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(Vicia faba L.) ПО ОТНОШЕНИЮ К ГИДРОПЕРОКСИДУ трет-БУТИЛА
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Легоглобин (Lb) – гемоглобин клубеньков бобовых растений, как и многие другие гемоглобины,
проявляет пероксидазную активность и может окислять различные вещества с участием H2O2 или
органических перекисей. Исследована пероксидазная активность Lb, выделенного из клубеньков
бобов (Vicia faba L.), в реакции с гидропероксидом трет-бутила – аналогом органических гидропе-
рекисей, и о-дианизидином в качестве восстанавливающего субстрата. Реакция, катализируемая
Lb, описывалась классическим уравнением Михаэлиса-Ментен (Vmax = 1.3 моль/мин ⋅ мМ гема,
Km = 0.8 мМ). Определены концентрации субстратов, не лимитирующие скорость пероксидазной
реакции, – 0.8 мМ для о-дианизидина и 1 мМ для гидропероксида трет-бутила. При снижении pH
с 9.0 до 6.0 пероксидазная активность Lb увеличивалась почти в 2 раза, что может иметь значение
для клубеньков in vivo, например, при их старении, когда снижается pH и увеличивается содержание
окисленного Lb. Несмотря на то, что по пероксидазной активности Lb уступает истинным перокси-
дазам, он может обеспечить дополнительную антиоксидантную защиту при окислительном стрессе,
учитывая его высокую концентрацию в клубеньке.
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Легоглобин (Lb) – кислородпереносящий гемо-
протеид клубеньков бобовых растений, в которых
он поддерживает кислородные условия на уровне,
оптимальном для процесса азотфиксации. Lb со-
держится в цитоплазме инфицированной клетки в
очень высокой концентрации: 1–5 × 10–4 М [1] и
обеспечивает градиент концентрации O2 от де-
сятков мкМ у плазмалеммы до нескольких нМ в
центральной части клетки (у мембраны бактерои-
да) [2, 3]. Легоглобин – мономерный белок с мо-
лекулярной массой ~16.5 кДа, содержащий гем
(протопорфирин IX). Lb структурно и функцио-
нально подобен миоглобину (Mb) и эритроцитар-
ному гемоглобину (Hb), поскольку все эти белки
происходят от общего предка [4, 5].

Кроме связывания и транспорта молекулярно-
го кислорода и оксида азота (NO), многие гемогло-
бины способны проявлять различные каталитиче-
ские активности, среди которых и пероксидазная
[6, 7]. По своим каталитическим свойствам гемо-
глобины, как правило, уступают “классическим”
ферментам и не всегда очевидна биологическая
целесообразность этих свойств. По этой причине

гемоглобины относят к так называемым фермен-
томиметикам.

Серьезные исследования взаимодействия Hb и
Mb с H2O2 начались в 1950 гг. [8, 9]. Позже было
показано, что и другие гемоглобины способны
проявлять пероксидазную активность. Hb поли-
хеты Amphitrite с помощью H2O2 окисляет галофе-
нолы до менее токсичных хинонов [10], а флавоге-
моглобин E. coli восстанавливает алкилгидроперок-
сиды до спиртов [11]. Пероксидазной активностью
также обладают нейроглобины и цитоглобины [12].
Интерес к пероксидазной активности гемоглоби-
нов обусловлен еще и тем, что они представляют
собой удобную для кинетических исследований
модель, поскольку с H2O2 реагируют значительно
медленнее, чем истинные пероксидазы и каталазы.

Поскольку константа скорости пероксидазной
реакции, катализируемой гемоглобинами, намно-
го ниже констант скоростей истинных пероксидаз,
то обычно применяют термин “псевдопероксидаз-
ная активность”, тем самым подчеркивая второ-
степенность этой функции для белков – перенос-
чиков кислорода [6, 13–15].
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Еще в конце 1970-х гг. было показано, что Lb
может катализировать окисление электрон-до-
норных субстратов перекисью водорода [16, 17].
Также известно, что Lb в качестве окисляющего
субстрата может использовать этил-гидроперок-
сид [16]. Поскольку Lb образует гемовые ком-
плексы с алифатическими кислотами [18], не ис-
ключена возможность взаимодействия его с не-
большими алкилгидропероксидами, такими, как
гидропероксид трет-бутила (t-BOOH). Интерес
к алкилгидропероксидам, как к субстратам пе-
роксидаз, вызван тем, что эти соединения образу-
ются при окислительном стрессе и вызываемом
им перекисном окислении липидов. Кроме того,
они достаточно устойчивы и могут накапливаться
в организме, в отличие от пероксида водорода.

