
ISSN 2078-5461 ВЕСНІК ПАЛЕСКАГА ДЗЯРЖАЎНАГА ЎНІВЕРСІТЭТА.  
СЕРЫЯ ПРЫРОДАЗНАЎЧЫХ НАВУК. 2024. №2 

 

41 
 

УДК 579.017.7 
 
В.И. ДУНАЙ, канд. биол. наук, доцент1   
  

А.С. ГУБЕЙКО 
лаборант кафедры биотехнологии, магистр1 

 

  

О.Н. ЖУК, канд. биол. наук,  
доцент кафедры биотехнологии1 
1Полесский государственный университет, 
г. Пинск, Республика Беларусь 

 

Статья поступила 30 сентября 2024 г. 
 
NO-СИНТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ПРОКАРИОТ 
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риот. 
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Введение. Монооксид азота (NO) –

газообразное соединение без запаха малого 
размера с высокой проницаемостью и отсут-
ствием заряда, которое проходит через кле-
точные мембраны, а также субклеточные 
структуры [1, 2]. Согласно данным литерату-
ры, NO – это редокс-активная молекула, ко-
торая является универсальным регулятором 
клеточного (пролиферация, апоптоз) и ткане-
вого метаболизма у организмов разного 
уровня организации [3, 4]. Классическим пу-
тем синтеза монооксида азота у эукариот яв-
ляется синтез NO из L-аргинина NO-
синтазами (NOS), а у бактерий – денитрифи-
кация [1, 3, 5, 6]. В отличие от эукариот, син-

тез и функции NO у прокариот на сегодняш-
ний день малоизучены.  

Цель – обобщить и проанализировать 
данные исследований NO-синтазной актив-
ности прокариот. 

Материалы и методы. Анализ научной 
литературы проведен в научной электронной 
библиотеке «КиберЛенинка», электронном 
научном журнале «Российская Академия 
Естествознания», базе данных PubMed и NIH, 
научно-информационной социальной сети 
ResearchGate. По результатам поиска было 
проанализировано 70 источников литературы 
за период 1993-2024 гг.  
Общая характеристика NO 
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Монооксид азота (NO) – эндогенный газо-
образный продукт бактерий, клеток растений 
и животных, который участвует в многочис-
ленных физиологических процессах клетки: 
апоптоз, пролиферация, ангиогенез, рост 
опухолевых клеток и др. [1, 7, 8]. Монооксид 
азота – соединение без запаха [2, 7]. Малые 
размеры NO и отсутствие заряда обеспечи-
вают молекуле высокую проницаемость че-
рез клеточные мембраны и структуры в клет-
ках [2, 7, 9]. NO – липофильная молекула, 
которая растворимая в H2O и жирах [7]. 
Среднее время жизни молекулы NO в клет-
ках организма человека – 5-6 секунд, у крыс 
– 6,41 секунд, в физрастворе – от 6 до 30 се-
кунд [7, 8, 10]. Один неспаренный электрон 
монооксида азота на внешней π-орбитали 
обеспечивает молекулу высокой реакцион-
ной способностью по отношению к свобод-
ным радикалам [2]. Например, при взаимо-
действии с О2, О3 и F2 монооксид азота вы-
ступает как восстановитель, а для биоорга-
нических соединений NO – как окислитель 
[2, 7, 11]. Монооксид азота быстро окисляет-
ся до нитрита (NO2

-), с дальнейшим превра-
щением в водных растворах в нитрат (NO3

–) 
[12-17]. 

Согласно данным литературы, классиче-
ским путем синтеза монооксида азота у мле-
копитающих является синтез NO из L-
аргинина NO-синтазами (NOS), такой путь 
обнаружен и у бактерий [7, 8]. 
Характеристика бактериальных NO-

синтаз 
К настоящему времени NO-синтазы иден-

тифицированы у бактерий видов Bacillus, 
Deinococcus, Geobacillus, Lactobacillus, 
Nocardia, Sorangium, Staphylococcus и 
Streptomyces, однако генетически эти фер-
менты охарактеризованы лишь для некото-
рых из них [18-28]. Выявлено, что у прокари-
от белки bNOS содержат только оксигеназ-
ный домен NOS, но, в отличие от млекопи-
тающих, им для каталитической активности 
необходим аналог редуктазного домена [29-
31]. NOS из бактерий не содержат мотив, 
связывающий CaM, который есть в NOS эу-
кариот [32]. Каждая субъединица оксиге-
назного домена образована α-спиралями и β-
складками и представляет собой каталитиче-
ский сайт фермента, который включает в се-
бя аргининовый сайт связывания субстрата, 
сайт гема и сайт для кофактора [33]. Иссле-

дования показали, что у Bacillus subtilis и 
Staphylococcus aureus при «суженном» состо-
янии сайты связывания не открыты и суб-
страт фермента NOS – аргинин – активен 
[34]. У большинства бактериальных NOS от-
сутствует тетраэдральный цинковый центр, 
за исключением NOS у Streptomyces 
turgidiscabies, где один из двух Cys сохраня-
ется, а другой заменяется на His [35, 36]. Бак-
териальные NOSs также работают как гомо-
димеры.  

