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Гены редуктаз несопряженных карбоновых кислот широко распределены среди геномов анаэроб-
ных и факультативно-анаэробных микроорганизмов. Однако субстратная специфичность экспе-
риментально определена лишь для небольшого количества этих белков. В ходе данной работы 
мы наработали в клетках Escherichia coli гетеродимерный белок факультативно-анаэробной 
морской бактерии Vibrio ruber (GenBank SJN56019 и SJN56021; аннотированные как NADPH азо-
редуктаза и уроканатредуктаза соответственно) путем его копродукции с флавин трансферазой 
из Vibrio cholerae. Полученный белок (названный Crd) состоит из sjn56021-кодируемой субъедини-
цы CrdB (домены NADH:flavin, FAD binding 2 и FMN bind) и из дополнительной субъединицы CrdA 
(SJN56019, единственный домен NADH:flavin), которые взаимодействуют посредством своих доме-
нов NADH:flavin (предсказание Alphafold2). Показано, что каждый домен Crd содержит флавино-
вую простетическую группу (в сумме три FMN и один FAD), одна из FMN-групп присоединяется 
к CrdB ковалентно за счет активности флавин трансферазы. В анаэробных условиях Crd спосо-
бен восстанавливать циннамат, п-кумарат, кофеат и ферулат, используя NADH или метилвиоло-
ген в качестве доноров электронов. Белок также умеренно активен по отношению к акрилату, 
но практически не способен к восстановлению фумарата и уроканата. Различные (гидрокси)цин-
наматы индуцируют синтез Crd в клетках V. ruber как в анаэробных, так и в аэробных условиях 
выращивания. При старте Crd-катализируемой реакции добавкой NADH наблюдается временной 
лаг в несколько минут, что указывает на редокс-регуляцию ферментативной активности. Пока-
зано, что окисленная форма Crd неактивна, что, по-видимому, предотвращает продукцию фер-
ментом активных форм кислорода в аэробных условиях. Полученные данные позволяют описать 
Crd как регулируемую NADH-зависимую циннамат редуктазу, по-видимому, защищающую V. ruber 
от токсического действия (гидрокси)циннаматов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: активные формы кислорода, анаэробное дыхание, коричная кислота, кофей-
ная кислота, регуляция ферментативной активности, ризосфера, Vibrio.
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; aCrd – нефлавинилированный белок Crd, содер-
жащий только нековалентно связанные флавины; DCPIP  – 2,6-дихлорфенолиндофенол; fCrd  – флавинилиро-
ванный белок Crd; *FMN – ковалентно связанный остаток FMN; MS – масс-спектрометрия; MV – метилвиологен, 
m/z – отношение массы к заряду.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

NADH:2-еноат редуктазы (EC  1.3.1.31), способ-
ные восстанавливать α,β-ненасыщенные карбо-
новые кислоты (например, фумаровую, коричную 
или акриловую кислоты), широко распространены 
среди анаэробных или факультативно-анаэробных 

микроорганизмов  [1–4]. Все известные на сего-
дняшний день 2-еноат редуктазы состоят из од-
ного полипептида и могут быть разделены на две 
негомологичные группы на основании их домен-
ной архитектуры. Трехдоменные редуктазы все-
гда содержат в своем составе домен FAD binding 2 
(Pfam  ID: PF00890), осуществляющий связывание  
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и восстановление карбоновой кислоты и содержа-
щий нековалентно связанный FAD в качестве про-
стетической группы. Окисление NADH производит-
ся в OYE-like (PF00724) или в FAD binding 6 (PF00970) 
домене, несущем в своем составе нековалентно 
связанный FMN или FAD соответственно [2, 3]. Тре-
тий домен (чаще всего – домен FMN bind; PF04205) 
осуществляет перенос электронов между описан-
ными выше доменами посредством FMN, ковалент-
но связанного c белком фосфоэфирной связью [4–6].

Многие бактерии класса Clostridia содержат 
двухдоменную 2-еноат редуктазу [1, 7], построен-
ную из доменов OYE-like и Pyr  redox  2 (PF07992). 
Редуктазы этой группы содержат кластер [4Fe-4S] 
и нековалентно связанные FAD и FMN в соотноше-
нии 1/1/1 в качестве кофакторов  [8, 9]. В  сахаро-
литических клостридиях двухдоменные 2-еноат 
редуктазы восстанавливают широкий спектр несо-
пряженных карбоновых кислот, тогда как эти фер-
менты из протеолитических клостридий высоко 
специфичны по отношению к коричной кислоте 
и ее производным  [10, 11]. Для всех известных 
2-еноат редуктаз не описано возможности регуля-
ции их ферментативной активности.

Геном морской факультативно-анаэробной 
бактерии Vibrio ruber  [12] кодирует полипептид, 
состоящий из 806  а.о., аннотированный как уро-
канатредуктаза в GenBank (SJN56021) и  в  UniProt 
(A0A1R4LHH9). Этот полипептид, названный 
нами на основании его субстратной специфич-
ности (смотри далее) как  CrdB, содержит опи-
санные выше домены FAD  binding  2 и FMN  bind 
(рис. 1, a). Пять аминокислотных остатков домена 
FAD binding 2 в CrdB, предположительно, отвечаю-
щих за связывание карбоновой кислоты, идентич-
ны или сходны с таковыми акрилатредуктазы из 
Vibrio harveyi [4, 13, 14] (рис. 1, б). Исходя из этого, 
можно предположить, что CrdB также является 
акрилатредуктазой. Домен FMN bind CrdB, так же 
как и сходные домены в других 2-еноат редукта-
зах, содержит в своем составе мотив DALSGAS257, 
используемый флавин трансферазой для ковалент-
ного присоединения FMN к остатку серина  [15].  
Интересно отметить, что в непосредственной 
близости от  crdB на хромосоме V. ruber располо-
жен ген apbE  (рис. 1, в) для флавин трансферазы 
(GenBank ID: SJN56016), катализирующей присоедине-
ние FMN к белкам посредством фосфоэфирной связи.  

Рис. 1. Биоинформатическое описание Crd из Vibrio ruber. a  –  Доменная архитектура полипептидов CrdA 
и  CrdB. Домены NADH:flavin, FMN  bind и FAD  binding  2 (остатки  CrdB 1–180, 190–275 и 280–800 соответствен-
но) показаны различными цветами. Названия доменов приведены в соответствии с базой данных  Pfam. 
Предполагаемые редокс-активные простетические группы указаны внутри боксов. Полученные в ходе рабо-
ты укороченные фрагменты белка  Crd обозначены как  d1 и  d3. б  –  Выравнивание аминокислотных после-
довательностей фумаратредуктазы из Klebsiella pneumoniae (Frd, UniProt: B5XRB0), акрилатредуктазы из Vibrio 
harveyi (Ard, P0DW92) и белка  CrdB из V.  ruber (SJN56021) с помощью программы Clustal Omega  [42]. Три при-
веденные части выравнивания содержат позиции аминокислотных остатков, вовлеченных в связывание C1- 
и  C4-карбоксилатов фумарата в  Frd (выделены синим и зеленым цветом соответственно), в формирование 
протон-переносящего пути к фумарату в  Frd (выделены желтым) и в ковалентное связывание  FMN во всех 
показанных белках (выделены красным). в – Расположение crd-ассоциированных генов на хромосоме V. ruber.  
apbE – ген предполагаемой FAD:белок FMN трансферазы; crdR – ген предполагаемого регулятора транскрипции
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Перечисленные характеристики CrdB позволяют 
классифицировать этот белок как трехдоменную 
2-еноат редуктазу, по-видимому, вовлеченную в 
восстановление акриловой кислоты.

Однако CrdB, в отличие от других извест-
ных трехдоменных NADH:2-еноат редуктаз, вме-
сто NADH-окисляющего домена OYE-like или 
FAD  binding 6 содержит альтернативный домен 
NADH:flavin (PF03358) (рис. 1, a). Также в crd-опе-
роне V. ruber перед геном crdB находится ген crdA 
(рис. 1, в), кодирующий белок (SJN56019), гомо-
логичный N-концевой части  CrdB (51%  идентич-
ности, 65%  схожести первичных структур) и со-
стоящий только из домена NADH:flavin. Так как 
домены NADH:flavin способны к димеризации [16], 
существует интересная возможность функциони-
рования Crd в качестве CrdA/CrdB гетеродимера.

