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Роторные F-АТФазы прокариот расположены 
в плазматической мембране и сопрягают реакцию 
синтеза или гидролиза АТФ с трансмембранным 
переносом ионов H+ или Na+. Для синтеза АТФ 
из АДФ и неорганического фосфата используется 
энергия трансмембранной разности электрохими-
ческих потенциалов H+ или Na+ (Δμ̃H+ или Δμ̃Na+ 
соответственно). При гидролизе АТФ фермент вы-
ступает в роли генератора Δμ̃H+ или Δμ̃Na+, рабо-
тая как АТФ-зависимый ионный насос. F-АТФазы 
состоят из двух субкомплексов — расположенного 
в цитоплазме F1, несущего сайты связывания ну-
клеотидов, и мембранного F0, осуществляющего 
ионный транспорт. Ключевыми элементами F0, не-
посредственно участвующими в трансмембранном 
переносе ионов, являются олигомерное с-коль-
цо и прилегающая к нему субъединица a. Каждая 
субъединица с-кольца несет сайт связывания иона, 
а субъединица a образует два несоосных полука-
нала, которые открываются на разные стороны 
мембраны и обеспечивают доступ ионов к с-коль-
цу. Перенос ионов с одной стороны мембраны на 

другую сопровождается вращением кольца относи-
тельно субъединицы a (Zubareva et al., 2020). В от-
сутствие с-кольца субкомплекс F1 не связывается 
с мембраной (Schneider, Altendorf, 1985; Bietenhader 
et al., 2012).

Считается, что специфичность F-АТФазы к пе-
реносимому иону (H+ или Na+) зависит от стро-
ения сайта связывания иона на с-субъединице. 
В работе Мулкиджаняна и соавт. (Mulkidjanian et 
al., 2008) была предсказана “натриевая подпись” 
F-АТФаз — консенсусный мотив для связывания 
иона Na+ с-субъединицей. Однако эксперимен-
тальные попытки введения “натриевой подписи” 
в с-субъединицу протонной F-АТФазы Escherichia 
coli не привели к  появлению натриевой специ-
фичности (Zhang et al., 2005). Мы предположили, 
что остатки субъединицы a, взаимодействующие 
с с-кольцом, также могут вносить вклад в ионную 
специфичность фермента. Анализ множественных 
выравниваний последовательностей субъединиц a  
и  c из Na+– и  H+– транслоцирующих F-АТФаз 
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позволил предсказать вероятную “натриевую под-
пись” в a-субъединице (табл. 1).

Целью данной работы было проверить это пред-
сказание. Для этого мы использовали протонную 
F-АТФазу Bacillus sp. PS3, в  которой заменяли 

“протонные подписи” в субъединицах a и с на на-
триевые как одновременно, так и по отдельности.

Плазмида pTR19, кодирующая все субъедини-
цы F-АТФазы Bacillus sp. PS3 (TF0F1-WT), была 
любезно предоставлена профессором Тошихару 
Сузуки (Токийский институт технологий, Япония) 
(Suzuki et al. 2002). Для введения “натриевой под-
писи” в субъединицы c и a было введено 13 замен: 
7 в  субъединицу с  (сA19P, cN23Q, cV55A, cA57S, 
cL58T, cP59G, cI61Y) и 6 в субъединицу а (aK155N, 
aT165S, aE178M, aA185Y, aA209Y, aS211D). Экс-
прессируемый с  этой конструкции фермент по-
лучил название TF0F1-Tr12. Кроме того, мы полу-
чили варианты pTR19 с теми же заменами в субъе-
диницах с (кодирует фермент TF0F1-Tr12-aWT) и a 
(фермент TF0F1-Tr12-сWT) по отдельности. Для 
экспрессии полученных конструкций использо-
вали штамм E. coli с  инактивированным оперо-
ном нативной F-АТФазы (ΔatpB-atpC) (Datsenko, 
Wanner 2000). Штаммы-трансформанты исполь-
зовали для получения вывернутых суббактериаль-
ных мембранных частиц (СБЧ), согласно методике 
Lapashina et al. (2019).

