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Бактериальные люциферазы из Photobacterium leio-
gnathi и Vibrio harveyi довольно широко изучены [1, 2].
В [3, 4] методами рентгеноструктурного анализа полу-
чили кристаллическую структуру люциферазы из
V. harveyi с разрешением 2,4 и 1,5 Å. Эти люциферазы
относятся к большому семейству белков – “(α/β)8–бо-
чонкам” [4, 5]. Все бактериальные люциферазы гомоло-
гичны, и катализируют одну и ту же реакцию:

    FMNH2 + O2 + RCHO> FMN + RCOOH + H2O + hν.

Реакция протекает через ряд промежуточных соеди-
нений с образованием C4-α-гидроксифлавина. Недавно
определенная трехмерная структура люциферазы позво-
ляет предположить, что активный центр находится в
большой внутренней полости на α-субъединице, кото-
рая достаточно велика, чтобы разместить FMNH2, O2 и
длинноцепочечный альдегид [4, 6]. Роль α-субъединицы
до конца не известна, но предполагается, что она необ-
ходима для обеспечения высокого квантового выхода
реакции [7, 8]. Аминокислотные последовательности
двух субъединиц люцифераз имеют 32%-ю гомологию.

Люциферазы широко специфичны по отношению к
альдегидному субстрату: длина цепи альдегида может
составлять от 8 до 16 атомов углерода. Монотонная
связь между параметрами биолюминесцентной реакции
и длиной альдегидной цепи наблюдается не для всех
люцифераз [9]. Аминокислотный остаток Arg107, ве-
роятно, необходим для высокой каталитической актив-
ности люцифераз и связывания альдегида [10]. Было
показано, что некоторые длинноцепочечные алифати-
ческие соединения, такие как кетоны, кислоты, спирты
[11], разные органические растворители [12, 13], инги-
бируют люциферазу из V. harveyi. Однако мало что из-
вестно о природе участков связывания бактериальных
люцифераз. Чтобы получить подробную информацию
относительно каталитических свойств люцифераз, изо-
лированных из разных видов светящихся бактерий
(Photobacterium leiognathi и Vibrio harveyi), мы сравни-
ли влияние органических растворителей на максималь-
ную интенсивность свечения, используя в качестве

субстратов три альдегида разной гидрофобности. Суще-
ственным преимуществом проведения биолюминесцен-
тной реакции в органических средах является увеличе-
ние растворимости гидрофобных субстратов. Кроме
того, изучение структурно-функциональных взаимосвя-
зей люцифераз в разных условиях имеет большое зна-
чение для фундаментальных исследований, как теорети-
ческих, так и прикладных.

Методы
Люциферазы из Vibrio harveyi (штамм 1212) и

Photobacterium leiognathi (штамм 208) были получены,
как описано в [14]. Измерение кинетических парамет-
ров биолюминесценции в буфере или в смесях буфера
с органическим растворителем проводили, как описано
в [15]. В каждом случае измеряли максимальную ин-
тенсивность свечения (Iмакс), характеризующую макси-
мальную скорость реакции. Типы активации и ингиби-
рования органическими растворителями определяли
традиционными графическими методами: Лайнуивера–
Берка, Хейнса, Иди–Хофсти и Диксона [16, 17]. Вели-
чину Iмакс исследовали как функцию активирующих и
ингибирующих концентраций органических растворите-
лей от концентрации альдегидного субстрата. Концент-
рации альдегидов С14, С12 и С10 в реактивной смеси для
выбранной концентрации органического растворителя
были следующие: (0,47 –47)·10 –7, (0,5–5,4)·10 –6, (1,3–
12,8)·10 –3 М соответственно. Для статистической обра-
ботки полученных экспериментальных результатов ис-
пользовали пакет программ Excel для Windows-98.

