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Изучено ингибирующее действие хлорида ртути (II) на активность и структуру гидрогеназы Thiocap-
sa roseopersicina BBS (HydSL). Определена кинетика ее инактивации в присутствии различных кон-
центраций ингибитора. Установлен необратимый характер действия Hg2+ и определены константы
ингибирования гидрогеназы при разных температурах. Присутствие этого ингибитора в растворе
фермента значительно снижало его стабильность и вызывало денатурацию при температуре выше
50°С. В течение процесса инкубации фермента с Hg2+ происходило обесцвечивание полосы погло-
щения в видимой области спектра, что указывало на разрушение железосерных кластеров. Сравни-
тельный анализ ИК-Фурье-спектров гидрогеназы без добавления ингибитора и после инкубации с
ним свидетельствовал о разрушении NiFe-активного центра.
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Гидрогеназа относится к металлоферментам и
катализирует обратимую реакцию восстановле-
ния протонов до молекулярного водорода.

Более трех десятков гидрогеназ получено в го-
могенном состоянии из микроорганизмов разных
таксономических групп, для части из них уста-
новлена трехмерная кристаллическая структура
[1, 2]. По содержанию металлов в активном цен-
тре различают три типа гидрогеназ [1]. 1. [NiFe]-
гидрогеназы содержат биметаллический железо-
никелевый активный центр и являются в своем
большинстве гетеродимерами. 2. [FeFe]-гидроге-
назы содержат двухатомный кластер железа в ак-
тивном центре. 3. Fe-гидрогеназы не содержат
металлов, но включают Fe-содержащий кофак-
тор. Для изученных [NiFe]-гидрогеназ показано,
что биметаллический кластер активного центра
ковалентно связан с белком четырьмя остатками
цистеина, два из которых образуют связывающий
мостик между ионами Ni и Fe, а два других коор-
динируют ион Ni. В зависимости от редокс-со-
стояния фермента между ионами металлов может
присутствовать небелковый лиганд. Атом железа
в составе кластера связан с тремя небелковыми

двухатомными лигандами, один из которых явля-
ется СО лигандом и два − CN– лигандами [3].

Термостабильная HydSL-гидрогеназа из пур-
пурной серной бактерии Thiocapsa roseopersicina
BBS относится к [NiFe]-гидрогеназам и состоит
из двух субъединиц с молекулярными массами 64
и 34 кДа. Биметаллический активный центр глу-
боко погружен в большой субъединице, а малая
субъединица содержит три железосерных класте-
ра, которые образуют транспортную систему для
внутримолекулярного переноса электронов меж-
ду активным центром и поверхностью фермента
[4, 5]. В межмолекулярном переносе электронов от
гидрогеназы к акцептору важную роль играют
электростатические взаимодействия между фер-
ментом и субстратом [6]. Показано, что в составе
активного центра гидрогеназы T. roseopersicina так-
же содержатся двухатомные СО и СN– лиганды [7].

Необходимость изучения действия тяжелых ме-
таллов на гидрогеназы обусловлена двумя причи-
нами. Во-первых, метаболизм водорода у пур-
пурной несерной бактерии T. roseopersicina иг-
рает важную роль при росте как в фототрофных
анаэробных, так и хемогетеротрофных микро-
аэробных условиях. Следует отметить, что эта
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бактерия содержит не менее 5 гидрогеназ, ко-
дируемых разными генами. При этом 4 из них яв-
ляются функционально активными, синтезируют-
ся в различных условиях и участвуют в поглощении
и выделении водорода [8, 9]. Таким образом, дей-
ствие тяжелых металлов на гидрогеназу может су-
щественно нарушать метаболизм водорода у T. rose-
opersicina. Во-вторых, иммобилизованная на элек-
троде HydSL-гидрогеназа T. roseopersicina является
перспективным водород-активирующим катализа-
тором для разработки новых типов топливных эле-
ментов и водородных сенсоров на основе прямого
биоэлектрокатализа [10, 11]. В связи с этим в прак-
тическом плане важно понимать механизм дей-
ствия тяжелых металлов на HydSL гидрогеназу.