АТФазная активность сопряженных Na+–
транслоцирующих F-АТФаз в  составе мем-
бран зависит от концентрации ионов Na+ в сре-
де (Laubinger, Dimroth, 1987). В  этой связи мы 

ожидали, что если бы фермент TF0F1-Tr12 вслед-
ствие мутаций приобрел способность к трансмем-
бранному переносу Na+, то его активность была бы 
выше в присутствии Na+ и ниже в среде с заменой 
Na+ на K+. Мы сравнили скорости гидролиза 1 мМ 
АТФ в присутствии 100 мМ Na+ или K+ для СБЧ 
с рекомбинантными ферментами (табл. 2).

Однако влияние Na+ на СБЧ с  TF0F1-Tr‑12 
с “натриевой подписью” в субъединицах c и a ока-
залось сопоставимо с таковым для TF0F1-WT. Это 
может свидетельствовать о том, что введение му-
таций в фермент не привело к появлению натри-
евой специфичности. В ходе дальнейшей работы 
мы исследовали действие мутаций на протонный 
транспорт. Na+-транслоцирующие F0F1 способны 
к трансмембранному переносу протона в условиях 
низкой концентрации ионов натрия, поэтому эти 
эксперименты проводились в средах без добавле-
ния Na+.

Чтобы непосредственно наблюдать за перено-
сом H+ через мембрану СБЧ, мы воспользовались 
красителем 9-амино‑6-хлоро‑2-метоксиакриди-
ном (АСМА), флуоресценция которого гасит-
ся при образовании градиента рН на мембране 
(Lapashina et al., 2019). Введение мутаций в мем-
бранную часть F0F1 могло привести к появлению 
пассивной протонной проводимости через фер-
мент. Чтобы проверить это экспериментально, 
к мембранным частицам добавляли субстрат дыха-
тельной цепи сукцинат, а затем ингибитор сукци-
натдегидрогеназы малонат. На рис. 1а видно, что 
и на СБЧ с TF0F1-WT, и на СБЧ с TF0F1-Tr‑12 при 

Таблица 1. Частоты встречаемости (в %) аминокислотных остатков в позициях множественного выравнивания 
субъединиц a прокариотических F-АТФаз, построенного по данным базы COG. Нумерация остатков 
соответствует ферменту Bacillus sp. PS3. Приведены позиции, по которым проводились замены в этой работе; 
заменяемые остатки выделены жирным). Многоточия указывают на суммарную долю всех остальных остатков 
в данной позиции, помимо указанных

Переносимый  
ион

Позиция аминокислотного остатка в F-АТФазе Bacillus sp. PS3
a155 a165 a178 a185 a209 a211

H+ E(67) 
N(14) …(19)

S(32) A(28) 
G(19) …(21)

E(50) H(40) 
D(5) …(5)

A(44) L(12)
I(9)…(35)

I(23) A(20) 
L(16)  

G(12) …(29)

E(42) H(28) 
G(11) …(19)

Na+
N(91) 
S(6)
D(3)

S(74) 
A(23) T(3)

M(20)
T(23) G(18) 
A(12) …(27)

Y(74)  
S(18) …(8)

Y(68)  
F(14) …(18)

D(74) G(23) 
N(3)

Таблица 2. АТФазная активность СБЧ E. coli с рекомбинантной F-АТФазой Bacillus sp. PS3 при комнатной 
температуре (мкмоль/мин на мг белка). Приведены рассчитанные из пяти повторов средние значения 
± среднеквадратичные отклонения. Гидролиз АТФ регистрировали по закислению среды в присутствии 
рН-индикатора фенолового красного (Nishimura et al., 1962)

Фермент в составе СБЧ
Среда измерения

100 мМ K+ 100 мМ Na+

TF0F1-WT дикого типа с “протонной подписью” 0.31 ± 0.10 0.59 ± 0.02
TF0F1-Tr12 с “натриевой подписью” в субъединицах c и a 0.41 ± 0.07 0.52 ± 0.09
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добавлении сукцината можно наблюдать гашение 
флуоресценции, а при добавлении малоната — ее 
восстановление.