Согласно исследованиям, NO-синтаза бак-
терии Sorangium cellulosum (scNOS) является 
единственной охарактеризованной бактери-
альной NOS с ковалентно присоединенным 
редуктазным доменом (NOSred), состоящим 
из ферредоксинового доменома 2Fe2S, FAD-
связывающего мотива и NAD-связывающего 
мотива [33, 37]. Ген scNOS имеет инвертиро-
ванную структуру bNOS: домен NOSred рас-
положен на амино-конце белка, домен 
NOSoxy – на карбоксильном конце белка 
[33]. Структура scNOS была обнаружена у 
цианобактерий Microcoleus vaginatus и 
Crinalium epipsammum [33, 38, 39].  

Выявлена высокая степень гомологии 
между NOS бактерий и эукариот: 45% со-
ставляющих их аминокислот идентичны и 
50–60% сходны. Это подтверждено тем, что 
функциональный и структурный анализы 
бактериальной NOS продемонстрировали 
высокую степень сходства с NOS эукариот: 
активный центр связан с комплексом железа, 
NOS образует димер и окисляет аргинин до 
NO in vitro благодаря донорам электронов 
H2O2

 у прокариот и редуктазым доменам у 
млекопитающих [28, 30, 40-44]. 

Российский ученый Гусаров с коллегами 
провели анализ генов NO-синтаз бактерий, в 
ходе которого была выдвинута гипотеза о 
том, что bNOS прокариот – это ранние пред-
шественники NOS клеток эукариот, которые 
приобрели редуктазный домен на более 
поздних этапах эволюции [28]. В качестве 
доказательств этой гипотезы ученые исполь-
зовали бактерию Sorangium cellulosum, кото-
рая содержит как оксигеназный домен, так и 
видоизмененный редуктазный домен [7, 38]. 
Согласно данной гипотезе, в ходе эволюции 
произошло слияние двух генов в клетке эу-
кариот: гена, кодирующего оксигеназный 
домен bNOS, и гена, кодирующего редуктаз-
ный домен euNO-синтазы [28]. Исследовате-
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ли считают, что данное слияние произошло в 
протерозойскую эру, когда шло формирова-
ние основной группы эукариот в ответ на 
увеличение концентрации О2 в атмосфере 
[28, 45]. Одной из возможных причин воз-
никновения NO-синтазной реакции, по мне-
нию исследователей, является адаптивная 
реакция на токсическое действие кислоро-
да [28, 46].  

NO-синтазы бактерий, в отличие от NOS 
эукариот, участвуют в нитровании индольно-
го кольца триптофана, восстановлении по-
вреждений от УФ-радиации, в адаптации 
бактерий к окислительному стрессу, форми-
рованию устойчивости бактерий к антибио-
тикам и синтезе cGMP [7]. Нами было пока-
зано, что NO-синтазной активностью в от-
ношении триптофана обладает 
Bifidobacterium infantis [47, 48]. 
Физиологическая роль NO у прокариот  
NO участвует в жизненно важных процес-

сах бактериальной клетки, включая устойчи-
вость к различным стрессам, вирулентность, 
биомодуляцию  клеток хозяина и клеточную 
коммуникацию [49-54]. Продукция моноок-
сида азота способствует усилению вирулент-
ности Bacillus anthracis за счет повышения 
устойчивости ее к окислительному стрессу, а 
у Streptomyces turgidiscabies – через процесс 
нитрирования и активацию фитотоксина [49]. 
Интересно, что монооксид азот, который вы-
деляется бактериями B. subtilis и B. anthracis, 
защищает их от токсина пиоцианина, секре-
тируемого Pseudomonas aeruginosa [50]. 

В 2009 г. впервые было показано, что бак-
терии, содержащие NOS, защищены оксидом 
азота от широкого спектра антибиотиков 
[49].  

Согласно данным литературы, NO-
опосредованная антибиотикорезистентность 
объясняется:  

1. химической модификацией токсич-
ных соединений (например, нитрозировани-
ем NO ароматических аминогрупп на 
акрифлавине); 

2. NO-защитой бактериальных клеток от 
окислительного стресса, вызванного анти-
биотиками (например, хинолонами [49].  

Монооксид азота защищает патогенные 
штаммы бактерий (Staphyloccocus aureus, 
Bacillus anthracis) от окислительного стресса, 
вызванного антибиотиками, путем активации 
каталазы и подавления повреждающей реак-

ции Фентона [52, 55].  Кроме того, воздей-
ствие экзогенного оксида азота защищает как 
грамположительные, так и грамотрицатель-
ные бактерии от токсичности аминогликози-
дов, ограничивая поглощение последних 
[56].   

