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Пероксидаза (ПО) катализирует реакции оксидаз-
ного и пероксидазного окисления неорганических и
органических соединений перекисью водорода. Суб-
стратами пероксидазы могут быть биологически ак-
тивные вещества (НАДН, индолил-3-уксусная кисло-
та (ИУК), аскорбиновая кислота, флавоноиды, фено-
тиазины и др.). В реакциях совместного окисления с
участием быстро и медленно окисляемых субстратов
отмечаются эффекты активирования окисления одно-
го из субстратов, исследование которых позволит
понять функциональную роль фермента в биогенных
системах [1]. Известно [2, 3], что оксидазное окисле-
ние ИУК пероксидазой протекает через образование
тройного комплекса фермент�ИУК�кислород. Иссле-
дование механизма окисления ИУК пероксидазой ра-
стений показало, что на поверхности белковой глобу-
лы должен располагаться участок связывания  аукси-
на [4�6], который может находиться в составе дис-
тального домена фермента [7]. При этом считается,
что в катализе пероксидазы принимает участие оста-
ток Trp-117, удаленный на 8�9 Å от атомов азота
порфиринового цикла, т.е. находящийся в зоне тунне-
лирования электронов. При этом субдомен, включаю-
щий структурно сходные участки в дистальном доме-
не пероксидазы, формируется в направлении от ак-
тивного центра к поверхности дистального домена.
Таким образом, центр связывания ИУК может распо-
лагаться вдали от активного центра  пероксидазы

[7]. Причем оксидазное окисление ИУК может воз-
растать в присутствии гидрофобных аминокислот,
тогда как полярные аминокислоты почти не оказы-
вают влияния на каталитический процесс окисления
ауксина. Установлена прямая корреляция между
гидрофобностью аминокислот и степенью их влия-
ния на скорость окисления ИУК [5]. Однако в лите-
ратуре отсутствуют данные по влиянию ИУК на пе-
роксидазное окисление различных неорганических и
органических субстратов, катализируемое пероксида-
зой растений. Возможно, что проведение таких ис-
следований позволило бы определить место локали-
зации и протяженность активного центра фермента
на поверхности белковой глобулы, установить учас-
тки их индивидуального связывания на ферменте, а
также раскрыть причины широкой субстратной спе-
цифичности пероксидазы.
Для изучения влияния ИУК на катализируемые

пероксидазой реакции окисления неорганических и
органических соединений с участием перекиси водо-
рода в качестве субстратов были выбраны о-дианизи-
дин, гидрохинон и ферроцианид калия. Последний
является медленно окисляемым субстратом перокси-
дазы, тогда как о-дианизидин и гидрохинон � быст-
ро окисляемые субстраты этого фермента. Причем
ранее было показано, что при совместном окислении
гидрохинон и о-дианизидин могут конкурировать за
место связывания в активном центре фермента [8].
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Причем предварительное связывание о-дианизидина
улучшает последующее связывание гидрохинона, ус-
коряя процесс его пероксидазного окисления. Тогда
как при совместном окислении гидрохинона и ферро-
цианида окисление последнего не происходит до тех
пор, пока не окислится весь гидрохинон. На основа-
нии полученных данных было высказано предполо-
жение, что о-дианизидин и гидрохинон имеют раз-
ные участки связывания в области активного центра
пероксидазы. Для подтверждения выявленных законо-
мерностей было изучено влияние индолил-3-уксусной
кислоты на реакции пероксидазного окисления о-ди-
анизидина, гидрохинона и ферроцианида калия в
широком диапазоне рН, а также исследован меха-
низм пероксидазного окисления выбранных субстра-
тов в присутствии ИУК.