Из-за невозможности однозначного теоретиче-
ского предсказания ферментативной активности и 
субстратной специфичности NADH:2-еноат редук-
таз в ходе данной работы мы продуцировали бе-
лок Crd из V. ruber в клетках Escherichia coli и оха-
рактеризовали выделенный фермент. Полученные 
данные позволяют описать его в качестве регули-
руемой NADH-зависимой редуктазы коричной кис-
лоты и ее различных производных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы и условия выра-
щивания. Культура V. ruber DSM 16370 была полу-
чена из коллекции микроорганизмов и клеточ-
ных культур института Лейбница (DSMZ). Клетки 
выращивали аэробно или анаэробно при 28 °C в 
среде, содержащей (в расчете на литр) 20 г  NaCl, 
0,75 г KCl, 1,2 г MgSO4 × 7(H2O), 0,5 г NH4Cl, 0,5 ммоль 
Na2HPO4, 2 г  сахарозы, 0,5 г  дрожжевого экстрак-
та и 50 ммоль  Tris-HCl (pH 8,0). При необходимо-
сти в среду роста добавляли 2–10 мМ  акрилата, 
циннамата, п-кумарата, кофеата или  ферулата. 
Для измерения MV:циннамат редуктазной актив-
ности осветленный клеточный лизат получали, 
как описано ранее [17]. Клетки E. coli растили при 
37 °C в среде LB. Где указано, в среду LB добавляли 
хлорамфеникол (20 мкг/мл) и/или ампициллин 
(100 мкг/мл).

Конструирование экспрессионных векторов. 
Экспрессионный вектор для полноразмерного бел-
ка CrdAB с C-концевым 6×His-тагом у CrdB был по-
лучен за счет амплификации оперона crd с геном-
ной ДНК V. ruber при использовании высокоточной 
полимеразы Tersus («Евроген», Россия) и прайме-
ров V_ruber_DIR/V_ruber_REV (последовательности 
праймеров указаны в таблице S1 в Приложении). 
Полученный фрагмент (3276 п.н.) клонировали в 
вектор pBAD-TOPO («Invitrogen», США) с получени-

ем плазмиды pTB_CRD4. Эту плазмиду трансформи-
ровали в клетки E. coli/pΔhis3 [18] или BL21.

Экспрессионный вектор для фрагмента  d1 
(полноразмерный CrdA и а.о. 1–184 CrdB) получа-
ли за счет ПЦР-амплификации соответствующего 
фрагмента ДНК crd-оперона с помощью полимера-
зы Tersus и праймеров V_ruber_DIR/VR_P1R (после-
довательности праймеров указаны в  таблице S1 
в Приложении), используя геномную ДНК V. ruber 
в качестве матрицы. Полученный фрагмент 
(1401 п.н.) клонировали в вектор pBAD-TOPO с по-
лучением плазмиды pTB_d1CRD17. Для получения  
экспрессионного вектора для продукции фрагмен-
та d3 (281–806  а.о.  CrdB) соответствующий фраг-
мент  crdB (1688  п.н.) амплифицировали с помо-
щью ПЦР, используя пару праймеров VR_3P2_NdeD/
Xho_rhod_rev (последовательности праймеров ука-
заны в таблице S1 в Приложении) и плазмиду pTB_
CRD4 в качестве матрицы. Амплифицированный 
фрагмент клонировали в вектор pSCodon («Delphi 
Genetics», Бельгия) с использованием сайтов NdeI/
XhoI и получением плазмиды pSC_d3CRD2. Плазми-
ды pTB_d1CRD17 и pSC_d3CRD2 вводили в клетки 
E. coli BL21 с помощью трансформации.

Получение белка Crd. Разные формы 6×His-
меченного белка Crd, содержащего или не содер-
жащего ковалентно связанный  FMN (fCrd и  aCrd 
соответственно), а также d1- и d3-фрагменты Crd 
нарабатывали в клетках E. coli  BL21 или E. coli/
pΔhis3 и выделяли с помощью металл-аффинной 
хроматографии, как описано ранее  [5]. Опреде-
ленные с помощью обработки додецилсульфатом 
натрия (ДСН) [4] коэффициенты экстинкции ε450нм 
для fCrd, aCrd, d1- и d3-фрагментов составляли 42, 
31, 22 и 11 мМ–1·см–1 соответственно.

Анализ флавиновых простетических групп. 
Нековалентно связанные флавины экстрагировали 
из Crd с помощью трифторуксусной кислоты (ТФУ) 
и разделяли с использованием высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии  (ВЭЖХ)  [5]. 
Полиакриламидный гель-электрофорез в при-
сутствии ДСН  (ДСН-ПААГЭ) проводили, исполь-
зуя 12,5%-ный (w/v) полиакриламидный гель [19]. 
Гели окрашивали с помощью раствора PageBlueTM 
(«Fermentas», Литва). Присутствие ковалентно свя-
занного флавина (*FMN) определяли, сканируя не-
окрашенные гели с помощью лазерного сканера 
TyphoonTM FLA 9500 («GE Healthcare», США) при воз-
буждении светом с длиной волны 473 нм и детек-
ции эмиссии, согласно протоколу SYBR Green II, в 
соответствии с рекомендациями производителя.

Для масс-спектроскопических измерений 
использовали вырезанные полоски геля (~2 мм3). 
Эти полоски вырезали из белковых полос окра-
шенного геля, дважды инкубировали по  20  мин 
в 100  мкл 40%  (v/v) ацетонитрила, содержащего 
20 мМ NH4HCO3 (pH 7,5), обезвоживали в 200 мкл 
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100%-ного ацетонитрила и регидратировали в 
5 мкл раствора, содержащего 15 мкг/мл трип-
сина («Promega», США) в  20 мМ  NH4HCO3 (pH 7,5).  
Трипсинолиз проводили при 37 °C в течение  1 ч. 
Полученные пептиды экстрагировали 5 мкл 
30%-ного ацетонитрила, содержащего 0,5%  ТФУ. 
Аликвоты полученного экстракта (1 мкл) смеши-
вали с 0,5 мкл раствора 2,5-дигидроксибензой-
ной кислоты (40 мг/мл) в 30%-ном ацетонитриле, 
содержащем 0,5%  ТФУ. Масс-спектрометрию  (MS) 
проводили на масс-спектрометре UltrafleXеtreme 
MALDI-TOF-TOF («Bruker Daltonik», Германия).  
Спектры фрагментации получали в LIFT-моде, точ-
ность определения дочерних ионов составляла ме-
нее 1 Да. Масс-спектры обрабатывали с использова-
нием программы FlexAnalysis 3.2 («Bruker Daltonik»).  
Идентификацию белков проводили MS + MS/MS-
поиском с использованием программы Mascot вер-
сии 2.3.02 («Matrix Science», США) в базе данных NCBI 
с возможностью однократного пропуска разрезания 
трипсином, окисления метионина, пропионирова-
ния цистеина и флавинилирования треонина или 
серина.

Ферментативные активности. NADH- и ме-
тилвиологен  (MV)-зависимые ферментативные 
активности препаратов Crd определяли при 25 °C 
спектрофотометрически по окислению NADH или 
MV при  340 или 606 нм соответственно, исполь-
зуя спектрофотометр Hitachi-557 («Hitachi», Япо-
ния)  [3]. Среда измерения содержала 1 мМ  MV, 
0,03–1 мМ акцептора электронов и 100 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0) или 120 мкМ NADH, 0,05–1 мМ акцептора 
электронов, 10 мМ глюкозу, 5 ед./мл глюкозоокси-
дазы, 5 ед./мл каталазы и 100 мМ Mes-KOH (pH 6,5) 
в полностью заполненной и герметически закры-
той кювете объемом 3,2 мл. Перед проведением 
измерений MV восстанавливали дитионитом до 
достижения поглощения  ~1,5 при 606 нм, что со-
ответствует концентрации восстановленного MV, 
равной ~100 мкМ. Если не указано иначе, Crd пре-
инкубировали с  NADH или  MV в течение 5 мин  
до старта реакции добавкой акцептора электронов.  
NADH-зависимые реакции также измеряли в 
аэробных условиях при отсутствии глюкозоокси-
дазы и каталазы. Активности Crd рассчитывали, 
используя экспериментально подтвержденные 
соотношения NADH:акцептор и MV:акцептор, рав-
ные 1/1 и 2/1 соответственно.

При измерении FMNH2:циннамат редуктаз-
ной активности среда измерения содержала 
100 мкМ FMN, 1 мМ циннамата и 100 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0). Перед запуском реакции FMN восстанав-
ливали дитионитом до уменьшения поглощения 
при 450 нм до ~0,3, что соответствовало концентра-
ции восстановленного FMN, равной ~70 мкМ. Окис-
ление FMNH2 определяли спектрофотометрически 
по поглощению света при 450 нм.

Фенилпропионатдегидрогеназную активность 
определяли, измеряя восстановление 2,6-дихлор-
фенолиндофенола (DCPIP, ε600 = 22  мМ–1·см–1) при 
600 нм [20]. Среда измерения содержала 2 мМ Tris-
фенилпропионата, 2 мМ  феназинметасульфата, 
25 мкМ DCPIP и 100 мМ Mes-KOH (pH 6,5).