Действие ртути на [NiFe] гидрогеназу из T. ro-
seopersicina [12], Desulfovibrio gigas [13] и D. vulgaris
[14] было изучено ранее. Во всех работах показа-
но, что ионы ртути необратимо ингибировали
гидрогеназную активность. Отмечено также, что
при действии ртути у всех гидрогеназ происходи-
ло разрушение железосерных кластеров, хотя ко-
личественные показатели различались. Действие
ртути на активный центр гидрогеназ не изуча-
лось. В связи с этим необходимо установить свя-
зана ли необратимая потеря активности гидроге-
назы, наблюдаемая при длительной инкубации
фермента с Hg2+, с разрушением FeS-кластеров, а
не NiFe-активного центра фермента.

Цель работы − оценить количественно влия-
ние хлорида ртути(II) на HydSL-гидрогеназу из
T. roseopersicina в широких временном и концен-
трационном диапазонах.

МЕТОДИКА
Клетки пурпурной серной бактерии T. roseop-

ersicina BBS выращивали в анаэробных фотогете-
ротрофных условиях на модифицированной сре-
де Пфеннига [15] в присутствии 0.2%-ного ацета-
та натрия при освещении лампами накаливания
(30−50 Вт м–2) и 28°С.

В работе использовали метилвиологен и реакти-
вы для электрофореза в ПААГ (“Sigma”, Германия),
фенилсефарозу CL-4B (“Pharmacia”, Швеция),
ДЭАЭ-целлюлозу DE52 (“Whatman”, Англия), и ди-
тионит натрия (“Fluka”, Швейцария). Остальные
реактивы – отечественного производства марок
х. ч. и ос. ч.

Получение экстрактов клеток и очистка гидроге-
назы. Клетки отделяли от культуральной жидко-
сти в конце экспоненциальной фазы роста и ре-
суспендировали (200 г) в 20 мМ К-фосфатном бу-
фере, рН 7.0, в соотношении 1 : 1. Затем клетки
разрушали обработкой 80%-ным ацетоном и уль-
тразвуком на дезинтеграторе УЗГТ-01/22 22 кГц,
3 раза по 10 мин при 10°С, как описано ранее [12].
Из экстрактов клеток гидрогеназу фракциониро-

вали сульфатом аммония и последовательно под-
вергали жидкостной хроматографии на фенилсе-
фарозе CL-4B и ДЭАЭ-целлюлозе DE52 [16]. Окон-
чательную стадию очистки фермента осуществляли
с использованием препаративного электрофореза в
7%-ном ПААГ, как описано ранее [17].

Влияние хлорида ртути (II) на активность гидро-
геназы. Действие хлорида ртути (II) определяли в
широком диапазоне концентраций ингибитора и
фермента. Использовали свежеприготовленный за-
пасной раствор 0.1 М HgCl2 в 20 мМ фосфатном бу-
фере, рН 7.0. Константу скорости реакции инакти-
вации определяли графическим методом [18].

Определение гидрогеназной активности. Актив-
ность гидрогеназы определяли спектрофотомет-
рическим методом по реакции восстановления
окисленного метилвиологена водородом в кюве-
те Тунберга [12]. Реакционная смесь (общий объ-
ем 2 мл) содержала 50 мМ трис-HCl буфер,
рН 9.0, 4 мМ метилвиологена и 1–10 мкг гидроге-
назы. Кювету заполняли водородом, а для иници-
ирования реакции при необходимости добавляли
следовые количества (5–10 мкл) 20 мМ раствора
дитионита натрия, приготовленного в анаэроб-
ных условиях. Все измерения активности фер-
мента проводили при 30°С. Для расчета исполь-
зовали коэффициент поглощения восстановлен-
ного метилвиологена (ε600 = 13.00 мМ–1 · см–1).
Ферментативную активность выражали в мкмоль
Н2/мин на 1 мг белка. Активность гидрогеназы по
реакции изотопного обмена водорода в системе
Н2/D2O регистрировали по образованию HD на
изотопном масс-спектрометре Delta V Advantage
(“Thermo Fisher”, Германия).

