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Аннотация. Основным ферментом, метаболизирующим нитрит в клетках 

E. coli при низких концентрациях субстрата в среде, является 

периплазматическая Nrf нитритредуктаза. Ранее нами была разработана 

модель утилизации нитрита клетками E. coli при культивировании их в 

условиях стационарного роста в проточном хемостате, которая учитывала 

динамику экспрессии nrf и nir оперонов, кодирующих структуру ферментов, 

метаболизирующих и транспортирующих нитрит. Анализ модели показал, 

что для описания кинетики накопления нитрита в хемостате в области 

микромолярных концентраций нитрита требуется введение в модель 

дополнительного предположения о наличии в клетке более высокого уровня 

утилизации нитрита, чем это следует из генетических исследований. В 

настоящей работе мы показали, что существующее противоречие между 

результатами генетических и физиологических исследований в области 

низких концентраций нитрита может быть объяснено свойствами Nrf 

фермента, каталитическая активность и стабильность которого зависят от его 

локализации в периплазме, а возможность секреции белка в периплазму 

определяется наличием на мембране электрического потенциала. Анализ 

модели показал, что при низких концентрациях нитрита локальное изменение 

концентрации фермента при переходе из цитоплазмы в 

периплапазматическое пространство клетки под действием мембранного 

потенциала достаточно для формирования более высокой активности NrfA 

редуктазы в периплазме, чем это можно было ожидать, исходя из данных по 

уровню экспрессии nrf оперона.  
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ВВЕДЕНИЕ 

В условиях анаэробного дыхания на нитрите (NO2) основными ферментами, 

утилизирующими субстрат в клетках E. coli, являются периплазматическая Nrf и 

цитоплазматическая NirB нитритредуктазы. Оба фермента метаболизируют NO2 до 

аммония, однако Nrf редуктаза наиболее активна при низких концентрациях субстрата, 

а NirB – при высоких [1]. Механизмы, благодаря которым достигается такое сочетание 

активностей NrfA и NirB нитритредуктаз в клетке, обеспечиваются дифференциальной 
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экспрессией nrf и nir оперонов, кодирующих структуру этих ферментов, и 

определяются транскрипционными факторами NarL и NarP, активное состояние 

которых зависит от NarQ и NarX киназ [2]. В отличие от nir оперона, экспрессия 

которого подвержена только позитивной регуляции со стороны нитрита [3], структура 

регуляторной области nrf оперона такова, что при низкой концентрации индуктора его 

экспрессия активируется, а при высокой – ингибируется [1, 4]. В результате, при 

высоких концентрациях нитрита в среде (> 2мМ) происходит переключение с одной 

генетической системы, которая кодирует структуру NrfA редуктазы и метаболизирует 

нитрит в периплазматическом пространстве клетки, на другую, которая кодирует 

структуру NirС транспортера и NirB нитритредуктазы и обеспечивает транспорт 

нитрита в клетку и его переработку цитоплазматической редуктазой. 

Ранее нами на основании существующих данных о генетических механизмах 

регуляции nrf и nir оперонов была разработана модель, описывающая утилизацию 

нитрита клетками E. coli при культивировании их в условиях стационарного роста в 

проточном хемостате [5]. Было обнаружено, что модель, адаптированная к 

экспериментальным данным, описывает кинетику накопления нитрита в хемостате в 

области миллимолярных концентраций (> 2мМ) добавленного в хемостат субстрата без 

дополнительных предположений. В то же время для описания кинетики накопления 

нитрита в хемостате в области микромолярных концентраций добавленного нитрита 

(< 1мМ) требуется введение в модель дополнительного предположения о наличии 

более высокого уровня активности NrfA нитритредуктазы, чем это следует из 

генетических исследований. Оценка этой дополнительной активности (Vadd) была 

проведена ранее [6], и ее уровень, необходимый для корректного описания 

экспериментальных данных, представленных на рис. 1 б, показан на рис. 1 а синей 

кривой.  

