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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПРИРОДНОЙ HydSL 
ГИДРОГЕНАЗЫ Thiocapsa bogorovii И ЕЕ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
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Показано, что природная HydSL и модифицированная Δ54 HydSL гидрогеназы, выделенные из
Thiocapsa bogorovii, сходны по удельной активности, зависимости активности от температуры и тер-
мостабильности. Полученные данные свидетельствуют о том, что С-концевой домен не принимает
участия в стабилизации белковой структуры гидрогеназы при тепловом воздействии. Ионы серебра
быстро и необратимо ингибировали активность HydSL и Δ54HydSL. В присутствии Ag+ наблюда-
лось снижение пика поглощения в области 410 нм, что указывало на разрушение железосерных кла-
стеров. Кроме того, наблюдалось разрушение белковой глобулы. Длительное воздействие Ag+ вы-
зывало изменения ИК-Фурье спектров гидрогеназы, что свидетельствовало о разрушении NiFe-актив-
ного центра. Предполагается, что первой мишенью ионов серебра является дистальный железосерный
кластер, причем расположенный вблизи него C-конец HydS способен взаимодействовать с ионами
серебра, снижая таким образом локальную концентрацию ионов.
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Гидрогеназы микроорганизмов участвуют в
метаболизме водорода, катализируя обратимую
реакцию восстановления протонов до молеку-
лярного водорода. По содержанию металлов в ак-
тивном центре различают три основные группы
ферментов: NiFe-гидрогеназы, содержащие биме-
таллический железоникелевый активный центр,
FeFe-гидрогеназы, содержащие двухатомный кла-
стер железа в активном центре и Fe-гидрогеназы, не
содержащие металлов в белковой глобуле, но ис-
пользующие Fe-содержащий кофактор [1, 2]. Тер-
мостабильная HydSL-гидрогеназа (КФ: 1.12.99.6)
из пурпурной серной бактерии Thiocapsa bogorovii
BBS (прежнее название штамма: Thiocapsa roseop-
ersicina BBS [3]) относится к первой подгруппе
NiFe-гидрогеназ [2]. Она была выделена как
фермент, состоящий из двух субъединиц: малой
HydS и большой HydL [4]. В большой субъеди-
нице (HydL) находится NiFe-активный центр, а
малая субъединица (HydS) содержит три FeS-кла-
стера, которые образуют транспортную систему для
внутримолекулярного переноса электронов между

активным центром и поверхностью фермента [1].
Ранее для этой гидрогеназы показано, что С-кон-
цевой участок HydS принимает участие в закреп-
лении гидрогеназы на мембране, по-видимому,
путем связывания с трансмембранным Isp1 бел-
ком, который на основании структуры hyd-оперона
считается входящим в тетрамерный мембранный
комплекс HydS-Isp1-Isp-2-HydL [5, 6]. Этот С-кон-
цевой участок находится вблизи дистального FeS
кластера, и его роль в стабилизации конформации
молекулы гидрогеназы неизвестна. Удаление этого
участка и присоединение гистидиновой метки
может помочь в ориентированной иммобилиза-
ции гидрогеназы на поверхности с уменьшенным
расстоянием от электрода до дистального FeS
кластера. HydSL гидрогеназа T. bogorovii BBS с
удаленными 54 аминокислотными остатками с С-
конца HydS, Δ54HydSL и введением гистидино-
вой метки описана ранее [5].

Цель работы – сравнение активности, темпера-
турной зависимости, термостабильности и устой-
чивости к токсическому действию ионов серебра
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природной HydSL модифицированной Δ54HydSL
гидрогеназы.

МЕТОДИКА
Клетки пурпурной серной бактерии Thiocapsa

bogorovii и мутанта (Δ54HydSL?) выращивали в
анаэробных фотогетеротрофных условиях на мо-
дифицированной среде Пфеннига [7]. Получение
мутанта с модифицированной гидрогеназой опи-
сано ранее [5]. При его выращивании в среду до-
бавляли 25 мкг/л канамицина. В работе использо-
вали метилвиологен, HEPES и реактивы для
электрофореза в ПААГ фирмы “Sigma” (Герма-
ния), фенилсефарозу CL-4B “Pharmacia” (Шве-
ция), ДЭАЭ-целлюлозу DE52 “Whatman” (Англия)
и дитионит натрия “Fluka” (Швейцария). Осталь-
ные реактивы – отечественного производства ма-
рок х. ч. и о. с. ч.