Параметры уравнения Михаэлиса–Ментен для 
MV-зависимого восстановления акрилата опре-
деляли по начальным скоростям окисления  MV  
при 0,03–10 мМ концентрациях акрилата в при-
сутствии 40 нМ Crd. Для других акцепторов элек-
тронов скорости определяли из интегральной 
кинетики их восстановления при 606 нм до пол-
ного исчерпания акцептора. Скорости рассчи-
тывали для 100  временных точек интегральной 
кинетики при ее дифференцировании (-d[MV]/dt) с 
использованием пакета MATLAB («The MathWorks, 
Inc.», США). Концентрацию акцептора электрона 
в каждый момент времени рассчитывали из A606, 
используя соотношение MV:акцептор, равное 2/1, 
и предполагая, что конечное значение  A606 соот-
ветствует 100%-ному восстановлению акцептора 
электронов. Фитирование уравнения Михаэлиса–
Ментен проводили с помощью нелинейной ре
грессии.

Определение продукта реакции восста-
новления циннамата. Восстановление цин-
намата проводили в 3,2 мл  среды, содержащей 
100 мкМ  циннамата, 10 мМ  дитионита натрия, 
50 мкМ MV и 100 мМ Tris-HCl (pH 8,0). Реакцию за-
пускали добавкой 0,5 мкМ Crd и останавливали че-
рез 30 мин добавкой 5% (v/v) HClO4. В контрольном 
эксперименте добавляли HClO4 до внесения  Crd. 
После остановки реакции преципитат белка уда-
ляли центрифугированием, а субстрат и продукт 
реакции экстрагировали диэтиловым эфиром 
(2 × 1,5 мл). Эфир из полученного экстракта удаля-
ли выпариванием под потоком воздуха, а остаток 
растворяли в 1 мл 25 мМ  фосфата калия (pH  6,5) 
(среда A). Полученные пробы разделяли ВЭЖХ на 
колонке ProntoSil-120-5-C18 AQ («Econova», Россия), 
используя хроматограф Milichrom A-02 («Econova»).  
Колонку преуравновешивали средой A и промы-
вали линейным градиентом метанола (0–10%) в 
среде A при скорости потока 0,2 мл/мин. Выход суб-
страта и продукта детектировали по УФ-поглоще-
нию при 210 и 258 нм.

Количественная полимеразная цепная 
реакция  (рвПЦР). Экстракцию РНК из клеток 
V.  ruber и синтез кДНК проводили, как описано 
ранее  [17]. РвПЦР проводили с использованием 
набора qPCRmix-HS SYBR («Евроген»), полученной 
кДНК в качестве матрицы и праймеров VR_69U19/
VR_273L20 для crdB. Для нормализации использо-
вали 16S  рРНК (пара праймеров 16s  FW/16s  RV). 
Для калибровки рвПЦР применяли серию разведе-
ний геномной ДНК из V. ruber, содержащей гены 
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для CrdB и 16S rRNA в соотношении 1/8. Последова-
тельности праймеров указаны в таблице S1 в При-
ложении. В работе использовали праймеры произ-
водства «Синтол», Россия.

Биоинформатика. Трехмерная структура апо-
формы Crd была предсказана по аминокислотным 
последовательностям CrdA и CrdB с помощью про-
граммы AlphaFold2 (версия 2.2.0) [21] посредством 
интерфейса ColabFold [22]. В полученной структу-
ре 96,7% аминокислотных остатков имели благо-
приятные двугранные углы, согласно диаграмме 
Рамачандрана.

Размещение лигандов (флавинов, NADH и цин-
намата) в полученной структуре Crd проводили с 
помощью программы AutoDock Vina [23] в следую-
щей последовательности: *FMN, FAD, FMNB, FMNA, 
NADH, циннамат. Для докинга выделяли участки 
структуры от 12 × 12 × 12 до 30 × 30 × 30 Å3 на осно-
ве известных трехмерных структур гомологич-
ных белков. Полученная 3D-структура Crd, содер-
жащая одну молекулу FAD и три молекулы FMN, 
была уравновешена с использованием молеку-
лярной динамики  (МД) в течение 150  нс с помо-
щью программного пакета AMBER  22  [24] (http://
ambermd.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение и характеризация белка  Crd из 
V.  ruber. Оперон CrdAB был амплифицирован с 
геномной ДНК V. ruber и клонирован в экспресси-
онный вектор, добавляющий 6×His-таг к C-концу 
белка CrdB. Домен FMN bind CrdB содержит после-
довательность DALSGAS257, сходную с мотивом 
флавинилирования Dxx(s/t)gA(T/S), узнаваемым 
флавин трансферазой для ковалентного присо-
единения FMN к выделенному остатку треонина 
или серина [15]. Для проверки возможности фла-
винилирования продуктов crd-оперона экспрес-
сию этих генов проводили в клетках E. coli как в 
присутствии, так и при отсутствии дополнитель-
ной плазмиды pΔhis3  [18], кодирующей флавин 
трансферазу ApbE, способную осуществлять фла-
винилирование различных FMN bind-содержащих 
белков [15]. Рекомбинантные белки fCrd и aCrd, на-
работанные в присутствии и при отсутствии ApbE 
соответственно, были выделены с помощью ме-
талл-аффинной хроматографии. Полученные пре-
параты обладали интенсивным желтым цветом, а 
их оптические спектры (рис. 2, а) указывали на то, 
что они содержат флавины в качестве простетиче-
ских групп.

ДСН-ПААГЭ обоих препаратов  Crd выявлял 
присутствие одной мажорной и трех-четырех ми-
норных белковых полос (рис. 2, б; левая панель). 
Полосы 1 и 3 были идентифицированы с помощью 

MALDI-MS-анализа как CrdB (79% покрытие амино-
кислотной последовательности) и  CrdA (95%  по-
крытие аминокислотной последовательности) из 
V.  ruber соответственно. Полоса  2 представляла 
собой пептидил-пролил цис-транс изомеразу SlyD 
из E. coli, обладающую собственной аффинностью 
к Ni-агарозе и являющуюся часто обнаруживаемой 
примесью при выделении 6×His-меченных белков 
из E. coli [25]. Полоса 1 fCrd обладала выраженной 
флуоресценцией при иллюминации светом с дли-
ной волны 473  нм (рис. 2,  б; правая панель), что 
указывает на присутствие в ней ковалентно свя-
занного флавина. В то же время при использова-
нии этого метода в  aCrd ковалентно связанных 
флавинов не обнаруживалось. Таким образом, по-
лученные данные указывают на ApbE-зависимое 
флавинилирование CrdB.

Место ковалентного прикрепления флавина 
к CrdB было определено с помощью MALDI-MS- и 
MS/MS-анализа триптических пептидов. Пептид  
I242IEGQTLNVDALSGASETSHAVIDGVAK269, содержащий 
мотив флавинилирования (мотив указан подчер-
киванием, а модифицируемый остаток – жирным 
шрифтом), должен демонстрировать моноизотоп-
ную MH+  массу  2795,3 в немодифицированной 
форме или 3233,5 – в флавинилированной форме. 
Оба эти предсказанные сигналы наблюдались на 
масс-спектре триптических пептидов fCrdB. При-
сутствие немодифицированной формы можно 
объяснить либо неполной модификацией  Crd в 
клетках E. coli, либо частичной утратой ковалент-
но связанного флавина в ходе ДСН-ПААГЭ и после-
дующего протеолиза. С  помощью Mascot-поиска 
других кандидатов на роль флавинилированных 
пептидов в полученном масс-спектре не обнару-
живалось.

MS/MS-анализ пептида с отношением массы к 
заряду (m/z), равным 3233,5 (рис. S1 в Приложении), 
показал, что основные сигналы в спектре фрагмен-
тации (m/z = 2794 и m/z = 2776) соответствуют про-
цессу отщепления FMN в полной или в дегидра-
тированной форме соответственно, в зависимости 
от разрыва одной из ковалентных связей (C–O или 
O–P), соединяющих остаток FMN с остатком сери-
на. Бо́льшая интенсивность сигнала с m/z = 2776 
указывает на то, что разрыв по связи C–O проис-
ходил с большей вероятностью, что должно было 
приводить к дегидратации остатка серина  [26]. 
В  полученном масс-спектре также наблюдались 
менее интенсивные, но достоверные пики фраг-
ментации, стартующие с фрагмента с  m/z = 2776, 
что соответствует серии y-ионов, полученных с 
помощью двойных разрывов (рис. S1 в Приложе-
нии; красные буквы). В этой серии разница масс в 
позиции Ser257 (69 Да) соответствовала дегидрати-
рованному серину. Эти данные позволяют заклю-
чить, что fCrdB, полученный в ApbE-содержащих 
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Рис. 2. Характеризация препаратов  Crd. а  –  Оптические спектры препаратов полноразмерной и обрезан-
ных (d1 и d3) форм Crd при концентрации этих белков, равной 10 мкМ. Препараты полноразмерного Crd были 
получены в клетках E.  coli, содержащих или не содержащих флавин трансферазу ApbE (fCrd и aCrd соответ-
ственно). б – ДСН-ПААГЭ fCrd и aCrd. Гель окрашивали с помощью красителя Кумасси (левая часть панели б) 
или сканировали при иллюминации светом с λ = 473 нм до окрашивания (правая часть панели б). На каждую 
дорожку наносили по 5 мкг белка. Полосы с числами указывают положение белковых маркеров молекуляр-
ных весов. Белковые полосы, идентифицированные с помощью MALDI-MS, указаны цифрами 1–3. в – Разделе-
ние нековалентно связанных флавиновых простетических групп различных препаратов Crd с помощью ВЭЖХ.  
Стрелками указаны объемы удержания для стандартов FAD, FMN и рибофлавина (Rf)

клетках, несет остаток  FMN, ковалентно связан-
ный с остатком Ser257 в предсказанном мотиве 
флавинилирования домена FMN bind.