 

 
 

Рис. 1. (а) Зависимость скорости (V) утилизации нитрита от концентрации добавленного в 

хемостат нитрита. Синяя кривая отражает Vadd, красная – Vnrf, черная – VnirB, зеленая – совместное 

действие Vnrf, VnirB и Vadd. Точки – пересчитанные экспериментальные данные о скорости 

утилизации нитрита в хемостате из работы [7]. (б) Зависимость стационарного уровня нитрита в 

хемостате от концентрации добавляемого нитрита. Точки – экспериментальные данные [7]. 

Кривая – расчет модели с учетом Vadd. 

 

Мы предположили, что эта активность может быть реализована либо за счет 

высокой активности Nrf фермента в области низких концентраций нитрита, либо за 

счет повышенной стабильности Nrf белка, либо за счет наличия дополнительного 

фермента, активного только в этой области концентраций, т.е. за счет тех факторов, 

которые не были учтены в модели [5].  

Гипотеза о дополнительном ферменте, активном только в области 0–1 мМ нитрита, 

была отвергнута нами [6] на основании анализа молекулярно-генетических механизмов 
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регуляции экспрессии генов, контролирующих структуру ферментов NapF, NarG, NarZ, 

NarK и NarU, которые в отсутствие нитрата могут утилизировать и транспортировать 

нитрит. Все эти ферменты в данной области имеют незначительную активность, 

которая возрастает с увеличением концентрации нитрита [1, 7–11]. 

Что касается двух других предположений, то они связаны со свойствами Nrf 

фермента как периплазматического белка, участвующего в формировании протонного 

градиента. Исходя из различных косвенных данных, можно предполагать, что 

каталитические свойства фермента и секреция в периплазму зависят от наличия 

электрического потенциала на мембране клетки, а локализация в периплазме 

отражается на стабильности белка [12–15]. То есть, простая оценка активности Nrf 

фермента по концентрации белка в цитоплазме клетки, основанная на активности 

химерного белка NrfA-β-gal [1], которая была использована нами [5], может не 

соответствовать действительности и быть причиной наблюдаемых в работе [5] 

противоречий. 

В настоящей работе мы продолжили анализ механизмов утилизации нитрита в 

условиях проточного хемостата и на основе модели, опубликованной в [5], разработали 

новый вариант модели, в которой учли процессы секреции субъединиц Nrf фермента из 

цитоплазмы в периплазму, формирования в этом пространстве активной 

гетеротетрамерной формы фермента (NrfA2B2), а также влияние мембранного 

потенциала на эти процессы и каталитические свойства фермента.  

Анализ модели показал, что при низких концентрациях нитрита локальное 

изменение концентрации фермента при переходе из цитоплазмы в 

периплапазматическое пространство клетки под действием мембранного потенциала, 

максимальное значение которого наблюдается в области 0.2–1 мМ нитрита [16], 

достаточно для формирования более высокой активности NrfA редуктазы в 

периплазме, чем это можно было ожидать исходя из данных по уровню экспрессии nrf 

оперона [1]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

1. Математическая модель утилизации нитрита клетками E. coli 

Настоящая модель разработана на основе модели [5], в которой воспроизведены 

условия культивирования клеток E. coli в проточном хемостате на нитрите. Постоянная 

скорость роста и плотность культуры в хемостате обеспечивались фиксированным 

уровнем потребления глюкозы [7]. Модель была разработана на основе существующих 

качественных и количественных данных о механизмах регуляции экспрессии генов 

nrfA, nirB и nirС [1], кодирующих структуру NirB и NrfA нитритредуктаз и белка NirC, 

транспортирующего нитрит в клетку и выводящего его избыток из клетки.  

Исходя из выше высказанных предположений, в модель [5] были включены 

процессы секреции субъединиц Nrf фермента из цитоплазмы в периплазму и 

формирования в этом пространстве активной гетеротетрамерной формы фермента 

(NrfA2B2). Учтено влияние мембранного потенциала на стабильность белка, 

каталитические свойства фермента и транспорт субъединиц фермента из цитоплазмы в 

периплазму [12–15, 17]. При описании этих процессов использовались обобщенные 

функции Хилла [18]. 