Получение экстрактов клеток и очистка гидроге-
назы. Для получения природной и модифициро-
ванной гидрогеназ использовали одну и ту же ме-
тодику. Клетки отделяли от культуральной жид-
кости в конце экспоненциальной фазы роста на
проточной центрифуге. Клеточную пасту ресуспен-
дировали в 20 мМ К-фосфатном буфере (рН 7.0) и
разрушали обработкой ацетоном, затем ультразву-
ком на дезинтеграторе УЗГТ-01/22 (22 кГц, 3 раза
по 10 мин, 10°С) как описано ранее [8]. Неразру-
шенные клетки и их осколки осаждали центрифу-
гированием (10000 g, 30 мин, 4°С) и получали бес-
клеточный экстракт. Для очистки гидрогеназы
использовали фракционирование бесклеточного
экстракта сульфатом аммония и последователь-
ную жидкостную хроматографию на колонках с фе-
нилсефарозой CL-4B и ДЭАЭ-целлюлозой DE52.
Окончательную стадию очистки препаратов гид-
рогеназы осуществляли с использованием препа-
ративного электрофореза в 7%-ном ПААГ как
описано ранее [9].

Влияние нитрата серебра на активность гидроге-
наз. Действие AgNO3 проверяли при разных кон-
центрациях ингибитора и фермента. Для опытов
использовали свежеприготовленный 0.1 М рас-
твор AgNO3 в 50 мМ HEPES буфере, рН 7.0 в за-
щищенном от света стеклянном сосуде. Констан-
ту скорости инактивации первого порядка опре-
деляли графическим методом.

Определение гидрогеназной активности. Актив-
ность гидрогеназы определяли по реакции вос-
становления окисленного метилвиологена водо-
родом спектрофотометрическим методом [9]. Ре-
акционная смесь (общий объем 2 мл) содержала
50 мМ Tris-HCl буфер (рН 9.0), 4 мМ метилвиоло-
ген и 0.1–10 мкг гидрогеназы. Кювету заполняли
водородом и для инициирования реакции добав-
ляли следовые количества (5–10 мкл) 20 мМ рас-
твора дитионита натрия, приготовленного в анаэ-

робных условиях. Стандартные измерения актив-
ности фермента проводили в термостатируемой
кювете при температуре 30°С. При изучении за-
висимости активности гидрогеназы от темпера-
туры кювету с пробой фермента термостатирова-
ли не менее 5 мин и затем измеряли активность при
заданной температуре. Термостабильность гидро-
геназы оценивали после 10 мин выдерживания про-
бы фермента в термостате по величине остаточной
активности в стандартных условиях. Кинетическую
кривую восстановления метилвиологена строили
на основании показаний спектрофотометра “Shi-
madzu 1600” (Япония) при длине волны 600 нм.
Для расчета активности использовали коэффи-
циент экстинкции восстановленного метилвиоло-
гена ε600 = 13.00 мМ–1 · см–1. Ферментативную ак-
тивность гидрогеназы выражали в мкмоль Н2/мин
в расчете на 1 мг белка.

Регистрация и обработка спектров. ИК-Фурье
спектры препаратов гидрогеназы регистрировали
на спектрофотометре Bruker IFS 66v/S (“Bruker”,
Германия). Образцы фермента концентрировали
до ~50 мг белка/мл с использованием микрокон-
центраторов “Microcon-10” (“Amicon”, США) и
помещали в кювету толщиной 50 мкм со стеклами
из фторида кальция. Для получения ИК спектров
с Фурье преобразованием первоначально измеря-
ли 256 сканов базовой линии на воздухе с пустым
кюветным отделением, затем записывали 256 ска-
нов образцов 50 мМ HEPES-буфера или гидроге-
назы в буфере. ИК спектры регистрировали в
диапазоне 4000–1000 см–1 с детектором МСТ
(“Visinic”, Израиль) при комнатной температуре
с разрешением 2 см–1 в двух повторностях с по-
следующим усреднением. Из ИК спектра погло-
щения гидрогеназы вычитали ИК спектр погло-
щения буфера, нормированный в максимуме по-
лосы поглощения воды при ~2130 нм. Искажения
базовой линии в полученном спектре корректи-
ровали в ручном режиме в программе Origin.