Цель работы – исследование пероксидазной
активности Lb по отношению к t-BOOH.

МЕТОДИКА

В работе были использованы следующие реак-
тивы: фенилметилсульфонилфторид (PMSF) –
производства “AppliChem” (Германия), перокси-
даза из корня хрена тип RZ (HRP), морфолино-2-
этансульфоновая кислота (МЭС), гидропероксид
трет-бутила, о-дианизидин, пиридин, аскорбат
натрия – “Sigma-Aldrich” (США), Servacel DEAE
GS – “Serva” (Германия), ультрогель AcA 54 –
“LKB” (Швеция), Трис – “ICN” (США). Осталь-
ные реактивы производства “Реахим” (Россия),
квалификации “х. ч.” или “ос. ч.”.

Объект исследований и условия выращивания
растений. Растения бобов (Vicia faba L.) сорта “Рус-
ские черные” (иногда употребляется название Faba
bona Medik.) выращивали в полевых условиях Мос-
ковской области (Россия). Растения инокулирова-
ли клубеньковыми бактериями Rhizobium legumino-
sarum bv. viciae, производственный штамм CIAM
1026 из коллекции ВНИИ сельскохозяйственной
микробиологии (Санкт-Петербург, Россия). Сте-
рилизацию семян для всех опытов проводили ро-
зовым раствором перманганата калия в течении
30 мин с последующей промывкой водой. Доза
инокулята составляла не менее 109 клеток на се-
мя. Клубеньки собирали на стадии бутонизации–
начала цветения, когда содержание Lb макси-
мально.

Выделение и очистка Lb из клубеньков бобов.
Клубеньки, отделенные от корней бобов, зали-
вали холодным 0.1 М K–фосфатным буфером
(рН 7.2), содержащим 0.2 М аскорбат натрия,
1%-ный высокомолекулярный поливинилпир-
ролидон, 50 мкM PMSF и 1 мМ MgCl2. Соотно-
шение клубеньков и буфера составляло 1 : 2 по
массе. Затем клубеньки тщательно растирали в
агатовой ступке, фильтровали через 2 слоя капро-
нового полотна. Фильтрат центрифугировали с

охлаждением в течение 10 мин при 1000 g для уда-
ления из экстракта загрязнений и крупных ча-
стиц растительной ткани. Lb-содержащую фрак-
цию получали высаливанием белков супернатан-
та сульфатом аммония при насыщении 40–80%.
Для поддержания рН 6.8–7.0 к супернатанту до-
бавляли 10%-ный раствор аммиака.

Осадок, содержащий Lb, растворяли в мини-
мальном количестве 0.02 М К-фосфатного буфе-
ра рН 7.2, центрифугировали при 23000 g в тече-
нии 20 мин, после чего супернатант наносили на
колонку (60 × 1.0 см) с носителем Ultrogel AcA-54
(“LKB”, Швеция), уравновешенным 0.02 М K–
фосфатным буфером (рН 7.2). Выход фракций с
колонки регистрировали спектрофотометриче-
ски при 280 нм. Последующую очистку Lb прово-
дили на анионообменнике Servacel DEAE GS (7 ×
× 2 см), уравновешенном 0.01 М К-фосфатным
буфером (рН 7.2). Фракционирование Lb прово-
дили элюцией линейным градиентом NaCl от 0 до
1.0 М в 0.01 М К-фосфатном буфере (рН 7.2).
Фракция Lb выходила с колонки в диапазоне 0.2–
0.4 М NaCl. Элюат, полученный с колонки Serva-
cel DEAE GS, окисляли раствором феррицианида
калия для перевода Lb в окисленную мет-форму
(metLb) и диализовали в 0.02 М К-фосфатном бу-
фере (рН 7.2). Белок концентрировали на мем-
бране Millipore (Merk, Германия) в ячейке для
ультрамембранного концентрирования под то-
ком аргона. Lb, выделенный из клубеньков бо-
бов, представлял собой сумму его компонентов
(изоформ). Все процедуры по очистке Lb прово-
дили на холоду (5°С).