Для определения нековалентно связанных 
флавинов в составе Crd эти простетические груп-
пы были экстрагированы и разделены с помощью 
ВЭЖХ (рис. 2, в). Было показано, что оба препарата 
Crd (fCrd и  aCrd) содержат нековалентно связан-
ные FAD и FMN в соотношении 1/2.

Для определения локализации этих неко-
валентно связанных флавинов были получены 
генетические конструкции, кодирующие либо 
два домена NADH:flavin субъединиц  CrdA и  CrdB 
(d1 на рис. 1, a), либо домен FAD binding 2 субъеди-
ницы CrdB (d3 на рис. 1, a). Выделенные соответ-
ствующие белки обладали оптическими спектра-

ми, характерными для флавопротеинов (рис. 2, a). 
Присутствующие в этих белках флавины были так-
же идентифицированы с помощью ВЭЖХ (рис. 2, в). 
Было показано, что нековалентно связанный FMN 
обнаруживается исключительно только во фраг-
менте  d1 (домены NADH:flavin), тогда как FAD 
обнаруживается только во фрагменте  d3 (домен 
FAD binding 2). Таким образом, можно заключить, 
что CrdAB содержит две молекулы нековалентно 
связанного FMN в доменах NADH:flavin, одну мо-
лекулу нековалентно связанного FAD в домене 
FAD binding 2 и одну молекулу ковалентно связан-
ного остатка FMN в домене FMN bind.

Специфичность Crd по отношению к различ-
ным α,β-ненасыщенным карбоновым кислотам. 
Исходя из сходства аминокислотных остатков, 
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Таблица 1. Редуктазные активности fCrd по отношению 
к различным α,β-ненасыщенным карбоновым 
кислотам, измеренные в анаэробных условиях с 
использованием 100  мкМ  восстановленного MV в 
качестве донора электронов

Субстрат  
(кислота) Структура kcat (с–1) Km (мкМ)

Кофейная 47 ± 2 2,2 ± 0,4

п-Кумаровая 45 ± 3 2,4 ± 0,5

Феруловая 26 ± 2 2,8 ± 0,5

Коричная 22,0 ± 1,5 7,1 ± 0,6

Акриловая 1,3 ± 0,2 770 ± 50

Фумаровая 0,20 ± 0,03a

Кротоновая 0,06 ± 0,02a

Урокановая 0,04 ± 0,01a

Метакриловая 0,03 ± 0,01a

Приложение. a Значения активностей, измеренных 
в присутствии субстрата в концентрации 1 мМ.

предположительно, вовлеченных в связывание 
субстрата в доменах FAD binding 2 Crd и акрилат-
редуктазы Ard из V. harveyi (рис. 1, б), можно было 
предположить, что природным субстратом  Crd 
также является акрилат. В  соответствии с этим 
предсказанием, препарат  Crd, полученный с по-
мощью crdAB–apbE коэкспрессии  (fCrd), оказался 
способен восстанавливать акрилат, используя MV 
в качестве донора электронов. Однако акрилат-
редуктазная активность Crd  (1,3  с–1) была значи-
тельно ниже таковой для специфической акрилат-
редуктазы Ard (19 с–1 [4]). Более того, значение Km 
для акрилата в случае fCrd оказалось существенно 
выше такового для  Ard (770 и  16  мкМ соответ-
ственно), что делает каталитическую эффектив-
ность kcat/Km Crd (0,0019 мкМ–1·с–1) в ~640 раз более 
низкой по сравнению с Ard (1,2 мкМ–1·с–1 [4]). Также 
было показано, что fCrd способен восстанавливать 
фумарат с низкой, но измеряемой активностью. 
В то же время этот белок был практически неак-
тивен при использовании метакрилата, кротоната 
и уроканата (табл. 1).

В противоположность этому fCrd оказался спо-
собным к восстановлению циннамата и его гидр-
оксилированных производных с высокими ско-
ростями (kcat 22–47 с–1) и низкими значениями Km 
(2,2–7,1 мкМ) (табл. 1). Эти наблюдения позволяют 
описать Crd в качестве циннамат редуктазы, ак-
тивной также по отношению к другим природ-
ным α,β-ненасыщенным производным коричной 
кислоты.

Для определения продукта реакции восста-
новления циннамата под действием fCrd мы про-
вели его идентификацию с помощью ВЭЖХ. Было 
обнаружено, что в ходе Crd-катализируемой реак-
ции происходит полное превращение циннамата 
в фенилпропионат (рис. 3, а и б). Идентификация 
карбоновых кислот подтверждалась не только 

Рис. 3. Определение продукта восстановления ко-
ричной кислоты белком  Crd с  помощью  ВЭЖХ. 
Циннамат  (0,1  мМ) инкубировали в присутствии 
10 мМ дитионита натрия, 50 мкМ MV и 0,5 мкМ fCrd. 
а  –  Реакционная среда до добавки  fCrd. б  –  То  же са-
мое после 30-мин инкубации с  fCrd. Профиль элю-
ции отслеживали при 210  (синяя кривая) и 258  нм 
(красная кривая). Объемы удержания для стандар-
тов циннамата и фенилпропионата указаны стрел-
ками. в – УФ-спектры циннамата и фенилпропионата 
в 10 мМ фосфате калия (pH 6,5)
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временем их удержания в ходе ВЭЖХ, но и тем, 
что амплитуды пиков при 210 и 258 нм были при-
близительно одинаковы в случае циннамата и 
различались приблизительно в  40  раз в случае 
фенилпропионата, что находится в хорошем со-
гласии с УФ-спектрами этих соединений (рис. 3, в). 
Полученные данные указывают на то, что фермен-
тативная активность Crd заключается в восстанов-
лении α,β-двойной связи в (гидрокси)коричных 
кислотах с образованием соответствующих насы-
щенных соединений.

Была также проведена проверка способно-
сти  Crd осуществлять катализируемую реакцию 
в обратном направлении. Было установлено, что 
этот белок катализирует окисление фенилпропио-
ната при использовании феназинметасульфата 
и DCPIP в качестве акцепторов электронов, хотя и 
с очень низкой скоростью 0,1 с–1.

Индукция синтеза Crd в клетках V. ruber под 
действием ненасыщенных карбоновых кислот. 
Для определения способности различных субстра-
тов Crd вызывать индукцию синтеза этого белка 
в клетках V.  ruber проводили выращивание этой 
бактерии как в аэробных, так и в анаэробных 
условиях при отсутствии или в присутствии раз-
личных 2-еноатов. Далее, из выращенных клеток 
получали осветленный клеточный лизат и изме-
ряли его удельную MV:циннамат редуктазную 
активность.

Как показано в табл. 2, добавление 10 мМ цин-
намата (максимальная концентрация этого соеди-
нения, еще не вызывающая значительного подав-
ления роста V.  ruber) приводило к существенной 
индукции синтеза  Crd. Этот эффект наблюдался 
как в аэробных, так и в анаэробных условиях, 
хотя максимальная активность обнаруживалась 
при отсутствии кислорода в среде выращивания. 
Параллельные измерения показали более чем 
10-кратное увеличение уровня транскрипции 
гена crdB в присутствии циннамата, это указывает 
на то, что в клетках V. ruber MV:циннамат редук-
тазная активность осуществляется за счет функ-
ционирования Crd.

Другие способные восстанавливаться под 
действием Crd карбоновые кислоты, за исключе-

нием акрилата, также оказались способны инду-
цировать синтез этого белка в анаэробных усло-
виях  (рис.  4). Эти соединения добавляли в среду 
роста в концентрации 2  мМ, так как это была 
максимальная концентрация в случае акрилата и 
кофеата, при которой еще наблюдался рост V. ruber 
в анаэробных условиях.

