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СПЕКТРАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА ЦИТОХРОМА Р-450 
ИЗ БАКТЕРОИДОВ КЛУБЕНЬКОВ ЛЮПИНА

Известно, что в бактероидах, симбиотической форме клубеньковых бак­
терий рода Rliizobium, содержится растворимый аутооксидабельный ци­
тохром P-450Rh*  (\ 2). Цитохром P-450Rh изучен мало и функции его не­
известны, поэтому представлялось интересным сравнить спектральные 
свойства цитохрома Р-450вь со свойствами цитохромов Р-450 других объек­
тов. Такое сравнение может облегчить выяснение функций цитохрома 
Р-450иь в азотфиксирующих бактероидах. Цитохром Р-450 микросом пече­
ни участвует в гидроксилировании чужеродных соединений и стероидов, 
в реакциях восстановления азо- и нитросоединений и, возможно, в пере­
кисном окислении ненасыщенных жирных кислот (3).

* Цитохром Р-450 бактероидов мы будем называть цитохромом Р-450кь (Rhizo- 
bium) в отличие от цитохромов Р-450 других объектов.
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Интересной особенностью микросомального цитохрома Р-450 является 
его способность давать характерные спектры с веществами, в метаболизме 
которых он принимает участие. При этом имеют место спектральные из­
менения двух типов (4). Дифференциальный спектр типа I характеризу­
ется максимумом поглощения при 380—390 нм п минимумом при 420-

Дифференциальный спектр (цитохром Р-450 связанный минус 
цитохром Р-450 свободный)

Таблица 1

Вещество Тип 
спектра

Максимум 
поглощения, 

нм
Минимум 

поглощения, 
нм

К5, мМ ААщах-Ю-3

бакте­
роиды

микро­
сомы

бакте­
роиды

микро­
сомы

бакте­
роиды

микро­
сомы

бакте­
роиды

микро­
сомы

Диметиланилин I 388 385 4221 425 5,88 0,443 19,5 12,1
Гексобарбитал I 384 389 430 423 1,11 0,039 55,7 11,4
£>(+) -камфора I 385 390 425 420 1,61 0,044 25,6 17,6
SKF-525 А I 382 388 428 420 0,31 0,001 38,6 26,7
Анилин II 427 430 402 395 18,00' 1,000 55,1 21,9
Метирапон II 429 425 400 395 3,70 0,079 196,6 40,8

Примечание. В кюветы помещали 6,62 нмоля цитохрома Р-450р.ц или 5,43 нмоля ци­
тохрома Р-450 микросом печени в 3 мл 0,1 М фосфатного буфера, pH 7,0. В случае комплек­
сов, имеющих две Ks, приводятся величины Ks найденные при концентрации субстратов 
10-4—10-2М для цитохрома Р-450 и 10-5—10-3 М для цитохрома Р-450 микросом печени.

425 нм, спектр типа II — максимумом в области 420—430 нм и минимумом 
при 380—390 нм. В отличие от микросомального, цитохромы Р-450 других 
объектов специфичны по отношению к связываемым субстратам. Так, рас­
творимый цитохром P-450cam Pseudomonas putida из всех соединений, вы­
зывающих спектральные изменения типа I, связывает и гидроксилирует 
только D(+)-камфору (5), а цитохром Р-450 митохондрий коры надпо­
чечников дает спектры такого типа только со стероидами (6).
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В настоящей работе сравниваются спектральные свойства цитохрома 
P-450Rh бактероидов люпина со свойствами цитохрома Р-450 микросом пе-
чени крысы.

Бактероиды из клубеньков полевых растений Lupinus luteus Lo, нахо­
дившихся

SOOHM

Рис. 1. Абсолютные спектры 2,21 рМ цитохрома 
Р-450кь в 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,0. 1 — 
окисленный, 2 — восстановленный дитионитом, 

3 — восстановленный+СО

в стадии бутонизации, выделяли аэробно при 4°. Среда для вы­
деления содержала 0,3 М 
сахарозу, 1 % поливинил- 
пирролидон, 0,2 М аскорбат 
натрия и 10"’ М Mg2+ в 
0,1 М К-фосфатном буфере, 
pH 7,0. Для получения раст­
воримой фракции бактерои­
ды разрушали в прессе Ито­
на при —40° и давления 
80—100 атм и центрифуги­
ровали 1 час при 144 000 g. 
Концентрация цитохрома 
Р-450Иь в центрифугате со­
ставляла 0,027 нмоля на 
1 мг белка.

