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РОЛЬ МОНООКСИГЕНАЗНОЙ ФЕРМЕНТНОЙ СИСТЕМЫ 
БАКТЕРИЙ-ДЕСТРУКТОРОВ В ДЕГАРДАЦИИ 2,4-Д И ТРИБЕНУРОН-МЕТИЛА 

Клетки многих бактерий, способных деградировать различные ксенобиотики, содержат 
гидроксилирующие ферментные системы с цитохромом Р-450 в качестве терминальной окси-
дазы. Функционирование цитохром Р-450-содержащей монооксигеназной системы требует 
участия оксидоредуктаз НАДФН · Н+- и НАДН · Н+-зависимых электронтранспортных цепей, 
цитохромов b5 и Р-450. С целью изучения роли НАДФН · Н+- и НАДН · Н+-зависимых элек-
тронтранспортных цепей бактерий в деградации 2,4-Д и ТУМ были измерены активности ок-
сидоредуктаз с помощью добавленных акцепторов электронов, редокс-потенциал которых 
позволяет им взаимодействовать со строго определенными переносчиками. Экспериментально 
установлено, что при замене углеводного субстрата на гербициды для штамма бактерий-
деструкторов происходит увеличение всех видов НАДН · Н+-редуктазных активностей, 
при этом НАДФН · Н+-редуктазные активности увеличиваются незначительно. Разнонаправ-
ленные изменения активностей различных оксидоредуктаз объясняются различием химиче-
ских реакций, протекающих на цитохроме Р-450 в процессах деградации субстратов. Также 
установлено, что замена такого субстрата, как глюкоза, на гербициды вызывает активацию 
биосинтеза цитохромов b5 и Р-450 в клетках бактерий-деструкторов. Значительное увеличение 
содержания ферментов в клетках бактерий наблюдается в экспоненциальной фазе роста. 
Таким образом, можно сделать вывод, что цитохром Р-450-зависимые монооксигеназные фер-
ментные системы бактерий Т4 являются ключевыми в биодеградации 2,4-Д и ТУМ. Активно-
сти оксидоредуктаз электрон-транспортной цепи и содержание цитохромов P-450 и b5 у дан-
ных бактерий зависят от структуры субстрата. 

Ключевые слова: монооксигеназы, цитохром Р-450, цитохром b5, НАДН · Н+-зависимая ре-
дуктаза, НАДФН·Н+-зависимая редуктаза, бактерии-деструкторы, пестицид, 2,4-Д, трибенурон-
метил, спектрофотометрия. 
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THE ROLE OF MONOOXYGENASE ENZYME SYSTEM 
OF BACTERIA-DESTRUCTORS IN 2,4-D AND THRYBENURON-METHYL DEGRADATION  

The cells of many bacteria capable of degrading various xenobiotics contain hydroxylating en-
zyme systems with cytochrome P-450 as terminal oxidase. The functioning of the cytochrome P-450-
containing monooxygenase system requires the participation of oxidoreductases NADPH · H+- and 
NADH · H+-dependent electron transport chains, cytochrome b5 and P-450. In order to study the role 
of NADPH · H+- and NADH · H+-dependent electron transport chains of bacteria in 2,4-D and TUM 
degradation, the activities of oxidoreductases were measured using added electron acceptors, the re-
dox potential of which allows them to interact with strictly defined carriers. It was experimentally es-
tablished that when replacing a carbohydrate substrate with herbicides for a strain of bacteria-
destructors, an increase in all types of NADH · H+-reductase activities occurs, while NADPH · H+- 
reductase activities increase slightly. The multidirectional changes in the activity of various oxidore-
ductases are explained by the difference in chemical reactions that occur on cytochrome P-450 in the 
processes of substrate degradation. It was also found that the replacement of a substrate such as glu-
cose with herbicides causes activation of the cytochrome b5 and P-450 biosynthesis in the cells 
of the bacterial-destructors. A significant increase in the content of enzymes in bacterial cells is ob-
served in the exponential growth phase. Thus, we can conclude that cytochrome P-450-dependent 
monooxygenase enzyme systems of T4 bacteria are the key-note in the 2,4-D and TUM biodegrada-
tion. The activities of the oxidoreductases of the electron transport chain and the content of cyto-
chromes иP-450 and b5 in these bacteria depend on the structure of the substrate. 