Определение количества гемов. Для определе-
ния концентрации гемовых групп получали пи-
ридингемохромоген по методу [19]. К 150 мкл
раствора белка добавляли 450 мкл раствора пири-
дина (пиридин в 0.1 н растворе NaOH в соотно-
шении 1 : 3), после перемешивания общий объем
разделяли на две части, в одной из которых пири-
дингемохромоген восстанавливали дитионитом
натрия, а в другой – окисляли феррицианидом
калия. После этого измеряли оптическое погло-
щение восстановленного пиридингемохромогена
против окисленного при 556 и 539 нм. Определя-
ли разницу ΔD = (D556red – D556oxi) – (D539red –
D539oxi) и рассчитывали концентрацию гемовых
групп, используя значение коэффициента мил-
лимолярной экстинкции ΔE = 4.3 мМ–1 см–1,
определенное нами для данного ΔD [20]. В каче-
стве стандартного белка использовали Mb.

Определение пероксидазной активности. Пе-
роксидазную активность гемопротеидов измеря-
ли с использованием в качестве донора электро-
нов о-дианизидина по методу [21] с модификация-
ми. Продукт окисления о-дианизидина определяли
при длине волны 454 нм (ε454 = 30 мМ–1 см–1). Со-
став реакционной смеси: 0.1 М К-фосфатный бу-
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фер (рН 7.5), 0.8 мМ о-дианизидин, 8 мкМ гемо-
протеид, 0.5 мМ t-BOOH. Измерения проводили
при температуре 25°С на спектрофотометре “Cary”
(“VarianBio”, США).

При определении pH-зависимости перокси-
дазной активности Lb, измерения проводили в
различных буферных системах, оптимальных
для поддержания рН в разных диапазонах: МЭС
(рН 6.0), К-фосфатный буфер (рН 6.8 и 7.5), кар-
бонатный буфер (рН 8.5 и 9.0).

Все эксперименты были выполнены не менее,
чем в трех повторностях. На графиках представ-
лены средние величины. Статистическая обра-
ботка данных проводилась исходя из 3–4 анали-
тических повторностей в программе Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Пероксидазная активность Lb в зависимости от
концентрации субстратов. Пероксидазную актив-
ность выделенного Lb определяли с использова-
нием t-BOOH и о-дианизидина в качестве восста-
навливающего субстрата.

Исследование пероксидазных свойств Lb про-
водили в сравнении с пероксидазой корней хрена
(HRP) – наиболее изученной и широко использу-
емой в биохимии истинной гемсодержащей пе-
роксидазой [22]. В качестве восстанавливающего
субстрата был применен искусственный донор
электронов о-дианизидин, который ранее был
использован в качестве субстрата для выявления
пероксидазной активности Hb в плазме крови в
совместной работе с Институтом физико-хими-
ческой медицины (Москва, Россия), Белорус-
ским государственным университетом и Научно-
практическим центром “Кардиология” (Минск,
Республика Беларусь) [14].

Были проведены измерения начальной скоро-
сти реакции для ряда концентраций t-BOOH
(рис. 1а). Кинетическая схема реакции описыва-
ется классическим уравнением Михаэлиса-Мен-
тен. Для определения константы Михаэлиса (Km)
и максимальной скорости реакции (Vmax) данные
были представлены в координатах Лайнуивера-
Берка (пример показан на врезке рис. 1а). Были
рассчитаны максимальная скорость реакции, кон-
станта Михаэлиса и субстратная константа (Ks), ха-
рактеризующая взаимодействие фермента с суб-
стратом в равновесных условиях (табл. 1). Показа-
но, что зависимость начальной скорости реакции
от концентрации восстановителя – о-дианизидина
(рис. 1б) соответствует классической кинетике
Михаэлиса. Была измерена зависимость началь-
ной скорости реакции от концентрации фермен-
та (рис. 1в). При концентрации Lb 3.0 мМ ско-
рость пероксидазной реакции достигала макси-
мального значения и выходила на плато.