Экспериментальная часть
Реактивы. В работе использовали пероксидазу

хрена (�Reanal�, Венгрия) со спектральным показате-
лем чистоты RZ = 1,0. Концентрацию фермента оп-
ределяли спектрофотометрически при λ  = 403 нм
(ε = 100 мМ�1. см�1 [9]) и по пиридингемохромогену
[10]. Использовали гидрохинон и индолил-3-уксус-
ную кислоту (�Serva�, Германия), ферроцианид ка-
лия (�Реахим�, Россия); о-дианизидин марки �ч.�
очищали  возгонкой в вакууме. Концентрацию пере-
киси водорода (�Реахим�, Россия) определяли спект-
рофотометрически, используя молярный коэффициент
поглощения при 230 нм 72,7 мМ�1. см�1 [11].
Методы. Реакцию окисления о-дианизидина

(17,2�172 мкМ), гидрохинона (0,1�0,5 мМ) или фер-
роцианида калия (0,36�1,44 мМ) перекисью водорода
(0,64 мМ) проводили при 23оС в среде 0,1 М на-
трий-ацетатного (рН 4,5�6,0) или 0,1 М натрий-фос-
фатного (рН 6,0�7,5) буферов объемом 2,5 мл при
разных значениях концентрации пероксидазы хрена.
Окисление о-дианизидина регистрировали по возрас-
танию поглощения при 460 нм (ε = 30 мМ�1. см�1

[12]), ферроцианида калия � при 420 нм (ε =
1050 мМ�1. см�1 [13]). За окислением гидрохинона
наблюдали по  уменьшению поглощения при 290 нм
(ε = 2,2 мМ�1. см�1 [8]).
Ингибирование пероксидазного окисления о-диани-

зидина и гидрохинона индолил-3-уксусной кислотой
изучали путем добавления в кювету вместе с суб-
стратами (при насыщающей концентрации одного из

субстратов) пероксидазы ингибитора. Кинетические
кривые снимали на  двухлучевом спектрофотометре
DMS 100 S (�Varian�, США). За  единицу активнос-
ти фермента принимали его количество, окисляющее
1 мкмоль субстрата (о-дианизидина, гидрохинона и
ферроцианида калия) за 1 мин. Кажущиеся констан-
ты скорости окисления субстратов пероксидазы  оп-
ределяли по данным стационарной кинетики [14].

Результаты и их обсуждение
Известно, что ИУК является оксидазным субстра-

том пероксидазы, окисление которого возможно в
реакциях с участием кислорода (при концентрации
фермента 10�5�10�6 М), сопровождаемых характерны-
ми изменениями поглощения в ультрафиолетовой об-
ласти. Поэтому предварительными исследованиями
было показано, что в выбранных нами условиях (в
диапазоне концентраций фермента в реакционной
смеси 0,3�4,0 нМ) не наблюдаются реакции перокси-
дазного окисления ИУК при всех изученных значе-
ниях рН.
В дальнейшем было исследовано влияние индо-

лил-3-уксусной кислоты на пероксидазное окисление
о-дианизидина, гидрохинона и ферроцианида калия,
катализируемое пероксидазой хрена. Показано, что
при рН 4,5�7,0 зависимости начальных скоростей
пероксидазного окисления о-дианизидина в присут-
ствии ИУК в координатах Лайнуивера�Берка имели
вид пучка прямых, пересекающихся на оси ординат,

Рис. 1. Зависимость начальной скорости пероксидазного окисле-
ния о-дианизидина от его концентрации в двойных обратных ко-
ординатах при разных концентрациях индолил-3-уксусной кисло-
ты, мкМ: 1 � 0, 2 � 10, 3 � 20, 4 � 30 (пероксидаза 0,56 нМ; пере-
кись водорода 0,64 мМ; 0,1 М натрий-фосфатный буфер, рН 7)
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что соответствует конкурентному типу ингибирования
(рис. 1).
Графики зависимостей обратных начальных скоро-

стей пероксидазного окисления гидрохинона в при-
сутствии ИУК при рН 4,5�6,5 имели вид семейства
прямых, пересекающихся на оси абсцисс, что указы-
вает на неконкурентный характер ингибирования
(рис. 2). При рН 7,0�7,5 характер зависимостей изме-
няется и соответствует смешанному типу ингибирова-
ния, при котором кривые пересекаются в общей точ-
ке в левом верхнем квадранте (рис. 3).
Индолил-3-уксусная кислота в концентрации

10�300 мкМ не влияет на пероксидазное окисление
ферроцианида калия при рН 4,5�7,0.