Схема процессов, описанных в модели и влияющих на концентрацию нитрита в 

хемостате и внутри клетки, представлены на рис. 2.  

Математическая модель, описывающая процессы (a–k) представлена автономной 

системой уравнений (1). 
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Рис. 2. Схема процессов, протекающих в хемостате при утилизации нитрита культурой клеток 

E. coli: (а), (b) – поступление нитрита в хемостат и его вывод из хемостата с постоянной 

скоростью; (с) – переработка внеклеточного нитрита в аммоний периплазматической NrfAB 

редуктазой; (d), (e) – транспорт внеклеточного нитрита в клетку и его экспорт из клетки в хемостат 

NirC транспортером; (f) – утилизация внутриклеточного нитрита цитоплазматической NirB 

редуктазой, (g) – транспорт субъединиц A и B Nrf редуктазы из цитоплазмы в периплазму и 

обратно, (h) – формирование и диссоциация гетеродимера NrfAB, (i) – формирование активной 

гетеродимерной формы Nrf редуктазы и ее распад в периплазме, (j) – формирование гомодимера 

NirB2, (k) – формирование активной гетеротримерной формы NirB редуктазы. Диссоциация 

комплексов NirB2 и NirB2D на рис. 2 не отражены, поскольку в модели эти процессы описаны как 

равновесные. 
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u – концентрация нитрита во внеклеточном объеме хемостата,  

w – концентрация нитрита внутри клетки,  

flowk s  – скорость поступления нитрита в хемостат,  

flowk u  – скорость оттока внеклеточного нитрита из хемостата,  

flowk w  – скорость вымывания внутриклеточного нитрита за счет оттока клеток из 

хемостата,  

kflow – константа скорости притока/оттока веществ в/из хемостата,  

C – относительная доля объема клеток в хемостате,  

s – концентрация нитрита, которая устанавливается в пустом хемостате (далее, 

добавленный нитрит),  

( )NrfV u  – скорость утилизации индивидуальной клеткой внеклеточного нитрита 

нитритредуктазой NrfA,  

NrfA и NrfB – концентрации субъединиц NrfA и NrfB в цитоплазме,  

NrfAout и NrfBout – концентрации A и B мономеров в периплазме,  

NrfAB – концентрация димеров NrfAB в периплазме,  

Nrf – концентрация активного фермента в форме гетеротетрамера в периплазме, 

( )nirBV w  – скорость утилизации индивидуальной клеткой внутриклеточного нитрита 

редуктазой NirB,  

inNirCV ,  – скорость импорта индивидуальной клеткой внеклеточного нитрита в клетку 

транспортером NirС,  

outNirCV ,  – скорость экспорта индивидуальной клеткой внутриклеточного нитрита из 

клетки белком NirС,  

Nrfks  – константа скорости синтеза мономеров NrfА и NrfB редуктазы,  

NrfKd , NrfoutKd  – константы скорости деградации мономеров в цитоплазме и периплазме, 

Nrfkt , Nrfin,kt  – константы скорости транспорта мономеров из цитоплазмы в периплазму 

и обратно,  

periplk  – коэффициент соотношения объемов, занимаемых периплазмой и цитоплазмой, 

ABkf и 
22BAkf  – константы скорости формирования димеров NrfAB и тетрамеров 

NrfA2B2,  

NrfABKd , 
22BNrfAKd  – константы скорости деградации комплексов NrfAB и NrfA2B2,  

kU (U(s)) – динамический параметр скорости транспорта мономеров NrfA и NrfB, 

зависящий от величины мембранного потенциала клеток U(s). 