Рис. 1. Зависимость начальных скоростей перокси-
дазной реакции, катализируемой Lb клубеньков бо-
бов, от концентрации t-BOOH (а), от концентрации
о-дианизидина (б), от концентрации Lb (в).
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Анализ результатов, представленных на рис. 1,
позволил выбрать концентрации t-BOOH и о-ди-
анизидина, не лимитирующие скорость реакции, –
1.0 мМ и 0.8 мМ соответственно.

Сравнение пероксидазной активности Lb и пе-
роксидазы хрена. В аналогичных условиях (см.
Методика) была изучена способность пероксида-
зы корней хрена взаимодействовать с t-BOOH.
Реакция, катализируемая HRP, как и в случае Lb,
соответствует классической кинетике Михаэли-
са-Ментен (рис. 2). HRP – истинная пероксидаза
была использована для сравнения с Lb, который
является псевдопероксидазой. Для HRP были
определены параметры реакции (табл. 1). Макси-
мальная скорость реакции, катализируемой HRP,
в 57 раз превышала Vmax для Lb (табл. 1). Констан-
та Михаэлиса HRP в 10.8 раза превосходила тако-
вую для Lb.

Несмотря на то, что HRP была гораздо более
активным катализатором разложения t-BOOH,
структурные особенности этого фермента не бла-
гоприятствуют его взаимодействию с алифатиче-

скими гидропероксидами, поскольку гем в этом
ферменте расположен в узкой полости, что ис-
ключает возможность проникновения даже отно-
сительно небольших молекул [22]. Напротив, в
структуре легоглобинов заложена способность к
связыванию крупных лигандов [18, 23, 24]. Кроме
того, проявлению пероксидазных свойств Lb так-
же способствуют гидрофобное окружение гема,
конформационная лабильность имидазольного
кольца дистального гистидина и порфирина, а
также наличие аргинина и аспарагина в дисталь-
ной области гемового кармана. Можно предполо-
жить, что функционально Lb занимает промежу-
точное положение между другими гемоглобинами
и пероксидазами. Действительно, пероксидазная
активность Lb на порядок выше, чем у Mb, но на
несколько порядков ниже, чем у истинных перок-
сидаз [16].

Можно предположить, что несмотря на низ-
кие скорости реакции, Lb все же способен вно-
сить заметный вклад в элиминацию пероксидов
за счет своего высокого содержания в инфициро-
ванных клетках клубенька – 0.1–0.5 мМ, а в очень
активных клубеньках – до 2–3 мМ [1, 25]. Прове-
дено сравнение зависимости начальных скоро-
стей реакций от концентраций t-BOOH, катали-
зируемых Lb и HRP, взятых в разных концентра-
циях: 8 мкМ Lb и 0.8 мкМ HRP (рис. 3). Анализ
представленных на рис. 3 кривых показал, что
при низких концентрациях t-BOOH (≤1.5 мМ) Lb
по своей пероксидазной активности даже не-
сколько превосходил HRP. Возможно, это связа-
но с большей способностью гемового кармана Lb
взаимодействовать с крупными соединениями.

Рис. 2. Зависимость начальной скорости пероксидаз-
ной реакции, катализируемой пероксидазой корней
хрена, от концентрации t-BOOH.
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Таблица 1. Кинетические параметры пероксидазной
реакции с участием легоглобина клубеньков бобов и
пероксидазы корней хрена

Параметр Lb HRP

Vmax, М/мин · мМ гема 1.3 70.5

Km, мМ 0.8 8.7

Ks, мМ 0.4 8.0

Рис. 3. Зависимость начальной скорости пероксидаз-
ной реакции, катализируемой суммарным препара-
том Lb клубеньков бобов и пероксидазой корней хре-
на, от концентрации t-BOOH. 1 – Lb, 2 – HRP.
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Однако в отличие от истинных пероксидаз, боль-
шие концентрации пероксидов вызывают окис-
лительное повреждение белка, вследствие чего
снижается его каталитическая активность.

рН-зависимость пероксидазной активности Lb.
Известно, что пероксидазные свойства гемогло-
бинов зависят от рН раствора [6, 26, 27], поэтому
было проверено, как меняется пероксидазная ак-
тивность Lb в диапазоне рН от 6.0 до 9.0. При сни-
жении рН с 9.0 до 6.0 пероксидазная активность
Lb увеличивалась почти в 2 раза (на 85%) (рис. 4).
Как известно, рН внутри клубенька находится в
диапазоне 6.4–6.8, и только при старении снижа-
ется до 6.0 [28], поэтому изменение пероксидаз-
ной активности Lb в физиологическом диапазоне
рН будет незначительным (~6%). Эти результаты
хорошо соотносятся с данными по Mb, перокси-
дазная активность которого увеличивается при
физиологическом снижении pH с 7.4 до 6.1 [27].