Key words: monooxygenases, cytochrome P-450, cytochrome b5, NADH · H+-dependent reduc-
tase, NADPH · H+-dependent reductase, bacteria-destructors, pesticide, 2,4-D, trybenuron-methyl, 
spectrophotometry. 
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Введение. Пестициды группы сульфонил-
мочевины, а также хлорароматические произ-
водные подвергаются деградации в окружаю-
щей среде в основном за счет ферментных си-
стем микроорганизмов. Анализ литературы по 
деградации производных сульфонилмочевины 
с заместителями в боковой цепи в опытах с чи-
стыми культурами грибов и бактерий позволил 
сделать предположение об окислительном от-
щеплении α-алкильных боковых цепей. В про-
цессе биодеградации этих соединений важней-
шими являются реакции окислительного N-, O-, 
S-деалкилирования, .дегалогенирования, гид-
роксилирования, а также N- и S-окисления [1]. 

Все процессы биологического окисления 
катализируются тремя большими группами 
ферментов: дегидрогеназами, оксидазами, ок-
сигеназами [2]. Реакции, катализируемые мо-
нооксигеназами, весьма разнообразны. 

Для большинства ксенобиотков биодегра-
дация сопровождается активацией молекуляр-
ного кислорода ферментом. В ходе процесса 
один атом активированной .молекулы кислоро-
да передается на субстрат, в то время как дру-
гой восстанавливается до воды. 

Источниками монооксигеназ являются 
аэробные бактерии, относящиеся к родам Pseu-
domonas, Mycobacterium, Bacillus, Nocardia, 
Flavobacterium, Micrococcus, Rhodococcus, Ar-
throbacter, метанотрофные бактерии и др. [3].  

Бактериальные монооксигеназы можно раз-
делить на 2 группы: флавинсодержащие фер-
менты и железосодержащие белки, действую-
щие только в сочетании с другими белковыми 
компонентами. Представители первой группы, 
содержащие в качестве простетической группы 
ФАД или ФМН, изучены недостаточно. 

Среди железосодержащих монооксигеназ 
наиболее изучены гемопротеины b-типа, актив-
ный центр которых присоединяет гидрофобный 
субстрат и молекулярный кислород. По своим 
характеристикам бактериальные гемопротеины 
относятся к группе цитохромов Р-450. Указан-
ный фермент характеризуется атипичным по-
ложением полосы Соре его карбонильного 
комплекса в восстановленном состоянии при 
λ = 450 нм и содержит простетическую груп-
пу – производное гема – циклического тетра-
гидропиррола (протопорфирина IX) с атомом 
железа (II), связанным хелатной связью в коль-
цевой системе [4]. Бактериальная монооксиге-
назная система состоит из цитохрома Р-450, Fe, 
S-белка и флавопротеина – НАДН · Н+-
зависимой редуктазы. Механизмы функциони-
рования цитохром Р-450-содержащей моноок-
сигеназной ферментной системы хорошо изу-
чены для животных клеток. Существует целый 
ряд доказательств того, что в микромире моно-
оксигеназная система функционирует анало-
гичным образом. 

Реакции окислительного дегалогенирова-
ния важны при разложении галогенаромати-
ческих и галогеналифатических соединений. 
Такому окислению подвергаются галогениро-
ванные алкены, алканы с короткой цепью 
и некоторые галогенароматические соедине-
ния (рис. 1). 

Новой интересной областью в энзимологии 
дегалогенирования являются исследования 
цитохрома Р-450, который принимает участие 
в реакциях окислительного дезалкилирования, 
гидроксилирования циклических соединений, 
алифатических соединений, N-окисления, 
восстановления азо- и нитросоединений. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 1. Дехлорирование хлорароматических соединений с помощью бактериальных оксигеназ [5]: 

а – дехлорирование 4-хлорфенилацетата с помощью оксигеназы из Pseudomonas sp. CBS3; 
б – дехлорирование 2-галогенбензоата с помощью оксигеназы из Pseudomonas sp. CBS2 
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Таким образом, исследования, направлен-
ные на изучение ферментных систем микроор-
ганизмов-деструкторов, позволяют изучить ме-
ханизмы деградации ксенобиотиков, а также 
произвести отбор наиболее перспективных 
штаммов для создания биопрепаратов с целью 
ремедиации природных сред, загрязненных 
остаточными количествами пестицидов. 

Основная часть. Объектами исследования 
в данной экспериментальной работе являлись 
почвенные бактерии-деструкторы 2,4-Д и трибе-
нурон-метила (штамм Т4). Цель работы – изуче-
ние ферментных систем, участвующих в деграда-
ции 2,4-Д и трибенурон-метила (ТУМ), а также 
механизмов деградации указанных ксенобиоти-
ков наиболее активным штаммом-деструктором. 

При определении активностей оксидоредуктаз 
в клетках бактерий использовали акцепторы элек-
тронов: 2,6-дихлорфенолиндофенолят натрия (2,6-
ДХФИФ), цитохром с, феррицианид калия 
K3Fe(CN)6 и неотетразолий синий (НТ). Актив-
ность НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ :  2,6-ДХФИФ-, 
НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ : цитохром с, а также 
НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ : феррицианидредуктаз 
определяли по методу, описанному в источнике 
[6], а активность НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ : НТ-
редуктаз – по методу, описанному в источнике [7]. 