В модели принято, что концентрации субъединиц A (СNrfA) и B (СNrfB) NrfA 

фермента и субъединиц B (СNirB) и D (СNirD) NirB фермента в цитоплазме клетки 

пропорциональны относительной активности химерных белков NrfA--gal и NirB--gal, 

соответственно [1]. Их зависимости от концентрации нитрита в хемостате 

аппроксимированы обобщенными функциями, описанными в [5]: 
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                              (3) 

СNrfA (u) = СNrfA,max mNrf (u),                                                  (4) 

СNrfB (u) = СNrfB,max mNrf (u),                                                  (5) 

СNirB (u) = СNirB,max mNir (u),                                                  (6) 

СNirD (u) = СNirD,max mNir (u).                                                  (7) 

Скорости переработки вне- и внутриклеточного нитрита NrfA и NirB редуктазами 

описаны уравнением Михаэлиса-Ментен согласно экспериментальным данным [14, 19, 

20]. Вывод формул приведен в работе [5], полученные выражения представлены ниже. 

( )
( )

uKm

uNrfu 
 kcatuV

Nrf

NrfNrf
+


=                                                 (8) 

( )
( )
wKm

uDNirBw 
 kcatu,wV

DNirB

DNirBNirB
+


=

2

2

2                                        (9) 

Принято, что удельная скорость транспорта мономеров А и В Nrf нитритредуктазы 

из цитоплазмы, где происходит их синтез, в периплазматическое пространство, где 

формируется активная форма фермента, представляет переменную величину, 

зависящую от величины электрического потенциала: ( )( )Nrf Ukt k U s . 

Для описания kU использована обобщенная функция Хилла 

( ) ,0 ,1

1

U

U

h
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U U U h

U
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K
k U d d

U

K

 
 
 
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 

+  
 

.                                          (10) 

Мембранный потенциал клеток (U ), описан в зависимости от концентрации 

добавленного в хемостат нитрита (s):  

,1 ,2

,1 ,2

,1 ,2

,1 ,2

,1 ,2

( ) .

1

pmf pmf

pmf pmf

h h

pmf pmf

pmf pmf

h h

pmf pmf

s s
d × +d ×

K K
U s =

s s
+

K K

   
      
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   
+      

   

                   (11) 

Концентрация транспортера NirC в клетке, скорость импорта нитрита из хемостата 

в клетку и его экспорта из клетки описаны согласно [5]: 

( )

( ) ( )

5

,max 4 4

( )
( )

5 ( )

Nir

NirC NirC

NirC Nir
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C u C
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+


=, ,                                       (13) 
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( )
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,

,

 
,  

NirC

NirC out NirC

NirC out

w C u
V u w kout

Km w


= 

+
.                                  (14) 

2. Оценка параметров модели 

Оценку параметров модели проводили на основании известных экспериментальных 

данных по динамике роста культуры клеток E. coli в условиях проточного хемостата, 

кинетике утилизации нитрита редуктазами NrfA и NirB, параметров транспорта 

нитрита белками NirC [7, 10, 19, 21–27], а также в ходе вычислительных 

экспериментов. Оценка доли объема, занимаемого культурой E. coli в хемостате, 

приведена в работе [5]. Значения параметров, использованные в расчетах, приведены в 

таблице 1. 

Значение коэффициента kperipl оценено из экспериментальных данных, согласно 

которым доля периплазматического пространства составляет 8–40% от объема всей 

клетки E. coli [28–30]. Исходя из этого определено, что значение параметра kperipl может 

изменяться в интервале 1.5–11.5. В модели это значение принято равным 6 (табл. 1).  

Таблица 1. Список параметров модели 

Параметр Название параметра 

Значение 

парамет-

ра из [5]d 

Значение 

парамет-ра 

в модели 

(1) 

Фор-

мула 

Источ-

ник 

оценки 

значе-

ния 

flowk  константа скорости протока в хемостате 
1.65·10–4 

сек–1 

1.65·10–4 сек–

1 
(1) [1] 

δnrf,0 

параметры обобщенной функции mnrf, 

описывающей зависимость активности nrf 

оперона от концентрации нитрита 

установившейся в хемостате 

50 4.5 

(2) [1] 