Зависимость разложения пероксидов от рН
объясняется тем, что при низком значении pH
оксоферрильный интермедиат (порфирин–
FeIV=O) протонируется с образованием интерме-
диата феррилгидроксила (порфирин–FeIV–OH–)
со значением pK = 3.5 (реакция 1) [6, 26]. Из-за
нестабильности феррилгидроксил электронно

эквивалентен трехвалентному гему и радикалу на
гидроксильном лиганде (реакция 2), порфирине
(реакция 3) или белке (реакция 4):

(1)

(2)

(3)

(4)

+= + →IV IV –порфирин–Fe O H  порфирин–Fe –OH ;

→IV – III •порфирин–Fe –OH порфирин–Fe – OH;
+→IV – • III –порфирин–Fe –OH  порфирин –Fe –OH ;

+→IV – III •порфирин–Fe –OH  порфирин–Fe белок .

Самовосстановление протонированной фор-
мы феррила происходит за счет отрыва электрона
от порфиринового кольца, белка или другого суб-
страта. Эта форма обеспечивает быструю регене-
рацию белка до метформы (порфирин–FeIII), что
и объясняет увеличение активности пероксидазы
гемопротеидов при кислых значениях рН [6].

Кислая среда способствует не только эли-
минации перекисей, но и перекисному окис-
лению ненасыщенных жирных кислот [29, 30],
в результате которого образуются алкоксиль-
ные (RO•) и алкилпероксильные (ROO•) ради-
калы и гидроперекиси липидов (LOOH)
[15, 26].

(5)

(6)

+ → = +III IV •порфирин–Fe  LOOH порфирин–Fe O LO ;

= + → +IV III •порфирин–Fe O LOOH порфирин–Fe  LOO .

Аналогичные данные были получены и для Mb,
который является структурным аналогом Lb. В
случае Mb повышенное перекисное окисление ли-
пидов наблюдалось при pH 5.0–5.5 [29]. Эти реак-
ции миоглобина имеют последствия при патологи-
ческих процессах, сопровождающихся ацидозом:
воспалении, ишемии/реперфузии миокарда и
острой почечной недостаточности.

Возможные механизмы пероксидазной активно-
сти гемоглобинов. Пероксидазы (КФ 1.11.1.Х) ка-
тализируют окисление широкого спектра суб-
стратов под действием пероксида водорода и дру-
гих пероксидов [22]. Их можно разделить на две
группы: 1) ферменты, которые по своей природе
являются пероксидазами (истинные пероксида-
зы), и 2) ферменты, которые превращаются в пе-

Рис. 4. pH-зависимость начальной скорости перокси-
дазной реакции, катализируемой Lb.
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роксидазы в результате активации (псевдоперок-
сидазы) [31].

Истинные пероксидазы устроены так, чтобы
белковая часть не подвергалась повреждению ок-
соферрильными интермедиатами, являющимися
окислителями субстратов. Наиболее яркая осо-
бенность таких пероксидаз – наличие ковалент-
ных связей между гемом и белком, предотвращаю-
щих его деградацию, высвобождение и участие в
неконтролируемых редокс-превращениях [32–34].
Кроме того, истинные пероксидазы не содержат
окисляемых аминокислот в непосредственной
близости от гема. Ковалентные связи между гемом
и белком могут быть результатом действия специ-
альных сшивающих ферментов или автокаталити-
ческого созревания. Например, сложноэфирные
связи в пероксидазах млекопитающих – это ре-
зультат автокаталитического созревания [35].

Каталитический цикл гем-содержащих перок-
сидаз начинается c быстрого взаимодействия
фермента и Н2О2 с образованием Соединения I
(порфирин+•–[FeIV=O]), которое содержит 2

окислительных эквивалента: оксоферрил-гем и
свободный радикал, локализованный в π-системе
гема. Соединение I восстанавливается донором
электронов, что приводит к образованию Соеди-
нения II, а затем нативного фермента [26, 36].