Результаты
Степень влияния органических растворителей на

активность люцифераз зависит от их концентрации.
Результаты показали, что при небольших концентраци-
ях метанола, этанола и ацетона активируются обе лю-
циферазы, в то время как более высокие концентра-
ции этих растворителей ингибируют активность люци-
фераз. На рис. 1, 2 приведен пример зависимости ин-
тенсивности свечения люцифераз в водно-метанольных
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смесях с разными альдегидами. Когда концентрации
ацетона, этанола и метанола достигают 2,5 об.%, актив-
ность люциферазы возрастает на 50, 70 и 30% при ис-
пользовании C10 и на 20, 50, 20% при использовании
C14 соответственно. Если в качестве субстрата исполь-
зовали альдегид C12, активация интенсивности свечения
не наблюдалась при концентрации растворителя, не
превышающей 1 об.% (можно предположить, что такая
концентрация растворителя не оказывает влияния на
фермент). Активность этой люциферазы уменьшается с
увеличением концентрации каждого из органических

растворителей. Органические растворители влияют на
активность люциферазы из P. leiognathi в меньшей
стпени при использовании C14, чем при использовании
C10. Среди применяемых органических растворителей
метанол наиболее сильно активирует обе люциферазы с
любым альдегидом. Этанол – более сильный активатор
по сравнению с ацетоном. Когда концентрация каждого
из растворителей (ацетона, этанола и метанола) состав-
ляла 2,5 об.%, скорость реакции увеличивалась на 50,
70, 30% при использовании С10 и на 20, 50, 20% при
использовании C12 соответственно. Для последней лю-
циферазы степень активации метанолом растет с увели-
чением числа атомов углерода альдегида.

Для всех используемых альдегидов рост концентра-
ции органического растворителя приводил к инактива-
ции люцифераз. Активность обоих ферментов резко па-
дала с увеличением концентрации растворителя. Мета-
нол, этанол и ацетон уменьшали активность ферментов
до 50% по сравнению с начальной интенсивностью
свечения при разных значениях концентрации (порого-
вая концентрация C50). Активность люциферазы умень-
шалась в следующем порядке: ацетон > этанол > мета-
нол. Содержание ацетона, этанола и метанола в кон-
центрациях, близких к 10, 12, 15 об.%, полностью ин-
гибировало активность люциферазы из Р. leiognathi при
C10, C12 и C14 соответственно, в то время как для лю-
циферазы из V. harveyi полное ингибирование реакции
наступало при концентрациях растворителей, близких к
12, 15, 20 об.% при C10, C12 и C14 соответственно. При
высоких концентрациях растворителя (20–90 об.%) ак-
тивность люцифераз не наблюдалась.

Были определены типы активации и ингибирования
люцифераз при разных концентрациях растворителей.
Было также изучено влияние длины цепи альдегидов
на кинетику люцифераз в водно-органических средах.
Биолюминесцентная активность в средах, содержащих
ацетон, метанол или этанол, была исследована при из-
менении концентрации растворителей и альдегидов.
Было показано, что метанол – неконкурентный актива-
тор (за исключением C14 для люциферазы из V. har-
veyi). По отношению к C14 активация люциферазы из
V. harveyi всеми используемыми растворителями явля-
ется не полностью конкурентной, активация люцифера-
зы из P. leiognathi только ацетоном является полностью
конкурентной. Активизация метанолом, этанолом и аце-
тоном люциферазы из V. harveyi была определена как
не полностью конкурентная по отношению к C14 и не-
конкурентная по отношению к C12. Во всех других слу-
чаях тип активации люцифераз органическими раство-
рителями являлся неконкурентным. Другими словами,
субстрат и активатор связываются с активным центром
фермента независимо друг от друга, что приводит к
увеличению скорости реакции [17].