Активация выделенного Crd в присутствии 
NADH. CrdAB содержит в своем составе домены 
NADH:flavin (рис. 1, а), поэтому можно было пред-
положить, что NADH является природным доно-
ром восстановительных эквивалентов для этого 
фермента. Так как ферулат, кофеат и п-кумарат 
обладают существенным поглощением света 
при  340  нм, NADH-окисляющую активность Crd 
определяли при использовании не поглощающих 
при 340  нм циннамата или акрилата в качестве 
акцепторов электронов. Как показано на рис. 5, a 
(красная кривая), при проведении реакции в ан-
аэробных условиях и ее запуске добавкой цин-
намата наблюдалось линейное во времени окис-
ление NADH с относительно высокой удельной 
активностью  15 с–1. Однако изменение порядка 
добавок приводило к существенному изменению 
хода катализируемой реакции. В  ходе реакции, 
запущенной добавкой fCrd, наблюдался огромный 
временной лаг  (синяя кривая на  рис. 5, a). Хотя 
начальная скорость реакции в этом случае была 
очень малой, конечная скорость оказывалась сопо-
ставимой с той, которая показана красной кривой 
и, по-видимому, соответствует полностью активи-
рованному  Crd. Такой же временной лаг наблю-
дался и при запуске реакции добавкой NADH.

Эти данные означают, что выделенный fCrd 
неактивен и требует для активации преинкубации 
с NADH. Так как продолжительность временного 
лага в циннамат редуктазной активности не зави-
села от концентрации fCrd (данные не представ-
лены), то можно заключить, что активация этого 
фермента не связана с изменением его олигомер-
ной структуры. Также активация при отсутствии 
циннамата происходила значительно быстрее, 
чем в его присутствии  (рис. 5, a), так как время 
преинкубации Crd с NADH для красной кривой 
этого рисунка составляло приблизительно 5 мин 

Таблица 2. Корреляция между величиной MV:циннамат редуктазной активности и уровнем транскрипции 
гена crdB в клетках V. ruber, выращенных в различных условиях

Условия выращивания Активность Crd (нмоль·мин–1·мг–1) crdB мРНК/рРНК × 10–6

Без циннамата, без O2 1,2 ± 0,4 2,1 ± 0,2

Без циннамата, +O2 0,5 ± 0,2 0,8 ± 0,1

10 мМ циннамат, без O2 86 ± 11 31 ± 4

10 мМ циннамат, +O2 19 ± 3 25 ± 2



ЦИННАМАТ РЕДУКТАЗА V. ruber 269

БИОХИМИЯ том 89 вып. 2 2024

Рис. 4. MV:циннамат редуктазная активность в клет-
ках V.  ruber, выращенных анаэробно в присутствии 
2  мМ  кофеата  (caf), п-кумарата  (cou), ферулата  (fer), 
циннамата  (cin) или акрилата  (acr). Планки погреш-
ностей показывают стандартное отклонение для 
двух биологических повторов

и было достаточным для полной активации при 
отсутствии акцептора электронов. Преинкубация 
фермента с 5 мМ дитионитом в течение 5 мин до 
старта реакции добавкой fCrd активировала фер-
мент до того же самого уровня, что и преинку-
бация с  NADH (данные не представлены). Таким 
образом, можно предположить, что для перехода 
Crd в активную форму необходимо не связывание 
NADH, а восстановление какой-то простетической 
группы этого белка.

Для последующего анализа проводили диф-
ференцирование полученных кривых актива-
ции (рис. 5, а; синяя кривая) с получением кривых 
зависимости активности фермента от времени ин-
кубации (рис. 5, б). Сигмоидальный характер этих 
кривых показывал, что активация Crd не является 
одностадийным процессом. Эти кривые не могли 
быть адекватно описаны и двухстадийным процес-
сом (красная линия), но могли быть фитированы 
модельным процессом, состоящим из трех после-
довательных стадий (зеленая кривая). При фитиро-
вании мы предполагали, что константы скорости 
протекания всех стадий одинаковы, так как при 
этом достигается максимально продолжительный 
временной лаг в образовании конечного продукта. 
Для трехстадийного процесса определенное таким 
способом значение констант скоростей отдельных 
стадий составляло 0,060 ± 0,003 с–1. Таким образом, 
процесс активации Crd в присутствии NADH состо-
ит из не менее чем трех стадий.

Похожую, но более быструю активацию Crd в 
ходе катализируемой реакции наблюдали и при 
анаэробном восстановлении акрилата, запущен-
ном добавкой фермента (рис. 5, в). Максимальная 
ферментативная активность при использовании 
этого субстрата (3,5 с–1) составляла 23% от таковой 
при использовании циннамата, хотя при исполь-
зовании MV в качестве донора электронов эта ак-
тивность составляла лишь 6% от соответствующей 
активности с использованием циннамата (табл. 1). 
Кинетический анализ показал, что активация Crd 
в присутствии NADH и акрилата может быть опи-
сана двухстадийным процессом (рис. S2 в Прило-
жении) со значением обеих констант скоростей, 
равном 0,27 ± 0,02 с–1. Также было показано, что 
активация Crd в присутствии NADH и при отсут-
ствии акцепторов электронов (рис. S2 в Приложе-
нии; квадраты на левой панели) была быстрее, 
чем при их присутствии (рис. S2 в Приложении; 
кружки на левой панели; рис.  5,  б;  кружки). Ки-
нетический анализ показал, что активация Crd 
в этом случае также может быть описана двумя 
последовательными стадиями с усредненной кон-
стантой скорости 0,75 ± 0,15 с–1.

При использовании MV в качестве донора 
электронов  (табл.  1) не наблюдалось какой-либо 
активации фермента во время его работы вне 
зависимости от порядка внесения fCrd и его суб-
стратов. Эти результаты указывают на то, что 
активация/деактивация  fCrd связана с функцио-
нированием его NADH-связывающих доменов 
NADH:flavin. Этот вывод подтверждался наблюде-
нием активации фермента при катализе анаэроб-
ной NADH:FMN редуктазной реакции при ее старте 
добавкой fCrd  (рис. 5, г). В этом случае кинетика 
активации была более сложной и адекватно не 
описывалась даже трехстадийным процессом 
(рис. S2 в Приложении; правая панель).

Crd, активированный инкубацией с NADH, 
оставался полностью активным до полного окис-
ления NADH в ходе ферментативной реакции. 
Однако фермент медленно деактивировался после 
исчерпания донора электронов. В  эксперименте, 
показанном на рис. 6, а, реакция, запущенная до-
бавкой акрилата к преактивированному fCrd, про-
текала линейно до полного окисления NADH. Вто-
рая порция добавленного NADH восстанавливала 
активность Crd до уровня, зависящего от времен-
ного интервала t до повторной добавки этого доно-
ра электронов (рис. 6, б). При больших значениях t 
реакция протекала нелинейно с временным лагом,  
как на рис. 5, в (синяя кривая), и активировалась до  
конечных значений, сходных с таковыми для крас-
ной кривой на рис. 5, в и левой кривой на рис. 6, a. 
Эти данные показывают, что активированный 
fCrd подвержен процессу постепенной деактива-
ции при отсутствии NADH, но может быть снова 
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Рис. 5. Типичный ход катализируемых fCrd NADH-зависимых реакций в анаэробных условиях. а  –  Цинна-
мат-зависимое окисление NADH. Конечная среда измерения содержала 120  мкМ  NADH, 50  мкМ  циннамата 
и 30 нМ fCrd. Реакцию запускали либо добавкой циннамата (cin, красная кривая), либо добавкой fCrd (синяя 
кривая). б  –  Зависимость активности Crd от времени протекания NADH:циннамат редуктазной реакции, за-
пущенной добавкой Crd. Маленькими кружками показаны значения активности Crd в каждый момент вре-
мени, полученные дифференцированием (-d[NADH]/dt) исходной кривой протекания реакции (синяя кривая 
на панели а) с использованием программного пакета Matlab. Красная и зеленая кривые показывают резуль-
таты фитирования с использованием двух- или трехстадийных кинетических моделей соответственно. в – Ак-
рилат-зависимое окисление NADH. Конечная реакционная среда содержала 120  мкМ  NADH, 1  мМ  акрилата 
и 150 нМ fCrd. Реакцию запускали добавкой акрилата (acr, красная кривая) или fCrd (синяя кривая). г – NADH-
зависимое восстановление FMN. Конечная среда измерения содержала 120 мкМ NADH и 50 мкМ FMN. Концен-
трация fCrd составляла 15 нМ (красная кривая, реакцию запускали добавкой FMN) или 60 нМ (синяя кривая, 
реакцию запускали добавкой fCrd)

медленно переведен в активное состояние после 
инкубации с восстановителем. Деактивация fCrd 
могла быть описана одностадийным процессом с 
полувременем 4,7 мин (рис. 6, б).