Взаимодействие Hb с Н2О2 или органическими
пероксидами также приводит к двухэлектроному
окислению белка с образованием феррильного
интермедиата (порфирин–FeIV=O) с катион ра-
дикалом на порфириновом кольце, аналогичного
Соединению II истинных пероксидаз [15, 26]. Од-
нако в отличие от пероксидаз, этот радикал ми-
грирует на аминокислоту (тирозин, триптофан,
гистидин, цистеин), расположенную вблизи ге-
мового кармана [15, 26]. В Lb обычно образуется
феноксильный радикал тирозина [17, 18, 37]. Эти
белковые радикалы участвуют в образовании
межмолекулярных и внутримолекулярных сши-
вок гем-белок [18, 37, 38], поэтому участие Lb в
пероксидазном каталитическом цикле, как пра-
вило, сопровождается окислительной инактива-
цией белка [17]:

(7)

(8)

Легоглобины сои, гороха, фасоли, бобов со-
держат три остатка тирозина в позициях 25, 30 и
132 (133 у соевого Lb). Lb люпина содержит только
один остаток тирозина в позиции 132, Tyr-30 за-
менен на фенилаланин [39]. Tyr-30 контактирует
с гемом, а Tyr-25 с крупными заряженными ли-
гандами в шестом координационном положении
гема. Остаток Tyr-132 взаимодействует с виниль-
ной группой пиррольного кольца. На Tyr-132, ве-
роятнее всего, и образуется феноксильный ради-
кал. Радикал может локализоваться и на остатке
Tyr-30, который также контактирует с гемом и,
следовательно, с кислородом оксоферрильного
интермедиата Lb-FeIV=O [18]. У Mb и Hb, как
правило, свободный радикал также локализуется
на остатке тирозина [40].

Феноксильный радикал тирозина может взаи-
модействовать с другой молекулой гидроперок-
сида водорода:

(9)
В условиях высокой концентрации органиче-

ских пероксидов они могут выступать в роли
восстановителей оксоферрильной формы Lb,
что сопровождается образованием пероксиль-
ных радикалов, которые усиливают окислитель-
ные повреждения:

(10)
Пероксильные радикалы могут образовывать-

ся на аминокислотных остатках самого белка, ча-
ще всего на остатках триптофана, тирозина и ци-
стеина, когда молекулярный кислород реагирует
с радикалом аминокислоты [26]:

(11)

Радикалы аминокислот могут окислять другие
молекулы: или субстраты, или сам белок. В первом
случае окисляются крупные молекулы, которые не
имеют доступа к гемовому карману [26, 41], во
втором – происходит межмолекулярный пере-

нос электронов, сопровождающийся образова-
нием белковых олигомеров.

Феррилформы Hb, Mb и Lb и радикалы, обра-
зовавшиеся на остатках аминокислот в белке,

++ → = +III • IV
2 2 2порфирин-Fe -белок H O порфирин -Fe O-белок Н О;

+ = … → = …• IV IV •порфирин -Fe O Tyr порфирин-Fe O Tyr-O .

+ → + i•
2 2 2Tyr-O Н О Tyr-OH HO .

= + → +IV III •
2Lb O ROOH Lb ROO .

+ = … → =
= … + → = … +

• IV IV

• IV • •
2 2

порфирин -Fe O Tyr порфирин-Fe

O Tyr-O O порфирин-Fe O Tyr -OO H O.
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индуцируют реакции свободнорадикального окис-
ления липидов мембран. Под действием образу-
ющихся при этом алкоксильных (RO•) и алкил-
пероксильные (ROO•) радикалов и гидропере-
кисей липидов (LOOH) [15, 26] происходит
окислительная модификация Hb, приводящая к де-
градации гема и высвобождению ионов железа. Ио-
ны железа катализируют образование свободных
радикалов в реакциях Фентона и Хабера–Вайса
[42]. Именно это отличает пероксидазы-гемоглоби-
ны от истинных пероксидаз, окислительная актив-
ность которых направлена на определенные суб-
страты. То же самое, скорее всего, происходит и с
окисленными интермедиатами Lb.