δnrf,1 60 60 

,1nrfK  0.36 мМ 0.36 мМ 

1,nrfh  1.3 1.3 

δnrf,2 0.16 0.16 

,2nrfK  1.7 мМ 1.7 мМ 

2,nrfh  3.0 3.0 

Nrfks  
удельная скорость синтеза белков-

мономеров NrfA и NrfB в цитоплазме на 

одну копию мРНК 

 
3.0·10–8 

мМ/сек 
(1) [*]b 

NrfKd  константа скорости деградации мономеров 

NrfA и B в цитоплазме 
 9.6 10–5 сек–1 (1) [13] 

Nrfkt  константа скорости транспорта NrfA и NrfB 

в периплазму 
 2.3 сек–1 (1) [*]b 

,in Nrfkt  константа скорости импорта NrfA и NrfB в 

цитоплазму  
 22 сек–1 (1) [*]b 

ABkf  
константа скорости ассоциации мономеров 

NrfA и B 
 10 сек–1 (1)  

ABkd  константа диссоциации димеров NrfAB  0.00004 мМ (1) 

[21] 
2 2A Bkf  константа скорости ассоциации димеров 

NrfAB 
 10 сек–1 (1) 

2 2A Bkd  константа диссоциации тетрамеров NrfA2B2  0.004 мМ (1) 

periplk  константа отношения объема цитоплазмы к 

периплазме 
 6 (1) [28] 

dU,0 константы, входящие в формулу 

динамического параметра 
Uk , 

регулирующего скорость транспорта NrfA и 

NrfB из цитоплазмы в периплазму в 

зависимости от величины мембранного 

потенциала 

 1 

(10) [*]b 

dU,1  4.5 

KU  1 мM 

hU  2 
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,1pmfd  

параметры, входящие в обобщенную 

функцию U, описывающую зависимость 

относительной величины мембранного 

потенциала от добавленной в хемостат 

концентрации NO2  

 0.85 

(11) [32] 

,1pmfK   0.065 мМ 

,1pmfh   2 

,2pmfd   0.05 

,2pmfK   0.55 мМ 

,2pmfh   6 

NrfoutKd  константа скорости деградации мономеров 

NrfA и B в периплазме 
 

9.6 10–6 

сек–1 
(1) [13] 

NrfABKd  константа скорости деградации NrfAB   

2 2NrfA BKd  константа скорости деградации NrfA2B2  

Nrfkcat  константа скорости оборота 

нитритредуктазы NrfA 
770 сек–1 770 сек–1 

(8) 

[33] 

NrfKm  константа Михаэлиса редуктазы NrfA для 

нитрита 
0.03 мМ 0.03 мМ 

[34] 

 

,maxNirBC  максимальная концентрация белка NirB в 

клетке 
0.007 мМ 0.015 мМ (6) 

[*]b 

 
,maxNirDC  максимальная концентрация белка NirD в 

клетке 
0.007 мМ 0.015 мМ (7) 

δnir,0 

параметры обобщенной функции mnir, 

описывающей активность nir-оперона в 

зависимости от концентрации нитрита 

установившейся в хемостате 

2.3 2.3 

(3) [1] 

δnir,1 13 13 

,1nirK  1.0 мМ 1.0 мМ 

,1nirh  2.0 2.0 

δnir,2 13,2 13,2 

,2nirK  1.7 мМ 1.7 мМ 

2,nirh  8.3 8.3 

2NirBKd  равновесная константа диссоциации 

реакции формирования NirB2D 
0.025 мМ 0.025 мМ (9)с 

[*]b 

2NirB DKd  равновесная константа диссоциации 

реакции формирования тримера NirB2D 
0.025 мМ 0.025 мМ (9)с 

2NirB Dkcat  константа скорости каталитического 

оборота фермента NirB 
1100.0 сек–1 1100.0 сек–1 

(9) 
[*]b 

2NirB DKm  константа Михаэлиса фермента NirB 0.006 мМ 0.006 мМ [19] 