Спектры поглощения образцов гидрогеназы в
области 250–600 нм регистрировали на спектро-
фотометре “Shimadzu 1600” (Япония). Концентра-
цию препаратов фермента определяли по поглоще-
нию при 400 нм с использованием для расчета ко-
эффициента экстинкции: ε400 = 42 мМ–1 см–1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение природной HydSL и мутантной Δ54

HydSL гидрогеназ проводили на основе сравне-
ния удельной активности выделенных фермен-
тов, зависимости их активности от температуры и
стабильности при прогревании в течение 10 мин.

Свежевыделенные электрофоретически гомоген-
ные препараты гидрогеназ имели удельную актив-
ность при 30°C 130 ± 25 и 110 ± 22 мкмоль мин–1 мг–1

белка для нативной и модифицированной гидро-
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геназ соответственно, разница их активностей
была в пределах доверительноых интервалов. Это
указывает на неизменность структуры активного
центра, а также на то, что мишенью ингибитора
является не белковая глобула, а дистальный желе-
зосерный кластер системы трех FeS кластеров и
их функциональной связи при удалении С-кон-
цевого остатка. Зависимость активности гидроге-
назы из исходного штамма и мутанта от темпера-
туры практически не отличалась: полное совпаде-
ние кривых (рис. 1).

Подсчитанные энергии активации для диапа-
зона 20–40°С составляли 54 ± 7 и 56 ± 6 соответ-
ственно, то есть различия также были в пределах
доверительных интервалов. Прогревание гидро-
геназ в течение 10 мин при температурах вплоть

до 80°C не снижало удельной активности обеих
гидрогеназ и не приводило к разрушению фер-
мента (рис. 2). Прогревание при 90°C приводило
к потере примерно половины, а при 100°C около
75% активности обоих ферментов. Полученные
данные свидетельствуют о том, что С-концевой
домен не принимал участия в стабилизации бел-
ковой структуры гидрогеназы.

В качестве дополнительного критерия для срав-
нения структуры и стабильности двух гидрогеназ
была выбрана чувствительность к ионам серебра.
Известно, что ионы серебра способны взаимодей-
ствовать с аминокислотами, находящимися как в
свободном состоянии [10], так и в составе белков,
что может приводить к разрушению белков [11].
Более того, показано, что серебро способно заме-
щать железо в FeS кластерах [12].

Нитрат серебра (0.1 мМ–5 мМ) быстро и необ-
ратимо ингибировал HydSL-гидрогеназу T. bogor-
ovii. В присутствии 5 мМ AgNO3 степень ингиби-
рования составляла более 90% в течение 20 мин.
Снижение концентрации ингибитора приводило к
замедлению кинетики инактивации (рис. 3а). При
концентрации 0.5–1.0 мМ ингибирование было
частичным, хотя процесс инактивации гидроге-
назы не выходил на плато и через 3 ч инкубации.
Константа скорости инактивации первого поряд-
ка, составляла 57.3 ± 3.5 М–1 мин–1 при 20°С.

Для установления типа ингибирования (обра-
тимый или необратимый) используют разбавление
реакционной среды с ингибитором [13]. Только
при обратимом ингибировании происходит зна-
чительное восстановление активности фермента.
Снижение концентрации ингибитора при разбав-
лении в 1000 раз не приводило к восстановлению
активности HydSL гидрогеназы, степень ингиби-
рования не изменялась (данные не приведены).
Практически полное удаление Ag+ при трехкрат-
ной промывке гидрогеназы на микроконцентра-

Рис. 1. Зависимость активности нативной HydSL (1) и модифицированной Δ54HydSL (2) гидрогеназ T. bogovorii от тем-
пературы. Концентрация гидрогеназ ~0.1 мг/мл.
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Рис. 2. Инактивация гидрогеназы HydSL (1) и
Δ54HydSL (2) после прогревания при заданной тем-
пературе в течение 10 мин: 100% активности соответ-
ствует 130 ± 25 и 110 ± 10 мкмоль мин–1 мг–1 белка для
HydSL и Δ54HydSL гидрогеназ соответственно. Кон-
центрация гидрогеназ ~0.1 мг/мл.
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торах “Microcon10” (удаление соединений с мас-
сой <10 kDa) также не приводило к восстановлению
активности фермента, что указывает на необрати-
мый характер ингибирования.