В аэробных условиях NADH-окисляющая ак-
тивность Crd была очень низкой и не изменялась 
с течением времени (рис. 7, черная (1) кривая). Это 
значительно отличается от данных, полученных 
для других NADH:2-еноат и NADH:флавин редук-
таз, которые способны окислять NADH с высокой 
скоростью при использовании O2 в качестве ак-
цептора электронов [3, 4, 27], и означает, что моле-
кулярный кислород препятствует активации Crd.  

Для определения действия O2 на активную фор-
му  Crd, фермент преинкубировали с NADH в ан-
аэробных условиях и запускали реакцию добавкой 
избытка циннамата  (рис.  7,  красная  (2) кривая). 
После этого в среду измерения вносили кислород 
в форме H2O2. В этих экспериментах использовали 
пониженные концентрации глюкозооксидазы и 
повышенную концентрацию каталазы. Как показа-
но на рис. 7, пульс кислорода вызывал медленную 
инактивацию Crd, сопровождаемую после исчер-
пания O2 реактивацией фермента до его исходной 
активности. Продолжительность переходной ста-
дии деактивации уменьшалась при повышении 
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Рис. 6. Деактивация Crd. а  –  Анаэробное окисление 
NADH в присутствии fCrd и 1 мМ акрилата (acr). По за-
вершении реакции при исчерпании NADH его кон-
центрацию восстанавливали повторной добавкой до 
исходного уровня (~50 мкМ) после паузы в 90 с. Усло-
вия эксперимента такие же, как в случае рис.  5,  в. 
б – Значения начальных скоростей окисления NADH, 
измеренные для второй порции добавленного NADH 
как функция от временного интервала  t до его по-
вторного внесения. 100% соответствует исходной ак-
тивности фермента, измеренной для левой кривой 
на панели (а). Теоретическая кривая представляет со-
бой моноэкспоненту с полувременем 4,7 мин

Рис. 7. Обратимая инактивация Crd под действием 
кислородного пульса в ходе протекания NADH-зави-
симого восстановления циннамата. Кривая  1  –  реак-
цию запускали добавкой fCrd и проводили в аэроб-
ных условиях (при отсутствии глюкозооксидазы и 
каталазы). Все прочие условия эксперимента такие 
же, как для красной кривой на рис. 5, а. Кривая 2 – ре-
акцию запускали добавкой 500 мкМ циннамата и про-
водили в анаэробных условиях до указанной добав-
ки 500 мкМ H2O2 (создающей 250 мкМ концентрацию 
молекулярного кислорода). Концентрации глюкозо-
оксидазы и каталазы в данном эксперименте состав-
ляли 0,6 и 50 ед./мл соответственно. Конечные среды 
измерения в обоих экспериментах также содержали 
120 мкМ NADH и 30 нМ fCrd

концентрации глюкозооксидазы в среде измере-
ния (данные не представлены). Эти данные пока-
зывают, что деактивация фермента в присутствии 
кислорода обратима, что, по-видимому, позволяет 
регулировать активность Crd концентрацией O2.

Для проверки способности fCrd окислять 
NADPH этот белок активировали в присутствии 
30 мкМ NADH, и сразу после его исчерпания в при-
сутствии избытка акрилата в реакционную среду 
добавляли 120  мкМ  NADPH. Было показано, что 
скорость окисления NADPH при этой концентра-
ции приблизительно в 35 раз ниже по сравнению 
со скоростью окисления NADH. Таким образом, 
именно NADH, по-видимому, является природным 
донором восстановительных эквивалентов для Crd.

Роль различных доменов Crd в его фермен-
тативных активностях. Crd способен катализиро-

вать окислительно-восстановительные реакции 
между различными природными и искусственны-
ми донорами и акцепторами электронов. Для того 
чтобы установить, какие домены Crd ответствен-
ны за осуществление разных активностей, эти 
активности были измерены на апо- и флавинили-
рованной формах Crd, а также на различных фраг-
ментах этого белка. Было показано, что MV:цин-
намат редуктазная активность была намного 
выше у fCrd по сравнению с aCrd (не содержащим 
*FMN) и с фрагментом  d3 (содержащим только 
домен FAD binding 2) (табл. 3). Эти данные показы-
вают, что, так же как и в NADH:фумарат редуктазе 
Klebsiella pneumoniae [3], домен FAD binding 2 необ-
ходим для восстановления природного акцептора 
электронов и что электрон-переносящий путь 
от MV к этому домену включает в себя *FMN в до-
мене FMN bind.

В то же время высокая NADH:FMN редуктазная 
активность была присуща не только полноразмер-
ной флавинилированной форме фермента  (fCrd), 
но также и его апо-форме и фрагменту d1 (содер-
жащему только домены NADH:flavin). Таким обра-
зом, можно заключить, что эта реакция катали-
зируется доменами NADH:flavin. Важно отметить, 
что все NADH:FMN редуктазные активности, в 
том числе и осуществляемая фрагментом  d1, де-
монстрировали выраженный временной лаг при 
старте реакции добавкой фермента, как показано 
на рис. 5, г (синяя кривая).
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Таблица 3. Каталитические активности препаратов Crd и его фрагментова

Вариант Crd Простетические группы
Активность, с–1

MV:циннамат NADH:циннамат NADH:FMN

fСrd 2 FMN, 1 FAD, 1 *FMNб 22 ± 2 15 ± 2 62 ± 15

aCrd 2 FMN, 1 FAD 0,7 ± 0,1 <0,05 58 ± 13

d1 2 FMN Н.О.в <0,05 48 ± 21

d3 1 FAD 0,7 ± 0,1 <0,05 Н.О.
Приложение. a Среда измерения содержала 120 мкМ NADH или 100 мкМ восстановленного MV в качестве до-
нора электронов и 50 мкМ циннамата или FMN в качестве акцептора электронов. Значения активности при-
ведены для реакций, запущенных добавкой акцептора электронов (реакции, запущенные добавкой фермента, 
сопровождались значительным временным лагом).
б Звездочкой отмечен ковалентно связанный флавин.
в Н.О. – не определяли.

Полная NADH:циннамат редуктазная актив-
ность осуществлялась только  fCrd, но не aCrd, 
не  *FMN. Эти данные показывают роль *FMN в 
передаче электронов от NADHдегидрогеназного 
участка (d1) Crd на его циннамат редуктазный уча-
сток (d3).

Отдельный домен FAD binding 2 (фрагмент d3) 
был способен катализировать FMNH2:циннамат 
редуктазную реакцию (0,60 ± 0,05 с–1, данные не 
представлены). Из-за этого возникает возмож-
ность катализа полной NADH:циннамат редуктаз-
ной реакции при смешении в соотношении  1/1  
фрагментов d1 и d3 в присутствии избытка свобод-
ного FMN. Такая активность действительно была 
обнаружена. И хотя ее величина (3,2 ± 0,4 с–1, дан-
ные не представлены) была меньше, чем у  fCrd, 
она значительно превышала FMNH2:циннамат 
редуктазную активность  d3. Этот неожиданный 
результат может тем не менее быть объяснен 
разными условиями измерения этих двух актив-
ностей. Среда измерения FMNH2:циннамат редук-
тазной активности, кроме восстановленного FMN, 
содержала существенные количества окисленной 
формы этого кофермента, что могло приводить к 
ингибированию катализа реакции за счет повыше-
ния окислительно-восстановительного потенциа-
ла пары FMNH2free/FMNfree. В  противоположность 
этому, при стационарных условиях протекания 
NADH:циннамат редуктазной реакции, катали-
зируемой смесью d1 + d3, практически весь FMN 
находился в восстановленной форме. Наличие 
полной NADH:циннамат редуктазной активности 
у смеси фрагментов  d1 и  d3 в присутствии сво-
бодного FMN сходно со случаем водорастворимой 
фумаратредуктазы дрожжей  [28], где роль фраг-
ментов d1 и d3 выполняют отдельные ферменты, 
а перенос электронов между ними осуществляется 
свободными формами цитоплазматических фла
винов.

Моделирование трехмерной структуры 
Crd. Было проведено предсказание 3D-структу-
ры гетеродимерного белка  Crd с помощью про-
граммы AlphaFold2  [21]. Полученная структура 
состояла из двух частей, соединенных гибким 
линкером  (рис.  8). Одна из частей соответство-
вала фрагменту  d1, состоящему из субъедини-
цы CrdA и гомологичного ей N-концевого домена 
NADH:flavin субъединицы CrdB. Эта часть Crd была 
сходна с трехмерными структурами гомодимер-
ных NADH:флавин редуктаз [16, 29]. Вторая часть 
белка состояла из двух других доменов CrdB  – 
FAD binding 2 и FMN bind.