Это говорит о том, что дыхательная цепь успеш-
но генерирует градиент рН и  пассивной утечки 
протонов через F0-субкомплексы обеих АТФ-син-
таз не происходит. Далее к СБЧ добавляли АТФ, 
ожидая увидеть АТФ-зависимый протонный транс-
порт (рис. 1б). Однако здесь гашение флуоресцен-
ции АСМА наблюдалось только на СБЧ с F0F1 ди-
кого типа; последующее добавление разобщителя — 
смеси валиномицина и нигерицина, в присутствии 
которых мембрана становится проницаемой для 
Н+, приводило к  ожидаемому возврату флуорес-
центного сигнала на исходный уровень, свиде-
тельствующему о диссипации ΔрН. Таким образом, 
в то время как у фермента дикого типа гидролиз 
АТФ сопряжен с трансмембранным транспортом 
Н+, в случае TF0F1-Tr‑12 это, по-видимому, не так.

Чтобы дополнительно прояснить, почему СБЧ 
с  TF0F1-Tr‑12 неспособны к  АТФ-зависимому 
формированию протонного градиента на мем-
бране, мы измерили АТФазную активность СБЧ 
в присутствии 1 мМ дициклогексилкарбодиимида 
(DCCD)  — ингибитора, который специфически 
ковалентно связывается с протон-переносящими 
остатками в составе F0 (Fillingame, 1975) и блоки-
рует протонный транспорт и вращение с-кольца 
(Toei, Noji, 2013). Поскольку АТФазная активность 
F1 в  составе интактного F0F1 в  норме сопряже-
на с вращением с-кольца, блокировка последне-
го должна снижать АТФазную активность. В этом 
эксперименте СБЧ инкубировали с 1 мМ DCCD 

при 37°C в течение 3 ч; каждые 30 мин из образца 
отбирали аликвоту, измеряли ее АТФазную актив-
ность и сравнивали ее с активностью аналогично-
го контрольного образца, не содержащего DCCD. 
В случае СБЧ с TF0F1-WT уже после первых 30 мин 
инкубации с DCCD наблюдалось двукратное па-
дение активности по отношению к  контролю 
(рис. 2а).

Однако на активность СБЧ с TF0F1-Tr‑12 инку-
бация с DCCD не оказала никакого влияния даже 
спустя 3 ч. По всей видимости, в мутантном фер-
менте ковалентное связывание DCCD с c-субъе-
диницей не препятствует свободному вращению 
c-кольца в  ответ на добавление АТФ, что свиде-
тельствует о  нарушении взаимодействия между 
c-кольцом и субъединицей a и объясняет неспо-
собность мутантного фермента к трансмембран-
ному протонному транспорту.

Чтобы более детально разобраться в причине 
наблюдаемых эффектов, мы выделили и очистили 
из СБЧ исследуемые F0F1-комплексы, воспользо-
вавшись методикой (Suzuki et al., 2002). При иссле-
довании субъединичного состава очищенных ком-
плексов при помощи гель-электрофореза в дена-
турирующих условиях (рис. 2б) обнаружилось, что 
в случае F0F1-Tr‑12, в отличие от F0F1-WT, на геле 
не детектируется субъединица a. Неясно, происхо-
дит ли потеря субъединицы a при сборке реком-
бинантного фермента в клетке E. coli, или же эта 
субъединица теряется при очистке белка. Однако 
очевидно, что внесение мутаций на с-a интерфейсе 
F0 привело к дестабилизации комплекса. К сожале-
нию, мы не видели на гелях субъединицы с в связи 
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Рис. 1. Нормированная флуоресценция АСМА в присутствии мембранных частиц, содержащих TF0F1-WT (непре-
рывная кривая) или TF0F1-Tr‑12 (прерывистая кривая). а – в кювету добавляли сукцинат натрия до 3 мМ, затем 
малонат натрия до 30 мМ; б – в кювету добавляли АТФ до 500 мкМ, затем смесь валиномицина и нигерицина (ра-
зобщитель) до 500 нМ каждого.
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с ее слабым окрашиванием и с фоном детергента, 
однако наличие АТФазной активности в СБЧ и тот 
факт, что нам удалось выделить из них целый F0F1, 
говорит о нормальной сборке с-кольца в случае му-
тантной с-субъединицы.

