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Исследован характер зависимостей начальной скорости, предельного выхода продукта реакции и констан�
ты скорости инактивации фермента в процессе реакции для циклооксигеназной реакции фермента PGHS
из везикулярных желез барана от концентрации кислорода в отсутствие и в присутствии донора электронов
в реакционной среде. Показано, что циклооксигеназная реакция в отсутствие донора электронов в реакци�
онной среде строго подчиняется кинетике Михаэлиса–Ментен в широком диапазоне (5–800 мкМ) концен�
траций кислорода. В присутствии донора электронов в среде обнаружен эффект ингибирования циклоок�
сигеназной реакции избытком растворенного кислорода: максимальные значения начальной скорости и
предельного выхода продукта реакции достигаются при концентрации кислорода в среде 50 мкМ, дальней�
шее повышение которой до 500 мкМ приводит к снижению начальной скорости и предельного выхода про�
дукта реакции в 2 раза. Константа скорости инактивации фермента в процессе реакции увеличивается с уве�
личением концентрации кислорода как в присутствии, так и в отсутствие донора электронов в среде.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: простагландин�H�синтаза, циклооксигеназная активность, кинетический меха�
низм, кислород, ингибирование субстратом, ферроцианид.

Существование аэробных организмов невоз�
можно в отсутствие молекулярного кислорода,
который участвует в разнообразных биохими�
ческих реакциях во всех органах и тканях. Его
недостаток (гипоксия) или избыток (гиперок�
сия) приводит к развитию патологических про�
цессов. Тем не менее механизм участия молеку�
лярного кислорода во многих ферментативных
реакциях исследован недостаточно. Не является
исключением и фермент простагландин�H�син�
таза (PGHS, К.Ф.1.14.99.1), катализирующий
циклооксигеназную реакцию с участием двух
молекул кислорода. PGHS осуществляет пер�
вый этап биосинтеза всех простагландинов, а
также тромбоксана A2 и простациклина I2, ката�
лизируя превращение молекулы арахидоновой
кислоты в простагландин H2. 

PGHS – Бифункциональный фермент, ката�
лизирующий циклооксигеназное окисление
арахидоновой кислоты двумя молекулами кис�
лорода с образованием PGG2 и пероксидазное
восстановление перекисной группы PGG2 в
присутствии донора электронов DH с образова�
нием PGH2 [1]:

AA + 2O2 → PGG2,                        (1)

PGG2 + 2DH → PGH2 + 2D + H2O.       (2)

Обе реакции протекают на одной молекуле
белка на двух близко расположенных активных
центрах. Эти реакции гемзависимы и сопровож�
даются необратимой инактивацией фермента
[2]. Кинетическая схема действия фермента,
подверженного необратимой инактивации в
процессе катализируемой реакции, в общем ви�
де предложена и проанализирована в работе [3].
По отношению к кислороду имелись только
оценки константы Михаэлиса Km для циклоок�
сигеназной реакции: 5 [4] и 10 мкМ [5].

В первом систематическом исследовании ки�
нетики циклооксигеназной реакции PGHS по
кислороду [6] концентрацию кислорода варьи�

ИНГИБИРОВАНИЕ ЦИКЛООКСИГЕНАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ ПРОСТАГЛАНДИН�H�СИНТАЗЫ�1 

ИЗБЫТКОМ СУБСТРАТА (МОЛЕКУЛЯРНОГО КИСЛОРОДА)

© 2010 г.    Н.А. Трушкин , И.С. Филимонов, П.В. Вржещ*

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : PGHS – простагландин�H�
синтаза, PGG2 – простагландин G2, PGH2 – простаглан�
дин H2, DH – восстановленная форма донора электронов,
D – окисленная форма донора электронов, AA – арахидо�
новая кислота, ROOH – перекись, PP – протопорфирин IX,
ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота, ДЭДТК –
диэтилдитиокарбамат.

* Адресат для корреспонденции.

6



ровали от 5 до 270 мкМ (концентрация раство�
ренного кислорода при атмосферном давлении
воздуха при 25°). Было показано, что значение
Km по кислороду не является константной ха�
рактеристикой фермента PGHS, а существенно
зависит от концентрации арахидоновой кисло�
ты и чувствительно к наличию донора электро�
нов. Зависимости скорости циклооксигеназной
реакции в двойных обратных координатах от
концентрации кислорода в первом приближе�
нии были линейны, однако в присутствии доно�
ра электронов (L�адреналина) было отмечено
небольшое (10%), но воспроизводимое сниже�
ние скорости циклооксигеназной реакции в об�
ласти 50–270 мкМ растворенного кислорода.
Отсутствие линейности в двойных обратных ко�
ординатах было отмечено также в работе [7]. 