Четыре флавиновые простетические группы 
(три молекулы  FMN и одну молекулу  FAD в их 
окисленном состоянии), а также NADH и цин-
намат были размещены в полученной модель-
ной структуре с помощью программы AutoDock 
Vina [23]. Расположение флавиновых групп (рис. 8) 
было сходным с таковым для экспериментально 
определенных 3D-структур NAD(P)H:FMN редук-
тазы (PDB  ID: 1X77;  [29]), субъединицы NqrC Na+-
транслоцирующей NADH:хинон оксидоредуктазы 
(PDB ID: 4XA7; [30]) и уроканатредуктазы (PDB ID: 
6T87;  [31]), гомологичных доменам NADH:flavin, 
FMN bind и FAD binding 2 Crd соответственно.

d1-Часть  Crd содержит два потенциальных 
псевдосимметричных NADH-связывающих сайта 
вблизи флавинов FMNA и FMNB, сходных с таковы-
ми, обнаруженными в гомодимерной NADH:фла-
вин редуктазе  [16]. Однако, по-видимому, только 
FMNB-сайт может связывать NADH из-за того, что 
вход нуклеотида в сайт в области FMNA блокиро-
ван C-концевым сегментом CrdA (рис. S3 в Прило-
жении). В соответствии с этим предположением, 
позиции связывания NADH располагались в двух 
областях в окрестности  FMNA. Наименьшее рас-
стояние между NADH и FMNA составляло 10 Å, что 
слишком далеко для переноса гидрид-иона между 
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Рис. 8. Предсказанная трехмерная структура  Crd со связанными флавиновыми простетическими группами. 
Домены показаны разными цветами, соответствующими использованным на  рис.  1,  а. Правая часть рисун-
ка показывает межкраевые расстояния между простетическими группами и предполагаемые пути переноса 
электрона и гидрид-иона (показаны коричневыми и зелеными стрелками соответственно)

двумя этими группами (для сравнения, расстоя-
ние между NADH и FMNB составляло всего  4 Å). 
Расчетные эксперименты по докингу не выявляли 
какого-либо NADH-связывающего участка в доме-
не FMN bind. Расположение циннамата в домене 
FAD binding 2 CrdB оказалось сходным с таковым 
для уроканата в уроканатредуктазе [31].

Межкраевое расстояние между FAD и *FMN 
составляло ~9 Å (рис. 8), что должно приводить к 
быстрому переносу электронов между двумя эти-
ми флавиновыми группами. Это находится в хоро-
шем согласии с наблюдением, что данная стадия 
не является скорость-лимитирующей в известных 
NADH:2-еноат редуктазах  [3]. В  противополож-
ность этому, FMNB и *FMN разделены расстоянием 
в 24 Å  (рис. 8), то есть расстоянием, при котором 
невозможен быстрый перенос электрона. Таким 
образом, для переноса электрона между FMNB и 
*FMN Crd  во время катализа должен принимать 
какую-то альтернативную конформацию, сбли-
жающую эти две флавиновые группы. Интересно 
отметить, что эта же стадия электронного транс-

порта является скорость-лимитирующей в кано-
нических NADH:2-еноат редуктазах  [3], указывая 
на то, что и в них данное расстояние не является 
оптимальным.

Качество предсказанной с помощью AlphaFold2 
модельной структуры со связанными флавинами 
было подтверждено МД-симуляцией (рис. S4 в При-
ложении). В частности, во время проведенных си-
муляций ни одна из флавиновых групп не была 
потеряна. Более того, симуляции не приводили 
к изменению полученной с помощью AlphaFold2 
структуры, за исключением движения d1-части, 
как целого, на 11 Å относительно остальной части 
белка (рис. S4, a и c в Приложении). Этот результат 
подтверждает гибкость линкера, соединяющего 
две части Crd. Тем не менее расстояние между фла-
виновыми группами существенно не изменялось в 
симулированной структуре (рис. S4, b в Приложе-
нии), также оно оставалось неизменным в анало-
гичной структуре, содержащей восстановленные 
формы флавиновых кофакторов (данные не пред-
ставлены).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Трехдоменные NADH:2-еноат редуктазы ши-
роко распространены среди анаэробных и фа-
культативно-анаэробных про- и эукариотических 
микроорганизмов, что указывает на их важную 
метаболическую роль. Ферменты с NADH:фумарат 
редуктазной активностью участвуют в анаэроб-
ном дыхании, способствуя реокислению образо-
ванного в ходе гликолиза NADH для увеличения 
продукции ATP при сбраживании субстратов. Эта 
роль наиболее полно показана для одноклеточ-
ных эукариот класса Kinetoplastida, у которых 
сукцинат является одним из основных продук-
тов брожения, а инактивация гликосомальной и 
митохондриальной NADH:фумарат редуктаз пол-
ностью предотвращает фумаратное дыхание [32]. 
NADH:2-еноат редуктазы с другими субстратны-
ми специфичностями могут выполнять и другие 
функции. Например, NADH:акрилат редуктаза мор-
ской бактерии V. harveyi, по-видимому, вовлечена 
в процесс детоксификации акрилата  [4], часто 
присутствующего в разнообразных морских сре-
дах обитания, за счет деградации диметилсуль-
фониопропионата, основного осмолита морских  
водорослей.

Несмотря на то что циннамат редуктаза Crd из 
V. ruber структурно схожа с такими трехдоменны-
ми NADH:2-еноат редуктазами, как фумаратредук-
тазы K. pneumoniae и кинетопластид, а также акри-
латредуктаза V. harveyi, в описанном в ходе данной 
работы белке наблюдаются и существенные осо-
бенности. Во  всех этих ферментах восстановле-
ние 2-еноата происходит в домене FAD  binding  2 
с помощью электронов, перенесенных с кова-
лентно связанного FMN в домене FMN  bind  [3]. 
Однако окисление NADH в  Crd осуществляется 
доменом NADH:flavin, а не доменом OYE-like (как в 
NADH:фумарат редуктазе K. pneumoniae и NADH:ак-
рилат редуктазе V. harveyi) или FAD binding 6 (как 
в NADH:фумарат редуктазах кинетопластид).

Более того, только Crd содержит в своем со-
ставе дополнительную субъединицу (CrdA), пред-
ставляющую собой одиночный домен NADH:flavin, 
гомологичный такому же домену субъедини-
цы  CrdB (51%  идентичности, 65%  схожести). Ген 
этой добавочной субъединицы (crdA) соседствует с 
геном crdB на одной из хромосом V. ruber (рис. 1, в). 
Это, наряду с наблюдением о совыделении CrdA с 
6×His-меченным CrdB на никелевом носителе, ука-
зывает на то, что эти два белка образуют прочный 
комплекс CrdA–CrdB in vivo. Определенная стехио-
метрия для нековалентно связанных с белком FMN 
и FAD, равная 2/1, также находится в хорошем со-
гласии с гетеродимерным строением Crd, так как 
NADH:флавин редуктазы прокариот обычно коди-
руются одним геном, однако функционируют в 

виде гомодимера, нековалентно связывающего в 
качестве простетических групп две молекулы FMN 
в зоне контакта мономеров [16, 29]. Такое гомоди-
мерное строение NADH:флавин редуктазы, по-ви-
димому, затрудняет прямое слияние этого белка с 
другими белками с образованием протяженного 
мультидоменного полипептида.

В аэробных условиях трехдоменные 
NADH:2-еноат редуктазы катализируют восстанов-
ление O2 с образованием активных форм кисло-
рода  (АФК). Например, NADH:фумарат редуктаза 
K. pneumoniae в присутствии кислорода окисляет 
NADH с формированием H2O2. В этих условиях не 
наблюдается ускорения окисления NADH в при-
сутствии фумарата, указывая на то, что практиче-
ски все восстановительные эквиваленты расходу-
ются на образование H2O2  [3]. В каких-то случаях 
образование АФК может быть выгодно для орга-
низма. Так, предполагается, что продукция АФК 
NADH:фумарат редуктазами кинетопластид слу-
жит сигналом для завершения цикла развития 
этих паразитов в организме насекомого-перенос-
чика  [33]. Однако интенсивная продукция АФК 
при переходе в аэробные условия должна быть 
токсичной для большинства факультативно-
анаэробных микроорганизмов. Так, накопление 
H2O2 в среде роста в миллимолярных концентра-
циях за счет функционирования NADH:флавин 
редуктазы приводит к гибели клеток молочно-
кислой бактерии Lactobacillus johnsonii в аэробных  
условиях [27].

Использование в Crd из V.  ruber доменов 
NADH:flavin вместо домена OYE-like или FAD 
binding 6, присутствующих в других NADH:2-еноат 
редуктазах, по-видимому, разрешает проблему 
активной продукции  АФК. Домены NADH:flavin 
Crd позволяют использовать уникальный меха-
низм регуляции, обратимо инактивирующий Crd 
при высоких концентрациях  O2  (рис.  7). Переход 
между активным и неактивным состояниями в 
Crd, по-видимому, контролируется редокс-состоя-
нием одной или обеих молекул  FMN в доменах 
NADH:flavin. Это заключение подтверждается дан-
ными о том, что Crd может быть активирована не 
только NADH, но и дитионитом, а также тем, что 
активация/деактивация парциальной фермента-
тивной активности наблюдается на фрагменте d1, 
но не на фрагменте d3.