Регистрация и обработка спектров. ИК-Фурье
спектры гидрогеназы регистрировали на спек-
трофотометре Nicolet 6700 (“Bruker”, Германия) в
стандартной жидкостной кювете с окнами из
фторида кальция. Растворы гидрогеназы концен-
трировали до примерно 1 мМ концентрации
(около 100 мг/мл) с использованием микрокон-
центраторов “Microcon-10” (“Amicon”, США).
Полученный концентрированный раствор в 10 мМ
К-фосфатном буфере, рН 7.0, объемом 10 мкл на-
носили на окно из CaF2. На него помещали спей-
сер 50 мкм, сверху второе окно из CaF2 и собирали
ячейку. ИК спектры регистрировали в диапазоне
4000–1000 см–1 с детектором МСТ (“Visinic”,
Израиль) с разрешением 2 см–1 при комнатной
температуре.

Для получения ИК-спектров с Фурье преобра-
зованием первоначально измеряли 128 сканов ба-
зовой линии на воздухе с пустым кюветным отде-
лением, затем записывали 128 сканов контроля
(фосфатный буфер) или гидрогеназы в буфере.
Измерения повторяли 2 раза, усредняли 2 спектра
и получали спектр поглощения. Из ИК-спектра
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поглощения гидрогеназы вычитали ИК-спектр
поглощения буфера, нормированный в максимуме
полосы поглощения воды при ~2130 нм. Искажения
базовой линии в полученном спектре корректиро-
вали в ручном режиме в программе Origin.

Спектры поглощения растворов гидрогеназы в
области 350–600 нм измеряли на спектрофото-
метре “Shimadzu 1600” (“Shimadzu”, Япония).
Концентрацию фермента определяли по погло-
щению при 400 нм с использованием для расчета
коэффициента экстинкции: (ε400 = 42 мМ–1 · см–1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Инактивирующее действие хлорида ртути на

гидрогеназы проявлялось при всех изученных его
концентрациях (рис. 1а). В присутствии 5 мМ HgCl2
степень ингибирования фермента достигала
90% в течение 2 ч. При уменьшении концентра-
ции ингибитора кинетика инактивации была бо-
лее медленной (рис. 1а).

При значительном снижении концентрации
ингибитора путем разбавления реакционной сре-
ды в 1000 раз восстановления активности фермента
не наблюдалось, т.е. степень ингибирования не из-
менялась. Практически полное удаление HgCl2 при
трехкратной промывке гидрогеназы на микрокон-
центраторах “Microcon10” (“Electro Terminal”, Гер-
мания, удаление соединений с массой <10 кДа) так-
же не приводило к восстановлению активности
фермента, что указывало на необратимый характер
ингибирования.

Для определения количественных параметров
ингибирования гидрогеназы HgCl2 измеряли ки-
нетику его действия при 20 и 50°С. Взаимодей-
ствие гидрогеназы с этим ингибитором является
необратимой бимолекулярной реакцией, которая
характеризуется константой скорости реакции
второго порядка kII. Кинетические кривые инак-
тивации (рис. 1а, 1б) описываются уравнением
первого порядка с кажущейся константой скоро-
сти реакции первого порядка kI, которая является
функцией концентрации HgCl2. По тангенсу угла
наклона линейной зависимости kI от концентра-
ции HgCl2 (рис. 1в) определяли константу скорости
реакции второго порядка, величина которой со-
ставляла 3.95 ± 0.41 М–1 · мин–1 при 20°С (рис. 1в) и
увеличивалась до 17.5 ± 1.4 М–1 · мин–1 при 50°С
(данные не приведены).