Lb может функционировать в пероксидазном
каталитическом цикле только при наличии ве-
ществ, восстанавливающих феррильный интер-
медиат до metLb. Одним из эффективных восста-
новителей Lb-FeIV=O является глутатион (GSH),
присутствующий в больших концентрациях в
растительных клетках клубеньков бобовых [43]. В
результате этой реакции образуется окисленный
дисульфид GSSG и тиильный радикал (GS•) со-
гласно реакциям:

(12)

(13)

Другими физиологическими восстановителя-
ми ferrylLb могут быть НАДН, НАДФН, флави-
ны, аскорбат и липоевая кислота [27, 44, 45], по-
этому наличие достаточных количеств восстанав-
ливающих субстратов может предотвратить как
инактивацию Lb, так и перекисное окисление ли-
пидов.

Для Hb обсуждается еще один способ быстрого
превращения оксоферрильного интермедиата в
метформу – реакция конпропорционирования,
когда окислителем и восстановителем является
один и тот же химический элемент в разных сте-
пенях окисления [46]:

(14)

Эта реакция происходит за счет межмолеку-
лярного переноса электронов между остатками
тирозина молекул Hb [46].

В отличие от оксоферрилгемоглобина, ферри-
лгемоглобин (гем-FeIV) вызывает не двух-, а од-
ноэлектронное окисление Н2О2:

(15)

В ходе этой реакции образуется супероксид и
далее происходит деградация гема [47].

Lb взаимодействует с Н2О2 не только в окис-
ленной, но и в оксигенированной форме. В этом
случае гемовая группа разрушается, высвобождая

= + → + +IV III •
2Lb О GSH Lb H O GS ;

+ →• •GS GS GSSG.

− = + − → − +IV II III
2 2Hb Fe O Hb Fe O 2Hb Fe O .

− ++ → + +i iIV III
2 2 2 2Lb H O Lb О О )H H( .

Fe2+, который восстанавливает Н2О2 до высоко-
реакционных гидроксильных радикалов.

Участвовать в пероксидазном каталитическом
цикле может и deoxyLb, количество которого в
клубеньках велико ~70–80% [48, 49]:

(16)
Биологическая роль пероксидазной активности

Lb. Если биологическая функция истинных пе-
роксидаз заключается в свободнорадикальном
окислении различных органических субстратов
пероксидом водорода и другими пероксидами, а
также в антиоксидантной защите, то биологиче-
ское значение пероксидазных свойств гемогло-
бинов двояко: они катализируют и образование,
и разложение пероксидов [29, 30, 50]. Поэтому
биологические последствия пероксидазной реак-
ции гемоглобинов зависят от баланса между элими-
нацией пероксида (антиоксидантная защита) и
продукцией свободных радикалов (окислительное
повреждение). Этот баланс зависит от восстанови-
тельного статуса клеток, а именно от концентрации
низкомолекулярных антиоксидантов: глутатиона,
аскорбиновой и мочевой кислот [12, 51].

Гемоглобины изначально не предназначены
для взаимодействия с гидропероксидами. Они
проявляют пероксидазную активность только то-
гда, когда меняются характеристики их активного
центра. Это может происходить либо из-за изме-
нения внешних условий (рН, окислительно-вос-
становительное состояние), либо как результат дей-
ствия веществ-активаторов (посттрансляционные
модификаторы аминокислотных остатков, гемовые
лиганды). Например, в цитоглобинах такими акти-
ваторами служат анионные липиды, которые запус-
кают структурные перестройки белка, ведущие к
его переходу из гексакоординированного состоя-
ния в пентакоординированное, делая гем доступ-
ным для гидропероксидной группы ROOH [52].

Обсуждается вклад псевдопероксидазной ак-
тивности гемоглобинов в антиоксидантную за-
щиту. Например, пероксидазная активность Mb
может быть частью антиоксидантной системы сер-
дечных и скелетных мышц, особенно в условиях
интенсивной работы или при гипоксии [27, 53].
Причем за счет пероксидазной реакции Mb мо-
жет участвовать в детоксикации этанола и аце-
тальдегида, восстанавливающих ferrylMb. Име-
ются данные, свидетельствующие о способности
внеклеточного Hb (deoxyHb и metHb) защищать
клетки от окислительного стресса, вызванного
высокими концентрациями Н2O2 [54, 55]. Цито-
глобин и нейроглобин также могут вносить свой
вклад в антиоксидантную защиту клеток, устра-
няя избыток пероксидов [56].