Мы предположили, что F0F1, содержащие остат-
ки “натриевой подписи” лишь в одной из двух ис-
следуемых субъединиц (с или a; TF0F1-Tr‑12-aWT 
или TF0F1-Tr‑12-сWT соответственно), могут ока-
заться более стабильными, чем фермент, в кото-
ром замены были введены в обе субъединицы. Од-
нако наблюдения за протонным транспортом при 
помощи АСМА показали, что СБЧ, содержащие 
такие ферменты, подобно описанным выше СБЧ 
с TF0F1-Tr‑12, неспособны к АТФ-зависимой гене-
рации протонного градиента на мембране. Анализ 
субъединичного состава очищенных TF0F1-Tr‑12-
aWT или TF0F1-Tr‑12-сWT, проведенный с помо-
щью SDS-PAGE, вновь показал отсутствие субъ-
единицы a. Стоит также отметить, что АТФазная 
активность СБЧ с TF0F1-Tr‑12-аWT (0.39 ед./мг) 
в присутствии 1 мМ АТФ была близка к активно-
сти частиц с TF0F1-WT (см. табл. 2), а активность 
СБЧ с TF0F1-Tr‑12-сWT оказалась на порядок ниже 
и составила 0.04 ед./мг. Вероятно, введение “на-
триевой подписи” только в субъединицу a деста-
билизирует фермент еще сильнее, чем мутагенез 
обеих субъединиц.

Таким образом, введение в  субъединицы a 
и с протонной F0F1-АТФазы Bacillus sp. PS3 остат-
ков, характерных для Na+-зависимых F-АТФаз, 
не привело к  появлению способности к  транс-
мембранному переносу ионов натрия. Более того, 

введение этих замен как в обе субъединицы, так 
и по отдельности, значительно дестабилизировало 
фермент.

Использованный в  работе подход имеет как 
свои плюсы, так и минусы. К первым можно от-
нести относительную простоту дизайна, быстро-
ту выполнения экспериментов и убедительность 
данных в случае положительного результата. Од-
нако важным минусом использованного подхода 
является высокий уровень риска: одновременная 
замена 13 аминокислотных остатков в консерва-
тивной части фермента с большой вероятностью 
может вызвать проблемы со сборкой и функцией, 
что и было обнаружено в результате нашей работы. 
Альтернативный подход — проведение последова-
тельного мутагенеза отдельных остатков и выясне-
ние их роли в процессе сборки фермента и ион-
ном транспорте — избавлен от этого недостатка, 
но представляет собой работу гораздо более тру-
доемкую, чем данное исследование. Возможно, 
плодотворным окажется более тщательный анализ 
сочетаний конкретных аминокислотных остатков 

“натриевой подписи”, а не анализ частоты встре-
чаемости каждого из них по отдельности, как было 
сделано в данной работе. В будущем мы планируем 
провести такой анализ на большем объеме бакте-
риальных геномов.
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Рис. 2. а – Влияние инкубации с DCCD на АТФазную активность СБЧ с TF0F1-WT или TF0F1-Tr‑12. Показаны 
отношения значения АТФазной активности в образце с DCCD к таковым в аналогичных контрольных образцах 
без DCCD. Точки, для которых показано стандартное отклонение, были воспроизведены в трех повторностях, 
остальные – средние, рассчитанные из двух повторов. б – субъединичный состав очищенных комплексов TF0F1-WT 
и TF0F1-Tr‑12 (электрофорез в денатурирующих условиях в 12% полиакриламидном геле). Буквы справа указывают 
на отдельные субъединицы.
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Introduction of a Sodium-Binding Motif into Subunits a and c of Bacillus sp. PS3 
Proton F-ATPase Does Not Result in Sodium Specificity of the Enzyme
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Abstract—In bacteria F-type ATPase (F-ATPase) plays a key role in bioenergetics and couples ATP 
synthesis/hydrolysis with the transport of ions (H+ or Na+) across the membrane. The ion specificity of 
the enzyme is determined by the amino acid sequence of subunits c and а. Here, we introduced several 
mutations (7 in subunit c and 6 in subunit a) into F-ATPase of thermophilic bacterium Bacillus sp. PS3 
in order to change the ion specificity of the enzyme from proton to sodium. The mutations did not affect 
the ATPase activity of the enzyme, but led to loss of proton conductivity and impaired the binding of 
subunit a to the c-subunit oligomer, rather than changed the ion specificity.

Keywords: rotary ATPases, F-ATPases, F0F1, ion specificity, transmembrane ion transport, mutagenesis