Известно, что пероксидаза катализирует окисление
неорганических и органических соединений, различа-
ющихся между собой по строению. Широкая суб-
стратная специфичность фермента позволяет предпо-
ложить наличие разных механизмов пероксидазного
окисления, реализуемых ферментом [15]. К числу
неорганических субстратов пероксидазы относятся
ферроцианид-, сульфит-, нитрит-, тиоцианат- и дру-
гие ионы, тогда как в группу органических соедине-
ний входят НАДН, аскорбиновая кислота, о-дианизи-
дин, гидрохинон, фенотиазины и др. [16]. В реакци-
ях индивидуального окисления субстраты пероксида-
зы могут подразделяться на медленно и быстро окис-
ляемые. При этом величины констант Михаэлиса
различаются незначительно при наибольшей разнице
в величинах каталитических констант. В группу мед-
ленно окисляемых субстратов входят как неоргани-
ческие, так и органические соединения � доноры
электронов. Доноры водорода являются быстро окис-
ляемыми субстратами пероксидазы. При рассмотре-
нии механизма действия пероксидазы в реакциях
окисления разных субстратов применяется модель, в
которой действие пероксидазы объясняется в рамках
представления о ферменте как белке-проводнике, реа-
лизующем несколько каналов транспорта электронов
с субстратов, контактирующих с поверхностью белко-
вой глобулы, на железо гема [15]. Однако вопрос об
участке связывания субстратов в активном центре
пероксидазы остается пока не выясненным, хотя с
помощью компьютерных методов показано, что ами-
нокислотные последовательности пероксидаз расте-
ний и ауксин-связывающих белков содержат близкие
по структуре участки. При этом пять из шести
структурно сходных участков находятся в составе
дистального домена пероксидаз и формируют субдо-
мен, который включает последовательность, коорди-
нирующую гем с дистальной стороны активного цен-
тра [7]. Поэтому проведенные исследования по влия-
нию ИУК на пероксидазное окисление субстратов пе-
роксидазы позволяют высказать некоторые предполо-
жения о местах связывания субстратов на поверхно-
сти фермента.
Конкурентный тип ингибирования реакции перок-

сидазного окисления о-дианизидина ИУК позволяет
предположить, что ОДН и индолил-3-уксусная кисло-
та связываются в одном и том же месте активного
центра фермента. При этом связывание ИУК пре-

Рис. 3. Зависимость начальной скорости пероксидазного окисле-
ния  гидрохинона от его концентрации в двойных обратных коор-
динатах  при разных концентрациях индолил-3-уксусной кисло-
ты, мкМ: 1 � 0, 2 � 20, 3 � 40, 4 � 80 (пероксидаза 4,0 нМ; перекись
водорода 0,64 мМ; 0,1 М натрий-фосфатный буфер, рН 7,5)

Рис. 2. Зависимость начальной скорости пероксидазного окисле-
ния  гидрохинона от его концентрации в координатах Лайнуиве-
ра�Берка при разных концентрациях индолил-3-уксусной кисло-
ты, мкМ: 1 � 0, 2 � 20, 3 � 40, 4 � 60 (пероксидаза 4,0 нМ; перекись