,maxNirCC  максимальная концентрация белка NirC в 

клетке 

0.001, 

0.005 мМ 
0.015 мМ (12) 

[*]b 

NirCkin  
каталитическая константа скорости импорта 

нитрита в клетку белком NirC 
500 сек–1 150 сек–1 (13) 

,NirC inKm  константа Михаэлиса процесса импорта 

нитрита в клетку белком NirC 
0.008 мМ 1 мМ (13) [35] 

NirCkout  
каталитическая константа скорости экспорта 

нитрита из клетки белком NirC 

100, 

500 сек–1 
1000 сек–1 (14) [*]b 

,NirC outKm  константа Михаэлиса процесса экспорта 

нитрита из клетки белком NirC 

0.008, 

0.03 мМ 
1 мМ (14) [35] 

C  
относительная доля объема клеток в 

хемостате 
0.0003 0.0003 (1) [7, 27] 

a – мМ (миллимоль/литр), сек (секунда), если размерность не указана, то величина является 

безразмерной; 

b – значение параметра подобрано в результате численных экспериментов; 
с – константа входит в состав функции NirB2D(u), вывод формулы которой приведен в 

работе [5]; 
d – если значение отсутствует, то соответствующего параметра нет в модели, опубликованной 

в [5]. 

При оценке значений констант деградации субъединиц Nrf фермента в цитоплазме 

(NrfA, NrfB) и периплазме (NrfAout, NrfBout) исходили из данных о среднем времени 
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полужизни общего пула цитоплазматических белков (~2 час.) и стабильности 

периплазматической фракции белковых комплексов, которая на порядок выше [13].  

Значения констант скорости формирования комплексов NrfAB (
ABkf ) и NrfA2B2 

(
2 2A Bkf ) в периплазме оценены на основании косвенных данных по кинетике белок-

белковых взаимодействий [30] и приняты в модели равными 10 сек–1. Константы 

скорости диссоциации для димерной и тетрамерной форм Nrf редуктазы определены из 

экспериментальных данных [21].  

Функции mnrf и mnir, описывающие экспрессию оперонов nrfABCD и nirBDC в 

зависимости от концентрации подаваемого в хемостат нитрита, были адаптированы к 

имеющимся экспериментальным данным [1]. Результаты их адаптации показаны ранее 

в работе [5].  

3. Влияние мембранного потенциала на активность периплазматической Nrf 

нитритредуктазы 

Как указано выше, ряд косвенных данных позволили нам предположить, что Nrf 

фермент транспортируется из цитоплазмы в периплазму в виде мономеров, субъединиц 

NrfA и NrfВ [16], синтез которых происходит в цитоплазме. Секреция субъединиц 

фермента в периплазму инициируется появлением на мембране электрического 

потенциала [12] в результате активности респираторных ферментов, которые 

участвуют в формировании протонного градиента. Nrf нитритредуктаза относится 

именно к таким ферментам и нитрит является акцептором электронов (см. обзор [36]). 

Сборка и правильная ориентация фермента в пространстве периплазмы также зависят 

от наличия мембранного потенциала [12, 15]. Более того, показано, что константа 

Михаэлиса Nrf фермента зависит от величины мембранного потенциала [14], а 

величина мембранного потенциала зависит от концентрации нитрита [17].  

Таким образом, целый ряд факторов указывали на то, что мембранный потенциал 

играет значительную роль в формировании каталитически активной молекулы Nrf 

фермента и влияет на ее каталитические свойства. Какие из этих факторов могут быть 

источником дополнительной активности фермента в микромолярной области 

концентраций нитрита? 

Ранее мы проверили возможность влияния на кинетику утилизации нитрита в 

хемостате изменения каталитических свойств фермента под действием мембранного 

потенциала [6]. Было показано, что изменение Km,nrf даже на порядок и более, что 

выходит за рамки экспериментально наблюдаемых различий [14], приводит к 

незначительным изменениям (~5%) скорости утилизации нитрита ферментом Nrf в 

интересующей нас области и не может быть источником дополнительной активности 

фермента при низких концентрациях нитрита. Введение нелинейной активации Nrf 

низкими концентрациями субстрата позволяет достичь нужной активности фермента, 

однако данная гипотеза противоречит данным о простой кинетике реакции, 

описываемой уравнением Михаэлиса-Ментен [14].  