Как было показано ранее, HydSL-гидрогеназа
из пурпурной бактерии T. roseopersicina BBS ха-
рактеризовалась высокой термостабильностью, и
еe инактивация наблюдалась при температуре вы-
ше 70°С [19]. Однако в присутствии 1 мМ HgCl2 ста-
бильность этого фермента значительно снижа-
лась. Так, при нагревании гидрогеназы в присут-
ствии ингибитора в течение 10 мин происходила

Рис. 1. Кинетика инактивации HydSL-гидрогеназы
T. roseopersicina в 20 мМ фосфатном буфере, рН 7.0, в
присутствии 1 (1), 3 (2) и 5 мМ (3) HgCl2 при 20°С (а):
б − линериаризация данных в полулогарифмических
координатах; в − зависимость наблюдаемой констан-
ты скорости реакции инактивации первого порядка
от концентрации HgCl2 (константа скорости необра-
тимого взаимодействия HgCl2 с ферментом равна
3.95 ± 0.41 М–1 · мин–1).

1

100

120

80

60

40

20

0 50 100 150 200 250 300 350

(a)

А
кт

ив
но

ст
ь,

 %

мин

2

3

1
0

0.5

–0.5

–1.0

–1.5

–2.0

–2.5
0 20 40 60 80 100 120

(б)ln (A/A0)

мин

2

3

0.020

0.025

0.015

0.010

0.005

0 1 2 3 4 5 6

(в)kнабл., мин–1

HgCl2, мМ



138

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 2  2020

ЗОРИН и др.

значительная инактивация уже при 50°С (рис. 2).
При более длительном (>60 мин) нагревании при
этой температуре происходила полная инактива-
ция, фермент полностью терял активность, что
указывало на совместный эффект инактивирую-
щего действия нагревания и HgCl2.

Железосерные кластеры в составе гидрогеназы
обладают характерным поглощением в области
410 нм [12]. После длительной инкубации гидроге-
назы с Hg2+ наблюдалось практически полное обес-
цвечивание этой полосы поглощения (рис. 3), что
свидетельствовало о разрушении железосерных
кластеров в составе фермента. При этом скорость

обесцвечивания этой полосы близка кинетике
инактивации гидрогеназы в присутствии Hg2+,
что соответствовало полученным раннее данным
о гидрогеназах из сульфатредуцирующих бакте-
рий [13, 14].

ИК-Фурье-спектры гидрогеназы T. roseoper-
sicina проявляли характерные полосы для двух-
атомных лигандов, изменение которых при дей-
ствии ингибитора может характеризовать состоя-
ние активного центра. Для проверки влияния
хлорида ртути (II) на активный центр 1 мМ гидро-
геназы инкубировали с ингибитором в течение
20 ч, а затем измеряли остаточную активность и
регистрировали ИК-Фурье-спектры (рис. 4). Сте-
пень ингибирования гидрогеназной активности
ионами ртути достигала приблизительно 75%, т.е.
остаточная активность составляла 25%. Амплиту-
да пиков двухатомных лигандов в ИК-спектре
гидрогеназы уменьшалась в 3.5 раза для всех трех
пиков, причем положение полос лигандов не из-
менялось. Таким образом, полученные данные
свидетельствуют о разрушении активного центра
при ингибирующем действии Hg2+ (рис. 4). Не-
полная инактивация гидрогеназы при использо-
вании 10 мМ хлорида ртути (II) и его инкубации с
ферментом в течение 20 ч выглядит противореча-
щей предыдущим результатам рис. 1а, показав-
шим, что 5 мМ хлорид ртути (II) инактивировал
более 95% активности в течение 5 ч. Однако учи-
тывая, что при записи спектров FTIR использо-
валась высокая концентрация гидрогеназы (око-
ло 1 мМ), можно предположить, что использован-
ной концентрации ингибитора было недостаточно
для полного взаимодействия с гидрогеназой.