водорода 0,64 мМ; 0,1 М натрий-ацетатный буфер, рН 5)
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пятствует как связыванию, так и превращению
о-дианизидина. В случае гидрохинона тип ингиби-
рования несколько иной. ИУК и гидрохинон связы-
ваются в разных местах активного центра, однако
если индолил-3-уксусная кислота связывается на по-
верхности фермента, то дальнейшее превращение
гидрохинона становиться невозможным. Это
объясняетя удаленностью мест связывания эффекто-
ра и субстрата или конформационными изменениями
глобулы фермента при связывании ингибитора [17].
Причем при рН 4,5�6,5 тип ингибирования неконку-
рентный, однако при увеличении рН он меняется и
становится смешанным. При этом значение α увели-
чивается (α > 1), а β � уменьшается (β < 1). Связы-
вание субстрата ухудшается в 2,8�4,2 раза, т.е. при
наличии ИУК понижается сродство гидрохинона к
активному центру фермента. Однако если все-таки
произошло связывание гидрохинона в активном цен-
тре, то дальнейшее его превращение ухудшается в
1,7�5,3 раза. Связывание ИУК с пероксидазой зави-
сит от рН среды. Так, в реакциях пероксидазного
окисления о-дианизидина величина Ki при рН 4,5�
7,0 изменяется в диапазоне от 9,6 до 0,72 мкМ, т.е.
с возрастанием рН сродство ингибитора к ферменту
может повышаться в 13,3 раза, тогда как в реакциях
окисления гидрохинона величина Ki в этом же  диа-
пазоне рН изменяется от 113 до 17 мкМ, т.е. кон-
станта ингибирования понижается в 6,6 раза. При
этом эффективность связывания ИУК с пероксидазой
(например, при рН 4,5 и 7,0) выше, чем с о-диани-
зидином (в 4,2 и 20,8 раз) и с гидрохиноном (в 5,8
и 8,8 раз соответственно). В реакциях пероксидазно-
го окисления о-дианизидина связывание ИУК с фер-
ментом при рН 4,5 и 7,0 было соответственно в 11,8
и 23,6 раза эффективнее, чем в реакциях окисления
гидрохинона. По-видимому, на сродство ингибитора
к ферменту оказывает влияние природа субстрата.
Причем субстраты, имеющие близкую с ИУК поляр-
ность, значительно повышают эффективность связы-
вания ингибитора с пероксидазой. Аналогичные за-
висимости были получены при изучении связывания
ИУК в присутствии гидрофобных и полярных ами-
нокислот [5]. Показано, что увеличение гидрофобно-
сти аминокислоты повышает сродство ауксина к фер-
менту. Поэтому преимущественным местом связыва-
ния ИУК и  о-дианизидина в активном центре пе-
роксидазы должна быть, по-видимому, гидрофобная

область. Тогда как для гидрохинона местом связыва-
ния является область на поверхности фермента, со-
держащая большее число полярных или заряженных
аминокислотных остатков. Подтверждением вышеска-
занному служат данные по совместному пероксидаз-
ному окислению этих субстратов. Пероксидазное
окисление о-дианизидина и гидрохинона происходит
дифференцированно. При этом окисление о-дианизи-
дина не наблюдается до полного превращения гидро-
хинона. Скорость окисления гидрохинона в присут-
ствии о-дианизидина превышает скорость его инди-
видуального окисления в 3�10 раз. Механизм совме-
стного окисления субстратов проявляется в том, что
предварительное связывание о-дианизидина улучшает
последующее связывание гидрохинона, ускоряя про-
цесс его пероксидазного окисления [8].
Несколько иной механизм имеет место при совме-

стном окислении ферроцианида калия и гидрохино-
на. Окисление ферроцианида не происходит до тех
пор, пока полностью не окислится весь гидрохинон,
поскольку оба субстрата связываются в одном и том
же месте. Поэтому предварительное связывание гид-
рохинона препятствует последующему связыванию, а
следовательно, и окислению ферроцианида. ИУК не
оказывает влияния на пероксидазное окисление фер-
роцианида калия, что, возможно, обусловлено удален-
ностью участка связывания субстрата от области свя-
зывания ИУК.
Как показано на рис. 4, кривые рН-зависимостей

lgkcat/Km для о-дианизидина и гидрохинона имеют
сложный характер, так что трудно определить приро-
ду ионогенных групп в активном центре фермента.

