– во вре�
мени, измеряя поглощение при 310 нм. Также
был проведен ряд контрольных экспериментов
(без фермента или без восстанавливающих
субстратов или без ONOO–), результаты кото�
рых были использованы при расчете константы
скорости ферментативного распада ONOO– ци�
тохромом bd�I в реакции с О2 и избытком вос�
становителей аскорбата и ТМФД. Как и ожида�
лось, обнаружили, что эта наблюдаемая конс�

танта скорости линейно возрастает с увеличением
концентрации фермента [88]. Более того, при уве�
личении концентрации ТМФД с 150 до 300 мкМ
при каждой из исследованных концентраций
цитохрома bd�I наблюдается более быстрый рас�
пад ONOO–, что соответствует увеличению ка�
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Рис. 4. Действие пероксинитрита на скорость потребления
кислорода цитохромом bd�I из E. coli. а – ONOO– (50 мкМ)
добавляли к изолированному солюбилизированному фер�
менту (100 нМ) по ходу реакции с О2 и избытком восстано�
вителей (10 мМ аскорбат и 0,5 мМ ТМФД); б – ONOO–

(80 мкМ) добавляли к дышащим (за счет эндогенных
субстратов) клеткам E. coli (штамм GO105, лишенный ци�
тохрома bo3), сверхэкспрессирующим оксидазу bd�I (бла�
годаря наличию плазмиды pTK1 с опероном, кодирующим
этот фермент). Детали экспериментов представлены в ра�
боте Борисова и соавт. [88]
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жущегося числа оборотов ONOO–�детоксифи�
цирующей активности фермента, от 7 до 10 моль
ONOO– × (моль фермента)–1 × с–1 [88].

Таким образом, мы обнаружили, что: 1) в от�
личие от митохондриальной цитохром с оксидазы
цитохром bd�I из E. coli не инактивируется ONOO–

вплоть до концентрации 100 мкМ; 2) фермент bd�I,
находящийся в реакции с кислородом и восста�
навливающими субстратами, способен доволь�
но быстро метаболизировать ONOO–, выступая,
таким образом, в качестве детоксификатора это�
го высоко реакционноспособного токсичного
соединения. Насколько нам известно, это пер�
вый случай прямого измерения кинетики разло�
жения ONOO– терминальной оксидазой [88].

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ –
СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ИНГИБИТОРЫ 

ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МЕТАБОЛИЗМА 
ПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ

Для борьбы с патогенными микроорганизма�
ми в течение многих десятилетий используется
ряд антибиотиков с различными механизмами
действия. Однако в последние годы наблюдается
значительный рост устойчивости (в т.ч. множест�
венной лекарственной устойчивости) патоген�
ных микроорганизмов к противомикробным
препаратам, прежде всего антибиотикам, кото�
рые в прошлом были очень эффективны. В ре�
зультате инфекционные заболевания, вызывае�
мые такими устойчивыми патогенами, не подда�
ются стандартному лечению, что приводит к за�
тяжной болезни и повышенному риску смерти.
Следовательно, возникает острая необходимость
в разработке новых антимикробных лекарствен�
ных соединений с принципиально новыми меха�
низмами действия. В этой связи ферменты, игра�
ющие центральную роль в энергетическом мета�
болизме, представляют собой подходящие мише�
ни для новых антибактериальных соединений.

Одной из таких мишеней могла бы быть ци�
тохром bd оксидаза. Как показано выше, этот
фермент способен значительно повысить устой�
чивость микробной клетки к окислительному и
нитрозилирующему стрессу, тем самым, вероят�
но, помогая бактериальному патогену преодо�
леть иммунную защиту хозяина. Поскольку ци�
тохром bd обнаруживается только у бактерий,
селективные ингибиторы оксидаз типа bd не
должны оказывать негативного влияния на
энергетический метаболизм хозяина.