На разрушение активного центра фермента
при действии Hg2+ указывало также и отсутствие
способности инактивированной гидрогеназы ка-
тализировать реакцию изотопного обмена водо-
рода в системе Н2/D2O. Гидрогеназа проявляла
высокую активность в реакции дейтериевого об-
мена без добавления ингибитора [20], а после вза-
имодействия с 1 мМ хлоридом ртути (II) в течение
24 ч активность фермента в реакции изотопного
обмена водорода не обнаруживалась.

Ранее было показано, что гидрогеназа T. rose-
opersicina проявляла относительно высокую тер-
мостабильность и устойчивость к действию моче-
вины, детергентов, отдельных органических рас-
творителей и протеолитических ферментов [19,
21, 22]. По устойчивости к таким каталитическим
ядам как СО и H2S, фермент превосходит плати-
ну, которая широко используется в качестве во-
дородактивирующего катализатора в топливных
элементах [8]. Определение пределов устойчиво-
сти гидрогеназы к действию ряда других денату-
рирующих факторов, в том числе влиянию тяже-
лых металлов необходимо для разработки новых

Рис. 2. Инактивация гидрогеназы (1 мг/мл) без добав-
ления (1) и в присутствии 1 мМ HgCl2 (2) после нагре-
вания при заданной температуре в течение 10 мин.
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Рис. 3. Спектры нативной гидрогеназы с концентра-
цией 2.4 мг/мл (1) и после инкубации с 1 мМ HgCl2 в
течение 1 (2) и 5 ч (3) при 20°С.
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преобразователей энергии на основе этого акти-
вирующего водород фермента.

Химическая модификация отдельных функ-
циональных групп гидрогеназы при действии
различных ингибиторов позволит получить но-
вую информацию о механизме ее каталитическо-
го действия. Газообразные ингибиторы (СО, О2 и
С2Н2) обратимо взаимодействуют с активным цен-
тром, но не влияют на структуру фермента [23]. Вза-
имодействие цианида с гидрогеназой T. roseopersici-
na приводило к разрушению железосерных класте-
ров, но не влияло на структуру активного центра [7].
При длительной инкубации фермента с Hg2+ раз-
рушались как железосерные кластеры, так NiFe-
активный центр. В тоже время структура и размер
пептидов (большой и малой субъединиц) не из-
менялись при такой обработке, на что указывало
совпадение положения белковых зон при элек-
трофорезе в ПААГ с Na-ДДС нативной и обрабо-
танной Hg2+ гидрогеназы (данные не приведены).

Таким образом, в данной работе показано, что
ионы ртути (II) необратимо ингибировали HydSL
гидрогеназу. При этом белковые субъединицы не
разрушались, но деградировали железосерные кла-
стеры и активный центр фермента.

Авторы выражают благодарность А.А. Забелину
за содействие в регистрации и обработке ИК-Фу-
рье-спектров гидрогеназы.
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The inhibitory effect of mercury chloride (II) on the activity and structure of hydrogenase Thiocapsa roseop-
ersicina BBS was studied. The kinetics of hydrogenase inactivation in the presence of different inhibitor con-
centrations was determined. Irreversible nature of Hg2+ action was established and hydrogenase inhibition
constants at different temperatures were determined. The presence of this inhibitor in the enzyme solution
significantly reduced its stability and caused denaturation at temperatures above 50°C. In the process of in-
cubation of the enzyme with Hg2+, the absorption band fades in the visible region of the spectrum, indicating
the destruction of iron-sulfur clusters. Comparative analysis of IR-Fourier spectra of hydrogenase without
addition and after incubation with inhibitor indicates the destruction of the NiFe – active center.

Keywords: mercury chloride (II), hydrogen, hydrogenase, infrared spectra, NiFe – active center, iron-sulfur
clusters
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