Измерение содержания цитохромов b5 
и Р-450 в клетках бактерий проводили спек-
трофотометрически по методу Омуры и Сато 
[8]. Определение содержания цитохрома b5 ос-
новано на измерении разницы в поглощении 
окисленной и восстановленной форм гемопро-
теина, а цитохрома Р-450 – на измерении вели-
чины поглощения комплекса восстановленного 
цитохрома Р-450 с СО при 450 нм. В качестве 
восстановителя использовали дитионит натрия. 

Количественное определение белка в сус-
пензии бактерий проводили по методу Варбур-
га и Христиана [8]. Клетки бактерий разрушали 
с помощью ультразвукового дезинтегратора 
при частоте 44 кГц в течение 30 с. 

Клетки бактерий родов Pseudomonas, Rhodo-
coccus, Xanthobacter, Acinetobacter, Bacillus, спо-
собных окислять ксенобиотики, содержат моноок-
сигеназные ферментные системы с цитохромом 
Р-450 в качестве терминальной оксидазы. Функ-
ционирование цитохром Р-450-содержащей моно-
оксигеназной ферментной системы требует 
участия оксидоредуктаз НАДН · Н+- и НАДФН · 
Н+-зависимых электронтранспортных цепей, ци-
тохромов b5 и Р-450. С целью изучения роли 
НАДН · Н+- и НАДФН · Н+-зависимых элек-
тронтранспортных цепей бактерий в окислении 
различных по структуре субстратов были измере-
ны активности оксидоредуктаз с помощью добав-
ленных акцепторов электронов, редокс-потенциал 
которых позволяет им взаимодействовать со стро-

го определенными переносчиками. Для этого нами 
была адаптирована методика измерения активно-
стей оксидоредуктаз с добавленными акцепторами 
электронов в микросомах печени животных. 

Принцип метода основан на определении 
измерения поглощения акцепторов электронов 
при переходе их из окисленной формы в вос-
становленную. Активность оксидоредуктаз или 
скорость переноса электронов в редокс-цепях 
может быть измерена по скорости окисления 
НАДН · Н+ или НАДФН · Н+. 

Определение активностей оксидоредуктаз 
осуществляли в дезинтегрированных ультразву-
ком клетках бактерий, выращенных на синтети-
ческой среде с 2,4-Д и ТУМ в качестве источни-
ков углерода, до середины логарифмической 
фазы роста, как наиболее метаболически актив-
ной. Экспериментально было установлено, что 
оптимальным режимом дезинтеграции клеток 
данных бактерий ультразвуком, при котором 
НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ : K3Fe(CN)6-
редуктазные активности имеют максимальные 
значения, являются следующие условия: частота 
дезинтеграции 44 кГц, время дезинтеграции 30 с. 

Для получения воспроизводимых результа-
тов представлялось целесообразным выбрать 
оптимальную концентрацию белка, при кото-
рой значения оксидоредуктазных активностей 
практически не изменялись бы. Установлено, 
что оптимальной концентрацией белка для 
штамма-деструктора являются значения в пре-
делах от 1 до 5 мг/мл, расположенные на 
начальных участках кривых зависимости 
НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ : K3Fe(CN)6-редук-
тазных активностей от концентрации белка, где 
данные редуктазные активности мало зависят 
от концентрации белка (рис. 2). 
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Рис. 2. Влияние концентрации белка на 

НАДН · Н+- и НАДФН · Н+ : K3Fe(CN)6-редуктазные 
активности: 

1 – НАДН · Н+ : K3Fe(CN)6-редуктазные активности; 
2 – НАДФН · Н+ : K3Fe(CN)6-редуктазные активности 



Î. Ñ. Èãíàòîâåö, Å. Â. Ôåñüêîâà, Â. Í. Ëåîíòüåâ, Ò. È. Àõðàìîâè÷ 109 

Òðóäû ÁÃÒÓ   Ñåðèÿ 2   № 2   2020 

Что касается концентрации белка в пробе 
при измерении остальных редуктазных актив-
ностей, эта величина также соответствовала 
значениям 1–5 мг/мл, которые были определе-
ны пропорционально количествам вносимого 
белка микросом. 