Спирты – не полностью конкурентные ингибиторы
люциферазы из Р. leiognathi по отношению к C14 (рис. 3).
Тип ингибирования люциферазы из Р. leiognathi ацето-
ном был определен как не полностью неконкурентный
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Рис. 1. Эффект метанола на максимальную интенсивность люми-
несценции (I) для люциферазы V. harveyi при использовании аль-
дегидов с разной длиной алифатической цепи: 1 – деканаль,
2 – додеканаль, 3 – тетрадеканаль. Прямая горизонтальная линия –
интенсивность свечения люциферазы в буферной реакционной среде
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Рис. 2. Эффект метанола на максимальную интенсивность люми-
несценции (I) для люциферазы Р. leiognathi при использовании
альдегидов с разной длиной алифатической цепи: 1 – деканаль,
2 – додеканаль, 3 – тетрадеканаль. Прямая горизонтальная линия –
интенсивность свечения люциферазы в буферной реакционной среде
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относительно C14. Тип ингибирования люциферазы из
Р. leiognathi изменяется при использовании C12 и C10.
В этих случаях ингибирование растворителями актив-
ности этой люциферазы не было конкурентным. Типы
ингибирования этих растворителей относительно C12
для люциферазы из V. harveyi были определены как
смешанные (не полностью). Ингибирующее действие
всех используемых растворителей относительно C14 на
активность люциферазы из V. harveyi имело конкурент-
ный (не полностью) характер. Для детального кинети-
ческого исследования обычно используют вторичные
зависимости, построенные по стандартным графикам
(1/[ S], 1/V) или (V, V / [ S]), координаты Диксона (1/V,
[I]) ([ S], [I] – концентрации субстрата и ингибитора,
V – скорость катализа). Эти зависимости линейны в

том случае, если фермент имеет только один участок
связывания ингибитора [17]. В других случаях тип ин-
гибирования определяется как не полностью конкурен-
тный, не полностью смешанный и т.д. Анализ получен-
ных в этих координатах данных показывает, что спир-
ты конкурентно (не полностью) ингибируют фермента-
тивную активность люциферазы из Р. leiognathi
(рис. 4). Оказалось, что все нелинейные зависимости в
координатах Диксона являются параболическими функ-
циями. Следовательно, в этих случаях две молекулы
органического растворителя, как активатора или инги-
битора, связываются на люциферазе.

Обсуждение
Один из наиболее важных выводов, касающихся ис-

пользования бактериальных люцифераз в присутствии
органических растворителей, состоит в том, что люци-
феразы способны иметь относительно высокую актив-
ность в этих средах, в частности в присутствии ацето-
на, метанола и этанола. Однако люциферазы могут эф-
фективно использоваться только в присутствии малых
концентраций органических растворителей по сравне-
нию с другими ферментами, которые могут функциони-
ровать в органических растворителях так же, как в
воде [18, 19]. Степень активации люцифераз зависит
как от концентрации, так и от природы органического
растворителя. Эффективность воздействия органичес-
ких растворителей на активность люциферазы связана
с их влиянием на структуру фермента. Увеличение
скорости реакции происходило, возможно, из-за опти-
мизации структуры ферментов. Кроме того, присут-
ствие водорастворимого органического растворителя
могло модифицировать характер и число нековалент-
ных взаимодействий, например ван-дер-ваальсовых,
электростатических, гидрофобных или водородных
связей. В результате этого каталитически активная
конформация фермента в таком растворе изменяется.
Анализ кинетики люцифераз в водно-органических реак-
ционных средах показал, что log P, характеризующий
гидрофобные свойства органических растворителей и
альдегидов, плохо коррелирует с параметрами биолюми-
несцентной реакции. Степень гидратации фермента –
важный фактор при катализе в органических растворите-
лях [20, 21]. Известно, что люцифераза из V. harveyi яв-
ляется более жестким и гидрофобным ферментом по
сравнению с люциферазой из Р. leiognathi. Органичес-
кий растворитель изменяет микроокружение белка,
вследствие чего структура люциферазы из V. harveyi ста-
новится более гибкой, а это приводит к увеличению
ферментативной активности. Таким образом, гидрофоб-
ная среда должна способствовать проникновению альде-
гидного субстрата в большей степени в активный центр
люциферазы из V. harveyi. Поверхность молекул люци-
феразы из Р. leiognathi более гидрофильна, поэтому до-
бавление растворителя не приводит к значительному
улучшению конформации фермента для связывания с
субстратом. Следует отметить, что активность этого
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Рис. 4. Частично конкурентное ингибирование метанолом
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Рис. 3. Ингибирование биолюминесцентной реакции, катализи-
руемой люциферазой из Р. leiognathi по отношению к тетрадеканалю в
координатах Хейнса при фиксированных концентрациях этанола (об.%):
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фермента в воде превышает таковую для люциферазы из
V. harveyi. Введение в реакционную смесь органических
растворителей с более высокой концентрацией приводит
к уменьшению активности обеих люцифераз. Люцифера-
за из V. harveyi сохраняет приблизительно 15% от на-
чальной активности в 20%-м этаноле (рис. 1), в то вре-
мя как люцифераза из P. leiognathi полностью неактивна
при этих же условиях. Это наблюдение согласуется с
предположением, что органические растворители увели-
чивают стабильность более гидрофобных ферментов.
Люцифераза из V. harveyi более устойчива к инактива-
ции используемыми растворителями, чем люцифераза из
P. leiognathi. Уменьшение ферментативной активности
при более высоких концентрациях растворителей, выз-
ванное влиянием ацетона, метанола и этанола как гидро-
фильных растворителей, происходит за счет удаления
ими “существенной” воды с поверхности фермента.