Действие ионов серебра на Δ54-6his HydSL-гид-
рогеназу было более значительным по сравнению
с гидрогеназой из родительского штамма. Ингиби-
торный эффект проявлялся уже при концентрации
0.5 мМ (рис. 3б), причем ингибирование также
было необратимым. Константа скорости инактива-
ции первого порядка составляла 746 ± 15 М–1 мин–1

при 20°С.

При изучении действия ионов серебра было
отмечено, что при 5 мМ концентрации AgNO3 и
инкубации в течение 2 ч происходило помутне-
ние раствора, что свидетельствует о денатурации
белка. Для подтверждения этого явления прово-
дили ДДС-электрофорез HydSL-гидрогеназы до
и после инкубации с 5 мМ AgNO3. Обнаружено,
что происходит частичное разрушение большой и
малой субъединиц гидрогеназы, причем появля-
ются новые полосы с меньшим молекулярным ве-
сом, что указывало на разрушение нативной струк-
туры гидрогеназы (данные не приведены). Таким

образом, через 2 ч инкубации при 5 мМ AgNO3 на-
блюдалось неполное разрушение белковой глобу-
лы.

Известно, что при взаимодействии ферредок-
сина с ионами серебра при определенных редокс-
состояниях возможно замещение одного атома же-
леза в FeS кластере на серебро, что не влияет на пик
поглощения при 410 нм [12]. После инкубации Hyd-
SL-гидрогеназы с 5 мМ Ag+ в течение 20 мин проис-
ходила инактивация фермента на 90% (рис. 3а).
При этом площадь пика поглощения при 410 нм
снижалась на 58% и составила 19 условных еди-
ниц, а после инкубации с 1.0 и 3.0 мМ Ag+ – 40 и
25 соответственно (рис. 4б). Можно предполо-
жить, что ион серебра замещает один атом железа
в железосерном кластере гидрогеназы, как и в
случае ферредоксина Pyrococcus furiosus [12], что
приводит к образованию гибридного AgFe3S4 кла-
стера, который не активен при переносе электро-
нов. Гибридный кластер также имеет характерное
поглощение в области 410 нм.

Для изучения влияния ионов серебра на ак-
тивный центр фермента был использован метод
ИК-Фурье-спектроскопии. Этот метод является

Рис. 3. Кинетика инактивации HydSL-гидрогеназы в присутствии 1 (1), 2 (2) и 5 мМ (3) (а) и Δ54HydSL в присутствии
0.5 (1) и 1 мМ (2) AgNO3 при 20°C (б). (50 мМ HEPES буфер, рН 7.0, концентрация гидрогеназ ~0.1 мг/мл.)
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Рис. 4. Спектры поглощения HydSL гидрогеназы (а) без добавления (1) и после инкубации в присутствии 1 (2), 3(3) и
5 мМ AgNO3 (4) в течение 30 мин при 20°C. На врезке (б) – иллюстрация измерения площади пика в области погло-
щения 410 нм. Концентрация гидрогеназы ~4.2 мг/мл.
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Рис. 5. ИК-Фурье-спектры нативной (1) гидрогеназы и после инкубации с 50 мМ AgNO3 в течение 20 ч (2) при 20°С в
50 мМ HEPES буфере, рН 7.0. Концентрация гидрогеназы ~50 мг/мл.
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наиболее информативным для оценки состояния
активного центра гидрогеназ. ИК-Фурье-спек-
тры HydSL-гидрогеназы проявляли характерные
полосы для двухатомных лигандов CO и CN [9].
Для проверки действия AgNO3 на активный центр
HydSL гидрогеназы препарат с концентрацией
50 мг/мл выдерживали 20 ч с ингибитором (5 мМ)
при 20°С, затем измеряли остаточную активность
и регистрировали ИК-Фурье-спектры (рис. 5).
Степень ингибирования гидрогеназной активно-
сти ионами серебра в этом эксперименте достига-
ла 93%. Амплитуда пиков двухатомных лигандов
в ИК спектре гидрогеназы значительно уменьша-
лась, причем положение полос лигандов не изменя-
лось. Это соответствует степени инактивации фер-
мента ионами серебра в аналогичных условиях
(остаточная активность ~7%). Следовательно, при
длительном ингибирующем действии Ag+ имеет
место разрушение активного центра (рис. 5).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что в присутствии 5 мМ AgNO3 через 20 мин на-
блюдается 90% ингибирование, а через 2 ч – ча-
стичное разрушение белка нативной гидрогеназы
(см. выше), так как разрушение белковой глобулы
более медленный процесс по сравнению с инак-
тивацией. Для проверки этого предположения пре-
парат модифицированной гидрогеназы смешивали
с эквимолярным количеством бычьего сывороточ-
ного альбумина и добавляли ингибитор до концен-
траций 1, 3 или 5 мМ. Рассчитанная константа ин-
гибирования составляла 760 ± 15 М–1 мин–1 при
20°С, что практически не отличалось от константы
ингибирования, полученной в отсутствие бычьего
сывороточного альбумина. Это говорит о том, что
первой мишенью ингибитора является не белковая
глобула, а дистальный железосерный кластер.