На следующем этапе НИР в клетках бакте-
рий, выращенных на различных субстратах, дез-
интегрированных ультразвуком при 44 кГц 
в течение 30 с и добавленных в среду инкубации 
до концентрации белка 1–5 мг/мл, были измере-
ны НАДН(Ф) · Н+-2,6-ДХФИФ-, НАД(Ф)Н · Н+-
цитохром с-, а также НАД(Ф)Н · Н+-K3Fe(CN)6- 
и НАД(Ф)Н · Н+-НТ-редуктазные активности, 
значения которых приведены в табл. 1. Значения 
активностей оксидоредуктаз являются средними 
из трех измерений. 

Как видно из таблицы, при замене угле-
водного субстрата на ксенобиотики происхо-
дит увеличение всех видов НАДН · Н+-
редуктазных активностей за исключением 
НАДН · Н+-НТ-редуктазных активностей 
в клетках бактерий, выращенных на ТУМ, 
в то время как НАДФН · Н+-редуктазные ак-
тивности увеличиваются незначительно. Не-
большие изменения всех видов активностей 

при использовании ТУМ в качестве субстрата 
могут объясняться тем, что пестициды груп-
пы сульфонилмочевин подвергаются дегра-
дации в большей степени за счет химического 
гидролиза, а биохимические процессы дают 
второстепенный вклад. 

Максимальные значения НАДН · Н+- и 
НАДФН · Н+-феррицианидредуктазных ак-
тивностей свидетельствуют о том, что 
наибольшее влияние ксенобиотики оказыва-
ют на активность НАДН · Н+-цитохром b5-ре-
дуктаз и НАДФН · Н+-цитохром Р-450-редук-
таз, участвующих в транспорте электронов 
от НАДН · Н+ и НАДФН · Н+ соответственно 
к цитохромам b5 и Р-450. Это, в свою очередь, 
свидетельствует о непосредственном участии 
цитохромов b5 и Р-450 в окислении субстра-
тов клетками бактерий. Содержание гемопро-
теинов в этом случае непременно должно 
возрастать по сравнению с содержанием 
в клетках, выращенных на глюкозе. Для под-
тверждения данного факта нами было изме-
рено содержание цитохромов b5 и Р-450 
в клетках данных бактерий, выращенных 
на различных субстратах, и в зависимости 
от фазы роста культуры (табл. 2). 

Таблица 1 
Активности оксидоредуктаз с добавленными акцепторами электронов в клетках бактерий, 

выращенных на различных субстратах (экспоненциальная фаза) 

Донор/акцептор 
электронов 

Активность оксидоредуктаз, нмоль/мин·мг белка 

глюкоза ТУМ + 2,4-Д ТУМ 2,4-Д 

НАДН : 2,6-ДХФИФ 
НАДФН : 2,6-ДХФИФ 

1,71 
1,12 

2,35 
1,94 

1,70 
1,37 

1,98 
1,81 

НАДН : цитохром с 
НАДФН : цитохром с 

1,02 
0,12 

1,73 
0,29 

1,15 
0,19 

1,42 
0,22 

НАДН : K3Fe(CN)6 
НАДФН : K3Fe(CN)6 

13,48 
5,29 

17,14 
8,07 

12,24 
6,22 

15,48 
7,56 

НАДН : НТ 
НАДФН : НТ 

0,17 
0,09 

0,32 
0,15 

0,19 
0,11 

0,21 
0,14 

Таблица 2 
Содержание цитохромов b5 и Р-450 в клетках бактерий, выращенных на различных  

субстратах и в зависимости от фазы роста бактерий 

Субстрат 

Содержание цитохрома b5, 
нмоль/мг белка 

Содержание цитохрома Р-450, 
нмоль/мг белка 

экспоненциальная 
фаза 

стационарная фаза 
экспоненциальная 

фаза 
стационарная фаза 

Штамм Т4 

Глюкоза 0,01 0,01 0,03 0,02 

2,4-Д + ТУМ 0,04 0,02 0,05 0,02 

2,4-Д 0,02 0,01 0,04 0,02 

ТУМ 0,02 0,01 0,03 0,01 
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Заключение. Таким образом, нами уста-
новлено, что в окислении 2,4-Д и ТУМ участ-
вует цитохром Р-450-содержащая монооксиге-
назная ферментная система, имеющая 4 компо-
нента, функционирующих как в НАДФН · Н+-, 
так и в НАДН · Н+-зависимых электронтранс-
портных цепях, сопряженных с реакцией окис-
ления органических субстратов: НАДФН · Н+-
цитохром Р-450-редуктазу, НАДН · Н+-

цитохром b5-редуктазу, цитохром b5 и цито-
хром Р-450. Активности оксидоредуктаз 
электрон-транспортной цепи и содержание 
цитохромов P-450 и b5 у данных бактерий за-
висят от структуры субстрата. Полученные 
данные можно использовать при изучении 
путей деградации ксенобиотиков сульфонил-
мочевины, а также галогенароматических 
производных. 
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