Разработка лекарств нового поколения ми�
ровой фарминдустрией находится только на са�
мом начальном этапе. Первым препаратом но�
вого поколения, направленным на энергетичес�

кий метаболизм бактериального патогена, явля�
ется бедаквилин (диарилхинолин). Бактерицид�
ное действие этого противотуберкулезного
средства, одобренного Управлением по сани�
тарному надзору за качеством пищевых продук�
тов и медикаментов США (U.S. Food and Drug
Administration), обусловлено его способностью
селективно ингибировать FoF1�АТФ�синтазу у
Mycobacterium tuberculosis [104]. Угнетение син�
теза АТФ приводит к нарушению системы про�
изводства и, в конечном итоге, к гибели мик�
робной клетки. Однако по сравнению с другими
современными противотуберкулезными лекар�
ствами, к примеру, изониазидом, бедаквилин
убивает клетки M. tuberculosis довольно медлен�
но [105]. Недавно мы выдвинули гипотезу, что
цитохром bd мог бы наделять клетки M. tubercu"
losis более высокой устойчивостью к окисли�
тельному стрессу благодаря способности рас�
щеплять перекись водорода [82]. Вслед за нашей
работой Берни с соавт. [106] сообщили, что ско�
рость, с которой бедаквилин убивает клетки M. tu"
berculosis, заметно возрастает, если провести но�
каут терминальной оксидазы типа bd (путем за�
мены гена cydA на гигромициновую кассету с
помощью специализированной трансдукции).
Это согласуется с тем наблюдением, что в клет�
ках M. tuberculosis, обработанных бедаквилином,
уровень экспрессии цитохрома bd существенно
возрастает [105].

Другой лекарственный препарат, поражаю�
щий дыхательную цепь M. tuberculosis, – соедине�
ние Q203, в основе которого – имидазо[1,2�α]пи�
ридин [107]. Его действие основано на ингиби�
ровании дыхательного комплекса bc1 [107]. Не�
давно было описано действие серии из пяти раз�
личных структурных основ («скаффолдов») про�
изводных имидазо[1,2�α]пиридина, на клини�
ческие штаммы M. tuberculosis [108]. Хотя ими�
дазо[1,2�α]пиридины полностью подавляют рост
большинства исследованных штаммов M. tubercu"
losis из�за торможения активности комплекса bc1,
лабораторно�адаптированные штаммы H37Rv,
CDC1551 и Erdman, как оказалось, способны пре�
одолевать это ингибирование роста [108]. Пред�
положили, что это происходит благодаря повы�
шению уровня экспресии цитохрома bd. Действи�
тельно, удаление этой терминальной оксидазы в
штамме H37Rv делает мутант более чувстви�
тельным к имидазо[1,2�α]пиридинам [108].

Суммируя вышеизложенное, можно наде�
яться, что использование специфического ин�
гибитора цитохрома bd в сочетании с ингибито�
рами других ферментов энергетического мета�
болизма (например, бедаквилином и/или ими�
дазо[1,2�α]пиридинами) будет иметь синерги�
ческий эффект, тем самым представляя собой
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Cytochrome bd is a terminal quinol oxidase of the bacterial respiratory chain. This tri�heme integral membrane pro�
tein generates a proton motive force at lower efficiency compared to heme�copper oxidases. This notwithstanding,
under unfavorable growth conditions bacteria often use cytochrome bd in place of heme�copper enzymes as the main
terminal oxidase. This is the case for several pathogenic and opportunistic bacteria during host colonization. This
review summarizes recent data on the contribution of cytochrome bd to bacterial resistance to hydrogen peroxide,
nitric oxide, and peroxynitrite, harmful species produced by the host as part of the immune response to microbial
infections. Growing evidence supports the hypothesis that bd�type oxidases contribute to bacterial virulence by pro�
moting microbial survival under oxidative and nitrosative stress conditions. For these reasons, cytochrome bd repre�
sents a protein target for the development of next�generation antimicrobials.

Key words: oxidative stress, nitrosative stress, reactive oxygen and nitrogen species, respiratory chain, terminal oxi�
dase, bacteria, virulence, antimicrobial agents