Пероксидазная активность Lb может иметь био-
логическое значение при старении корневых клу-
беньков, когда повышается концентрация metLb

+ → = +II IV
2 2 2Lb H O Lb-Fe O H O.
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[16, 23, 37, 57]. Старение клубеньков также сопро-
вождается смещением рН в кислую сторону [58],
что способствует усилению пероксидазной ак-
тивности Lb и связанного с этим перекисного
окисления липидов. Кроме того, в результате ста-
рения клубеньков возрастает количество гемово-
го комплекса Lb с никотиновой кислотой (NA) –
LbIII-NA [23]. Образование LbIII-NA в стареющих
клубеньках предотвращает развитие окисли-
тельных процессов, вызванных metLb, посколь-
ку этот комплекс не подвергается окислению пе-
роксидом водорода до оксоферрильных интер-
медиатов [17].

Возможно существование механизмов, повы-
шающих пероксидазную активность Lb при окис-
лительном стрессе. Например, в Mb ковалентное
связывание гема с белком (Mb-X) под действием
H2O2 увеличивает пероксидазную активность [53].
Хотя Lb во многом подобен миоглобину, неиз-
вестно, происходит ли активация его пероксидаз-
ной функции таким же способом, хотя при взаимо-
действии с пероксидами в Lb также происходит
пришивка гема к белку через остаток тирозина. Это
приводит к образованию зеленого соединения со
спектральными характеристиками, отличными от
феррил- и мет-формы Lb, так называемого легхо-
леглобина. Это соединение отличается от обрати-
мого Mb-X, поскольку не восстанавливается ас-
корбатом [59].

Таким образом, Lb может функционировать
как пероксидаза по отношению к органическому
гидропероксиду – пероксиду трет-бутила. Орга-
нические гидроперекиси в больших количествах
могут образовываться в клетках клубенька при
развитии окислительного стресса [60]. Несмотря
на то, что по каталитической активности Lb зна-
чительно уступает истинным пероксидазам, учи-
тывая высокую концентрацию этого гемопроте-
ида в клетках клубенька, он может обеспечить до-
полнительную антиоксидантную защиту в этих
условиях. К тому же включение Lb в пероксидаз-
ный каталитический цикл может быть более эф-
фективным и быстрым клеточным ответом на
окислительный стресс, чем синтез de novo истин-
ных цитоплазматических пероксидаз.

При проведении исследований использовали
оборудование Центра коллективного пользова-
ния “Промышленные биотехнологии” Федераль-
ного исследовательского центра “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии” Российской акаде-
мии наук.
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Peroxidase Activity of Leghemoglobin of the Bean (Vicia faba L.) Nodules 
in Relation to tret-Butyl Hydroperoxide

O. V. Kosmachevskayaа, E. I. Nasybullinaа, and A. F. Topunovа, *
а Bach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: aftopunov@yandex.ru

Leghemoglobin (Lb) – hemoglobin of legume nodules, like many other hemoglobins, demonstrates peroxi-
dase activity and can oxidize various substances with the participation of H2O2 or organic peroxides. The per-
oxidase activity of Lb isolated from bean nodules (Vicia faba L.) was studied in reaction with tret-butyl hy-
droperoxide, an analog of organic hydroperoxides, and o-dianisidine as a reducing substrate. The reaction
catalyzed by Lb had classical Michaelis kinetics (Vmax = 1.3 M/min mM of heme, Km = 0.8 mmol/L). The
concentrations of substrates not limited the peroxidase reaction rate were determined – 0.8 mmol/L for o-
dianisidine and 1 mmol/L for tret-butyl hydroperoxide. With pH decrease from 9 to 6, Lb peroxidase activity
increased almost twice. This may be important for nodules in vivo, for example, during their aging, when pH
decreases and oxidized Lb content increases. Although Lb is inferior in peroxidase activity to the true perox-
idases, it can provide additional antioxidant protection under oxidative stress, considering its high concentra-
tion in nodules.

Keywords: leghemoglobin, hemoglobin, myoglobin, horse radish peroxidase, pseudoperoxidase activity, tret-
butyl hydroperoxide
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