При 
фатом 
P-450Rh 
белков, 
35-60% 
комолекулярные вещества и 
белки с небольшой моле­

высаливании суль- 
аммония цитохром 

попадал во фракцию 
осаждающихся при 

насыщения. Низ-

кулярной массой отделяли гель-фильтрацией через биогель Р-30, 
100—200 меш фирмы «Био-Ред». Дальнейшую очистку проводили путем 
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе ДЕ-52 фирмы «Ватман». Фракцию, со­
держащую цитохром P-450Rh (0,410 нмоля на 1 мг белка) и следы цито­
хромов С552 и Р-420, элюировали при ионной силе 0,12—0,1(5 линейным гра­
диентом (0,01 М фосфат +0,5 М NaCl/0,01 М фосфат) при pH 7.0. Фрак­
цию микросом печени крыс получали, как описано ранее (7).

Спектрофотометрические измерения проводили на дифференциальном 
спектрофотометре «Hitachi-356». При расчетах использовали ДемМ-87 для 
цитохрома P-450Rh (*)  и Демм=91 для цитохрома Р-450 микросом печени 
(8). Спектральную константу диссоциации К„ (т. е. концентрацию субст­
рата, при которой спектральные изменения достигают половины макси­
мально возможных) и величину Д4та1 (наибольшую сумму высот пика и 
провала на дифференциальном спектре 1 мМ цитохром Р-450, выражен­
ную в единицах оптической плотности) рассчитывали по Лайнупверу и 
Берку (9).

На рис. 1 приведены абсолютные спектры поглощения цитохрома 
P-450Rh бактероидов люпина. Спектры окисленной и восстановленной 
форм мало отличаются друг от друга, так же как и у микросомального ци­
тохрома Р-450 (8). На спектре восстановленного в присутствии СО цито­
хрома Р-450цЬ видна обычная для цитохромов этой группы полоса погло­
щения около 450 нм. Подобные спектры получал Эпплби (*)  с цитохромом 
P-450R11, выделенным из бактероидов сои. Как видно из табл. 1, цитохром 
Р-450 способен связывать субстраты (диметиланилин, гексобарбитал, ани­
лин) и ингибиторы (SKF-525 А, метирапон) микросомального гидрокси­
лирования. При этом наблюдаются спектральные изменения тина I и ти­
па II. Кроме того, цитохром P-450Rh, как и цитохром Р-450 микросом, свя­
зывает гидроксилируемую цитохромом P-450caniD(+)-камфору.

Таким образом, по субстратной специфичности цитохром P-450Rh бак­
тероидов люпина напоминает микросомальный цитохром Р-450, поскольку 
он дает спектральные изменения типа I с диметиланилином и гексобар-
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Рис. 2. Дифференциальные спектры 
1,10 ЩИ цитохрома Р-450лъ (восста­
новленный плюс 240 цМ этилизоциа­
нид минус восстановленный) в 0,1 17 
фосфатном буфере. 1 - pH 7,1, 2 - 

pH 8,0, 3 - pH 8,4

биталом, тогда как цитохром Р-450сат и цитохром Р-450 митохондрий коры 
надпочечников эти вещества не связывают и не гидроксилируют (5, ’). 
Расположение максимумов и минимумов на дифференциальных спект­
рах цитохрома P-450Rh со всеми изученными субстратами и ингибиторами 
близко к их расположению на спектрах 
микросомального цитохрома Р-450. 
Ks комплексов, образованных цитохро­
мом Р-450вь, значительно превышают 
К„ комплексов соответствующих ве­
ществ с микросомальным цитохромом 
Р-450. Величины AAmas также были 
больше в случае цитохрома Р-450ль-

Комплекс восстановленного цито­
хрома Р-450 микросом печени с этил­
изоцианидом характеризуется двумя 
максимумами в области полосы Соре, 
при 455 нм и 430 нм; соотношение вы­
сот этих пиков зависит от pH и ионной 
силы раствора (8). Выделенный Эпплби 
из бактероидов сои цитохром 
P-450rii также давал с этилизоциани­
дом две полосы поглощения (453 нм и 
428 нм), интенсивность которых зави­
села от pH ('). Восстановленный цито­
хром Р-450Саш давал с этилизоцианидом 
только один пик 453 нм (10). На рис. 2 
приведен этилизоцианидный спектр 
цитохрома Р-450дь бактероидов люпи­
на. Расположение максимумов погло­
щения близко к таковому у микросомального цитохрома Р-450 и цитохро­
ма Р-450л11 бактероидов сои. Ка=19,6 М при pH 7,0. При повышении pH 
поглощение при 456 нм увеличивалось, а при 427 нм уменьшалось.

Проведенная работа дает основания утверждать, что по спектральным 
свойствам цитохром P-450Rh ближе к связанному с мембранами цитохро­
му Р-450 эндоплазматического ретикулума печени, чем к растворимому 
бактериальному цитохрому Р-450сат. Однако нам не удалось обнаружить 
гидроксилирование диметиланилина и анилина и деметилирование 
диметиланилина суспензией целых или разрушенных бактероидов, поль­
зуясь описанным ранее методом (7), с сукцинатом натрия, НАД-Н, и 
НАДФ-Н в качестве доноров водорода и электронов.
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