Что касается влияния мембранного потенциала на процессы секреции фермента в 

периплазму и сборку в ее пространстве каталитически активной молекулы фермента, то 

ранее мы этот процесс не рассматривали. В предыдущем варианте модели [5] синтез 

субъединиц Nrf фермента и сборка каталитически активного гетеротетрамерного 

комплекса NrfA2-NrfB2 [21, 23] происходили в цитоплазме, и их концентрация была 

одинакова во всем объеме клетки. В настоящем исследовании учет процесса секреции 

субъединиц фермента в периплазму под влиянием мембранного потенциала 

автоматически приводил к локальному изменению концентрации субъединиц 

фермента. Коэффициент перехода, как было оценено из экспериментальных данных 

[28, 29], варьировал в широких пределах от 1.5 до 11.5. Мы выбрали промежуточное 

значение и определили kperipl = 6 (табл. 1). 
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В ходе адаптации модели (1) к экспериментальным данным по кинетике утилизации 

нитрита в хемостате (рис. 3,б), были определены параметры функции U (табл. 1, 

рис. 3,а), описывающей величину мембранного потенциала. Оказалось, что 

наблюдаемая в модельном эксперименте зависимость U от концентрации добавленного 

в хемостат нитрита (рис. 3,а) очень близка к экспериментально выявленной области 

максимального действия мембранного потенциала. В работе [17] наибольшее значение 

потенциала наблюдалось в области 0.1–1мМ нитрита, которое было устойчиво, начиная 

с 0.2 мМ нитрита, и снижалось за пределами этой области.  

Исходя из этого, можно полагать, что максимальная скорость секреции субъединиц 

Nrf фермента из цитоплазмы в периплазму наблюдается в области 0.2–1мМ 

концентраций нитрита, т.е., именно в той области, в которой наблюдается низкий 

уровень синтеза субъединиц белка Nrf, недостаточный для описания кинетики 

утилизации NO2 в хемостате [5]. Поскольку объем периплазмы существенно меньше 

объема цитоплазмы [28–30], то локальная концентрация фермента в 

периплазматическом пространстве в этом интервале концентраций субстрата будет 

существенно выше (в нашей модели коэффициент перехода равен 6), чем это следует из 

генетических исследований при расчете на весь объем клетки. 

Исследование модели (1) показало, что этого условия достаточно для локального 

увеличения активности Nrf фермента в области микромолярных концентраций нитрита 

и согласования экспериментальных данных по кинетике утилизации нитрита в 

хемостате и экспрессии оперонов, кодирующих структуру ферментов, утилизирующих 

и транспортирующих нитрит [1, 7]. 

 

Рис. 3. Зависимость величины мембранного потенциала U (а) и стационарной концентрации 

нитрита в хемостате (б) от уровня, добавленного в хемостат субстрата. Кривая – расчет модели (1), 

экспериментальные данные показаны точками: (а) – из работы [17], (б) – [7]. Значения параметров 

модели приведены в табл. 1.  

Таким образом, учитывая полученные ранее результаты [6], можно полагать, что 

механизмом регуляции активности периплазматической Nrf редуктазы в области 

микромолярных концентраций добавленного нитрита, позволяющим согласовать 

физиологические и генетические данные [1, 7], является не наличие каких-либо 

дополнительных ферментов или регуляторов активности Nrf редуктазы, не изменение 

ее каталитических свойств, а локальное изменение концентрации фермента в 

периплазме, возникающее в результате действия мембранного потенциала на секрецию 

субъединиц фермента из цитоплазмы в периплазму в анализируемой области 

концентраций субстрата.  

 
Работа выполнена при финансовой поддержке Российского Научного Фонда (грант № 14-

24-00123). 
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