NO играет ключевую роль в транскрипции 
мРНК супероксиддисмутазы (SodA). Отсут-
ствие NO-синтазы у бактерий на поздних 
этапах экспоненциальной (логарифмической) 
фазы культивирования клеток блокирует 
синтез SodA, что отключает их защиту от 
вредного окислительного стресса [56,57].    
Применение NOS бактерий 
Согласно некоторым исследованиям, про-

биотические бактерии способны стимулиро-
вать клетки макрофагов к выработке NO [58]. 
В этих работах показано, что воздействие 
Bifidobacterium на макрофаги линии 
RAW264.7 приводит к значительному увели-
чению выработки NO последними. Данные о 
модуляции микроорганизмом Bifidobacterium 
активности макрофагов (индукция продук-
ции NO в интактных макрофагах и ингиби-
рование ее в макрофагах, предварительно 
обработанных ЛПС) позволяют предполо-
жить, что bNOS обладают иммунологиче-
скими и цитопротекторными функциями в 
организме млекопитающих. Исследование 
Корхонен и его коллег показали, что бакте-
рия Lacticaseibacillus rhamnosus индуцирует 
iNOS-зависимый синтез NO в макрофагах 
мышей J774 [59].   

Показано, что bNOS повышает устойчи-
вость растений к абиотическим стрессам, та-
ким как засуха и экстремальные температу-
ры, активируя защитные механизмы [60]. 
Моноооксид азота, синтезируемый 
Azospirillum brasilense, индуцирует образова-
ние латеральных корней у томата [60, 61].  

Обнаружение биосинтеза NO у прокариот 
имеет огромное значение для биотехнологии 
и медицины, поскольку открывается возмож-
ность направленной биомодуляции синтеза 
монооксида азота в клетках макрофагов по-
тенциальными бактериальными NO-
продуцентами. Также можно защитить клет-
ки растений от стресса и стимулировать рост 
клеток корней растений, что позволит повы-
сить урожай [47, 60, 62]. 

Несмотря на то, что потенциал бактерий, 
продуцирующих NO, является многообеща-
ющим, остаются проблемы в преобразовании 
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лабораторных результатов в практическое 
применение. 
Определение NO-синтазной активности у 

прокариот 
Прямое и точное обнаружение моноокси-

да азота у прокариот является сложной зада-
чей из-за очень низких концентраций и ко-
роткого срока жизни этого свободного ради-
кала [9, 59]. Но определить его наличие у 
бактерий возможно in vitro или in vivo, при-
меняя разные методы: колометрический, 
флуоресцентный, хемилюминесцентный и 
др. [27, 63, 64]. Продукцию NO in vivo у бак-
терий можно обнаружить путем индукции 
экспрессии lacZ, регулируемой промотором 
hmp, и с помощью NO-специфичного, внут-
риклеточного, флуоресцентного зонда CuFL 
[27, 65].  

Для обнаружения bNOS-зависимой про-
дукции монооксида в физиологических усло-
виях используют количественную оценку 
конечных продуктов NO – нитрата и нитрита 
[66]. Например, колометрический метод с 
помощью реактива Грисса, в ходе реакции 
образуются окрашенные диазосоединения с 
первичными ароматическими аминами [67, 
68, 69]. Максимум полосы поглощения ди-
азосоединения лежит при λ 540 нм [70]. Со-
держание NO2 находят по калибровочному 
графику, построенному на основании резуль-
татов спектрофотомерии и визуально сравни-
вая цветность пробы со шкалой растворов с 
определенной концентрацией NO2 с реакти-
вом Грисса [68]. Данный метод доступный и 
дешевый по сравнению флуоресцентным и 
генетическим методами. Этот метод мы ис-
пользовали в своих исследованиях, в которых 
было обнаружено, что B. weihenstephanensis 
обладает способностью к NO-синтазной ак-
тивности к аргинину, а B. infantis – к трипто-
фану [47, 48, 62]. 

Заключение. Таким образом, монооксид 
азота у прокариот продуцируется в ходе NO-
синтазной активности [3], однако ферменты 
NOS, отвечающие за окислительное аргинин-
зависимое образование NO, изучены мало. 
Наиболее полно изученной NOS у бактерий 
является scNOS, которая содержит редуктаз-
ный домен в отличие от большинства бакте-
риальных NOS [37]. Поскольку молекула NO 
имеет короткое время жизни, то для опреде-
ления его в бактериях используют прямой 
метод с помощью NO-флуоресцентного зон-

да CuFL и непрямой метод, через ближайший 
метаболит – нитрит с помощью колометри-
ческого метода [27, 66].  

В настоящее время актуально изучение о 
функциональном воздействии бактериальной 
NO на клетки эукариот, так как бактерии – 
это потенциальные NO-продуценты, которые 
можно применять для биомодуляции содер-
жания монооксида азота в организме эукари-
от, в том числе и млекопитающих.  
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