Кинетические параметры биолюминесцентной реак-
ции в водно-органических смесях зависят от природы
растворителей и субстратов. Результаты исследования
подтвердили, что растворители проявляют разные типы
активации. Формально-кинетический анализ показал,
что активация люциферазы из Р. leiognathi спиртами
является неконкурентной по отношению к C14, в то
время как ингибирование является не полностью кон-
курентным. Активация и ингибирование активности
люциферазы из V. harveyi этанолом, метанолом и аце-
тоном не полностью конкурентны относительно C14.
Наблюдаемые кинетические эффекты позволяют пред-
положить, что две молекулы органических растворите-
лей могут быть связаны в активном центре каждой из
люцифераз. Поскольку конкурентный тип взаимодей-
ствия определен только по отношению к C14 для обеих
люцифераз, то можно предположить, что по крайней
мере спирты могут связываться с ферментом преиму-

щественно в области связывания дистальной метильной
группы тетрадеканаля. Анализ разных типов ингибиро-
вания биолюминесцентной реакции ацетоном показал,
что область связывания люциферазы дистальной ме-
тильной группой тетрадеканаля представлена набором
ионогенных групп двух исследуемых люцифераз. По-
скольку часть ингибиторов неконкурентна по природе,
то возможно, что по крайней мере некоторые из участ-
ков связывания люциферазы с растворителями отлича-
ются от таковых для альдегидных субстратов. Кроме
того, определено, что две молекулы растворителя могут
быть связаны в активном центре. Предполагается, что
существуют два сайта связывания растворителя на мо-
лекулах люцифераз. Один из них является сайтом пред-
почтительного связывания, когда концентрация раство-
рителей низка. В этом случае растворитель может регу-
лировать изменение ферментативного активного центра
таким образом, чтобы активность фермента возрастала.
С другим сайтом растворитель связывается только тог-
да, когда его концентрация становится выше.

Как было показано ранее, сродство обеих люцифераз
к этим альдегидам изменяется в водно-органических
средах [15]. Конкурентные типы взаимодействия, опреде-
ленные в данной работе, соответствуют только гидро-
фобным типам взаимодействия между люциферазой и
альдегидами. Когда связывание люциферазы и альдегида
обусловлено электростатическими взаимодействиями,
типы активации и ингибирования, определенные нами в
данной работе, отличаются от конкурентных. Различия в
поведении двух люцифераз в водно-органических средах
обусловлены, вероятно, их структурными особенностя-
ми. Изменения на уровне вторичной или третичной
структуры люцифераз в органических растворителях
могут приводить к уменьшению каталитической активно-
сти ферментов.
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