Рис. 4. рН-Зависимости lg(kcat/Km) для реакций пероксидазного
окисления о-дианизидина (1) и гидрохинона (2)
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По-видимому, ионогенные группы, принимающие
участие в каталитическом процессе пероксидазы, на-
ходятся в окружении гидрофобных аминокислотных
остатков, что затрудняет определение рКа этих функ-
циональных групп по рН-зависимостям каталитичес-
ких констант, поскольку сами субстраты содержат
функциональные группы с высокими значениями рКа
и в исследованном диапазоне рН могут находиться
только в протонированной форме (например, рКа
групп гидрохинона равны 9,85 и 11,4 [18], а о-диа-
низидина � 3,6 и 4,7 [19]). Вышесказанное подтвер-
ждается исследованиями по антигенному картирова-
нию пероксидазы хрена [20]. Выявленные эпитопы
содержат несколько функционально важных остатков
(His-42 и Arg-38), входящих в активный центр пе-
роксидазы, вблизи которых находятся гидрофобные
аминокислотные остатки (Phe-142 и 143), формирую-
щие канал доступа ароматических субстратов к ак-
тивному центру фермента.
На основании рН-зависимостей lgKi в реакциях

окисления определяются ионогенные группы: две в
случае о-дианизидина (рКа = 4,69 и рКа = 6,49) (рис.
5, кривая 1) и одна в случае гидрохинона (рКа =
6,8) (рис. 5, кривая 2).  Проявление этих групп выз-
вано, по-видимому, наличием в составе молекулы ин-
долил-3-уксусной кислоты карбоксильной группы с
рКа = 4,54 [18]. Протонирование и депротонирование
этой группы позволяют выявить ионогенные функци-
ональные группы активного центра пероксидазы,
принимающие участие в пероксидазном окислении:
две в случае о-дианизидина и одну в случае гидро-
хинона.
Известно, что в области активного центра пе-

роксидазы располагаются несколько ионогенных
групп, принимающих участие в катализе. Так, на-
пример, в пероксидазном окислении n-крезола, фер-
роцианида и йодида выявлены участвующие в ката-
литическом процессе ионогенные группы фермента
со значениями рКа, равными 5,7 и 8,6 [21]. В комп-
лексообразовании пероксидазы с N-этиламид о-суль-
фобензоилуксусной кислоты принимают участие две
ионогенные группы (рКа = 3,5 и рКа = 5,5), протони-
рование и депротонирование которых влияло на

спектральные характеристики фермент-субстратного
комплекса [22]. В работе [12] высказывается предпо-
ложение, что некоторое  расхождение в величинах
рКа для групп активного центра пероксидазы можно
объяснить, по-видимому, тем, что окисленное состоя-
ние железа гема оказывает сильное влияние на дис-
социации близлежащих групп. Поэтому группы со
значениями рКа, равными 3,5 и 5,7, а также 5,5 и
8,6, проявляемые в нативной и окисленной формах
пероксидазы, можно отнести к двум разным группам
активного центра фермента. Одной из них может
быть карбоксильная группа [22], а другой � имида-
зол гистидина [23]. Эти же группы проявляют себя в
реакциях ингибирования пероксидазы ИУК в реакци-
ях окисления о-дианизидина и гидрохинона.
Выявленные закономерности имеют важное биоло-

гическое значение, поскольку раскрывают роль пе-
роксидазы в процессах прорастания семян. На осно-
вании полученных данных можно предположить, что
ИУК, будучи связана в составе дистального домена
активного центра фермента, способна  ингибировать
протекание пероксидазных реакций, переключая их
на оксидазные. При этом пероксидаза будет выпол-
нять роль высокоспецифичной оксидазы ауксина.

Рис. 5. рН-зависимости константы ингибирования реакций перок-
сидазного окисления о-дианизидина (1) и гидрохинона (2) индо-
лил-3-уксусной кислотой (кривые являются теоретическими для
рКа(ОДН+ИУК) = 4,69,  Kа(lim) = 23,8 мкМ; для рКв(ОДН+ИУК) = 6,49,

Kв(lim) = 22,6 мкМ; для рКв(ГХ+ИУК)  = 6,80, Кв(lim) = 104 мкМ)
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