Регуляция Crd, по-видимому, связана с гетеро-
димерной структурой ее NADH-дегидрогеназной 
части, состоящей из субъединицы CrdA и гомо-
логичного N-концевого домена CrdB  (рис.  8). Эта 
часть Crd сходна с NADH:флавин редуктазами [16, 
29], и она также содержит две молекулы некова-
лентно связанного FMN и два потенциальных сайта 
окисления NADH. Однако возможность функцио-
нирования предполагаемого NADH-связывающего 
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сайта вблизи FMNA находится под вопросом из-за 
стерического эффекта C-концевой петли  CrdA, 
по-видимому, препятствующей связыванию этого 
кофактора. И если перенос электронов между FMNB 
и *FMN может быть осуществлен за счет подвиж-
ности *FMN и/или димера доменов NADH:flavin, то 
большое расстояние между FMNB и FMNA  (рис. 8) 
не может быть уменьшено подобным образом. 
Таким образом, перенос электронов между этими 
флавиновыми группами всегда должен быть мед-
леннее, чем скорость оборота фермента  [34]. Эти 
структурные соображения указывают на то, что 
FMNB и FMNA являются хорошими кандидатами на 
роль каталитической и регуляторной группы со-
ответственно. Различная роль двух нековалентно 
связанных FMN в Crd хорошо согласуется со значи-
тельными различиями в аминокислотных после-
довательностях двух доменов NADH:flavin в этом 
белке, в отличие от случая гомодимерных и, следо-
вательно, симметричных NADH:флавин редуктаз 
с двумя идентичными FMN-сайтами  [16]. Можно 
далее предположить, что активация Crd заключа-
ется в последовательном восстановлении FMNB и 
FMNA, вызывающем конформационные изменения 
в белке и формирование функционального пути 
переноса электронов, связывающего между собой 
их донор и акцептор.

Замедление активации Crd акцепторами элек-
тронов объясняется, по-видимому, их конкуренци-
ей с регуляторной простетической группой (FMNA) 
за восстановительные эквиваленты, полученные 
ферментом при окислении NADH. В  этом случае 
скорость активации в присутствии акцепторов 
электронов должна быть обратно пропорциональ-
на скорости их восстановления. Действительно, 
такая корреляция наблюдалась – циннамат восста-
навливается быстрее (табл. 1) и сильнее замедляет 
активацию Crd по сравнению с акрилатом (рис. 5). 
В этом случае отсутствие активации Crd в аэроб-
ных условиях может быть объяснено тем, что O2 
способен окислять регуляторную простетическую 
группу напрямую, без участия длинной цепи пе-
реноса электронов, как в случае циннамата или 
акрилата.

Несмотря на схожесть аминокислотных остат-
ков, вовлеченных в связывание 2-еноата в доменах 
FAD  binding  2 акрилатредуктазы и Crd  (рис.  1,  б), 
последний фермент обладает 1000–6000-кратно 
меньшей каталитической эффективностью по 
отношению к акрилату по сравнению с катали-
зом восстановления циннамата и его производ-
ных  (табл.  1). Более того, (гидрокси)коричные 
кислоты, но не акрилат, вызывали индукцию син-
теза Crd в клетках V. ruber (рис. 4). Таким образом, 
позиции аминокислотных остатков, взаимодей-
ствующих с карбоксильными группами акцепто-
ра электронов в фумаратредуктазах, не являются 

единственными детерминантами субстратной 
специфичности других NADH:2-еноат редуктаз. 
Восстановление токсичных для клеток  [35] цин-
намата и его производных, по-видимому, является 
основной физиологической ролью Crd. Это заклю-
чение хорошо согласуется с индукцией синтеза 
белка Crd не только в анаэробных, но и в аэроб-
ных условиях (табл. 2). Наряду с этим, возможно, 
Crd способен поддерживать анаэробное дыхание 
V. ruber с использованием циннамата и его гидрок-
силированных производных, как это описано для 
каффеил-CoA редуктазы из ацетогенной бактерии 
Acetobacterium woodie  [36]. Самые эффективные 
субстраты Crd (кофеат и ферулат) являются пред-
шественниками при синтезе лигнина и других 
вторичных фенольных метаболитов в наземных 
растениях. Поэтому эти соединения широко рас-
пространены в разнообразных наземных средах 
обитания (например, в почве и кишечнике живот-
ных), но редко встречаются в морских нишах, где 
они синтезируются лишь очень немногочислен-
ными водорослями [37, 38]. Интересным исключе-
нием из этого правила являются заросли морской 
травы, накапливающие высокие концентрации 
кофейной кислоты и других фенольных соедине-
ний в своей ризосфере [35], которая, возможно, и 
является основной средой обитания Crd-содержа-
щих морских бактерий [39].

Схожие с Crd редуктазы довольно редко встре-
чаются среди морских организмов, по-видимому, 
из-за малой распространенности (гидрокси)корич-
ных кислот в морской среде обитания. Так, поиск с 
помощью программы Blast выявляет Crd-подобные 
белки лишь у таких морских бактерий, как Vibrio 
rhizosphaerae, Vibrio gazogenes, Vibrio salinus, Vibrio 
spartinae и Vibrio tritonius. В то же время эти белки 
довольно широко распространены среди наземных 
анаэробных микроорганизмов, в том числе среди 
бактерий, входящих в состав микробиома кишеч-
ника человека. Эти белки встречаются у много-
численных представителей родов Clostridium, 
Klebsiella, Citrobacter, Aeromonas, Paenibacillus, 
Streptococcus и многих других. В кишечнике мле-
копитающих наблюдается довольно высокая кон-
центрация фенилпропионата и п-гидроксифенил-
пропионата [40]. Ранее считалось, что образование 
этих соединений связано с функционированием 
негомологичной Crd двухдоменной 2-еноат редук-
тазы  [1]. Однако широкое распространение Crd-
подобных белков у кишечных бактерий позволяет 
предположить, что эти белки также вовлечены в 
образование фенилпропионата и п-гидроксифе-
нилпропионата в кишечнике.

Двухдоменные 2-еноат редуктазы имеют зна-
чительный потенциал для применения в раз-
личных областях биотехнологии для продукции 
хиральных соединений, лекарств и ароматизи-
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рующих добавок  [11, 41]. Однако их применение 
в значительной степени осложняется тем, что эти 
ферменты крайне чувствительны к кислороду и 
быстро и необратимо инактивируются в аэробных 
условиях  [1, 11]. Таким образом, менее чувстви-
тельные к О2 Crd-подобные белки являются при-
влекательной альтернативой для практического 
применения.
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A REDOX-REGULATED, HETERODIMERIC  
NADH:CINNAMATE REDUCTASE IN Vibrio ruber

Y. V. Bertsova, M. V. Serebryakova, V. A. Anashkin, A. A. Baykov, and A. V. Bogachev*

Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,  
119234 Moscow Russia; e-mail: bogachev@belozersky.msu.ru

Genes of putative reductases of α,β-unsaturated carboxylic acids are abundant among anaerobic and 
facultatively anaerobic microorganisms, yet substrate specificity has been experimentally verified for 
few encoded proteins. Here, we co-produced in Escherichia coli a heterodimeric protein of the faculta-
tively anaerobic marine bacterium Vibrio ruber (GenBank SJN56019 and SJN56021; annotated as NADPH 
azoreductase and urocanate reductase, respectively) with Vibrio cholerae flavin transferase. The iso-
lated protein (named Crd) consists of the sjn56021-encoded subunit CrdB (NADH:flavin, FAD binding 2, 
and FMN bind domains) and an additional subunit CrdA (SJN56019, a single NADH:flavin domain) that 
interact via their NADH:flavin domains (Alphafold2 prediction). Each domain contains a flavin group 
(three FMNs and one FAD in total), one of the FMN groups being linked covalently by the flavin trans-
ferase. Crd readily reduces cinnamate, p-coumarate, caffeate, and ferulate under anaerobic conditions 
with NADH or methyl viologen as the electron donor, is moderately active against acrylate and practi-
cally inactive against urocanate and fumarate. Cinnamates induced Crd synthesis in V. ruber cells grown 
aerobically or anaerobically. The Crd-catalyzed reduction started by NADH demonstrated a time lag of 
several minutes, suggesting a redox regulation of the enzyme activity. The oxidized enzyme is inactive, 
which apparently prevents production of reactive oxygen species under aerobic conditions. Our findings 
identify Crd as a regulated NADH-dependent cinnamate reductase, apparently protecting V. ruber from 
(hydroxy)cinnamate poisoning.

Keywords: anaerobic respiration, cinnamate, caffeate, enzyme regulation, reactive oxygen species, rhizo-
sphere, Vibrio
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