Таким образом, под действием ионов серебра у
HydSL-гидрогеназы, происходит сначала инакти-
вация FeS-кластеров, а затем разрушение железо-
никелевого активного центра. Для выявления при-
чин более быстрой инактивации Δ54-6his HydSL
следует отметить, что С-конец HydS, по совре-
менным представлениям, в нативном состоянии
располагается в стороне от поверхности, где рас-
положен дистальный FeS-кластер [5]. Однако,
учитывая, что этот домен гидрофобен, его распо-
ложение в воде и без взаимодействия с Isp1 может
быть другим. Так, например, расчеты свидетель-
ствуют о том, что в вакууме С-конец HydSL-гид-
рогеназы может быть “завернут” сам на себя и
располагаться ближе к дистальному кластеру [14],
экранируя его. При этом в составе С-конца HydS
имеются лизин (позиции 347, 348, 351), гистидин
(позиция 356) и аргинин (позиция 357). Это ами-
нокислоты, которые взаимодействуют с ионами
серебра при физиологических значениях рН
[10, 11]. Можно сделать вывод, что расположен-
ный вблизи дистального кластера C-конец HydS

способен взаимодействовать с ионами серебра,
снижая таким образом локальную концентрацию
ионов у дистального FeS кластера. У Δ54-6his Hyd-
SL гидрогеназы такая возможность отсутствует.
Это может объяснять значительно более высокую
константу ингибирования Δ54-6his HydSL иона-
ми серебра.
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Comparison of HydSl Hydrogenase of Thiocapsa bogorovii 
and its Modification with Truncated C-terminus of HydS

A. S. Starodubova, *, M. K. Khasimova, A. N. Khusnutdinovaa, N. A. Zorina, and A. A. Tsygankova

aInstitute of Basic Biological Problems of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow region, 142290 Russia
*e-mail: alexkex3@mail.ru

Native HydSL hydrogenase of Thiocapsa bogorovii and its modification with truncated C-terminus of HydS
(delta54HydS) were shown to be similar in specific activity, thermostability and temperature dependence of
activity. It supports the suggestion that C-terminus of HydS does not participate in stabilization of the enzyme
structure. Ag+ ions irreversibly inactivated both hydrogenases but delta54HydS was more sensitive to this in-
hibitor. In the presence of Ag+ the absorption peak at 410 nm was bleached indicating the destruction of FeS
clusters. Protein globule was also destructed by Ag+. Prolonged incubation of hydrogenase with Ag+ ions led
to disappearance of CO and CN peaks in IR spectra indicating NiFe center impairment. Data suggest that
the first target of Ag+ ions is distal FeS cluster, and C-terminus of HydS interacts with Ag+ decreasing local
ion concentration near the distal FeS cluster.

Keywords: HydSL hydrogenase, Thiocapsa bogorovii, C-terminal fragment of HydS, modified HydSL hydro-
genase, thermal stability, hydrogen, silver nitrate, hydrogenase