Для более детального изучения этого фено�
мена в настоящей работе проведено исследова�
ние кинетики циклооксигеназной реакции
PGHS в расширенном диапазоне концентраций
кислорода (5–800 мкМ). 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Были использованы: Tween 20, L�адреналин
(«MP Biomedicals Inc.», Германия), ферроциа�
нид калия («Merck», Германия), Tris, арахидоно�
вая кислота, хлорид гемина («Sigma Aldrich»,
США), а также реактивы высокой степени чис�
тоты, произведенные в России. PGHS в виде со�
любилизированного препарата выделяли из
микросом свежеполученных везикулярных же�
лез барана описанным методом [8] с незначи�
тельными изменениями. Препарат фермента
находился в буферном растворе, содержавшем
Tris�HCl 50 мМ, pH 8,0, 0,5 мМ ЭДТА, 0,1 мМ
ДЭДТК, 1%�ный (по объему) Tween 20. Во всех
кинетических экспериментах использовали стан�
дартный буферный раствор (50 мМ Tris�HCl,
pH 8,0, 0,1%�ный (по объему) Tween 20).

Ферментативную реакцию проводили в тер�
мостатируемой полярографической ячейке при
25°. Реакцию инициировали добавлением фер�
мента. Раствор арахидоновой кислоты (150 мМ)
готовили и добавляли в реакционную смесь в
виде раствора в этиловом спирте; концентрация
арахидоновой кислоты в ячейке во всех экспе�
риментах составляла 100 мкМ. Раствор L�адре�
налина (0,1 М) готовили растворением навески
адреналина в 0,1 М растворе соляной кислоты,
раствор ферроцианида калия (0,1 М) и фенола
(0,1 М) – в стандартном буферном растворе,
раствор хлорида гемина – по навеске (растворя�
ли ее в небольшом количестве 0,1 М NaOH, за�
тем разводили в 20 раз стандартным буферным

раствором). Для определения концентрации
аликвоту раствора гемина смешивали с 20%�ным
пиридином в 0,1 М NaOH с добавлением дитио�
нита натрия. Концентрацию гемина определяли
спектрофотометрическим методом с использо�
ванием известных коэффициентов поглощения
для восстановленного комплекса гемина с пи�
ридином [9]. Концентрация экзогенного гемина
во всех экспериментах в реакционной среде бы�
ла 2 мкМ.

Поглощение растворенного кислорода в хо�
де циклооксигеназной реакции измеряли ампе�
рометрическим методом с использованием ана�
лизатора кислорода Экотест�120/АТС («Эко�
никс», Россия), снабженного газодиффузион�
ным платиново�серебряным электродом Кларка
[10]. Объем реакционной смеси составлял 3,3
мл, концентрация добавляемого раствора фер�
мента – 4,5 мг/мл, итоговая концентрация фер�
мента в ячейке – 10–20 нМ. 

Для получения различных концентраций
растворенного кислорода (5–800 мкМ) в реак�
ционной среде растворенные в буферном раст�
воре газы замещали аргон�кислородной смесью
в заданном соотношении. Для этого 40 мл бу�
ферного раствора помещали в снабженную маг�
нитной мешалкой круглодонную колбу объемом
100 мл, вакуумировали с помощью водоструй�
ного насоса и создавали атмосферу аргона либо
чистого кислорода. Цикл вакуумирование–за�
полнение газом повторяли несколько раз. Таким
образом получали два раствора – с высокой
(~1000 мкМ) и с низкой (~5 мкМ) концентраци�
ями кислорода в зависимости от использования
чистого кислорода или аргона соответственно.
Все остальные концентрации кислорода полу�
чали путем смешения полученных растворов в
соответствующих пропорциях. 

Полученной смесью заполняли полярогра�
фическую ячейку, и проводили реакцию, как
описано выше. Концентрацию кислорода в
ячейке детектировали полярографическим ме�
тодом с помощью электрода Кларка.

В ходе эксперимента получали интегральные
кривые поглощения кислорода. Математичес�
кую обработку результатов осуществляли с ис�
пользованием пакета для обработки данных
Origin 7.0 («Microcal Software», США). За точку
отсчета (t = 0) принимался момент начала реак�
ции. Учитывалась присутствующая при поля�
рографическом методе исследования нефермен�
тативная реакция, которая была обусловлена
поглощением кислорода электродом. 

Исходные экспериментальные кривые по�
глощения кислорода получали в виде G(t) = S0 –
S(t), где S0 – исходная концентрация субстрата
(кислорода), S(t) – текущая. При условии мало�
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го расходования субстратов ферментативной ре�
акции G(t) аппроксимировали согласно уравне�
нию 

G(t) = P∞(1 – e–Λt ) + μt.                (3)

Функция (3) отражает вклад ферментатив�
ной реакции, сопровождающейся необратимой
инактивацией фермента (первое слагаемое)
[11], и неферментативной реакци, присутствую�
щей и после полной инактивации фермента [12]
(второе слагаемое, μt). Для каждой обработан�
ной таким образом кривой определяли следую�
щие параметры: V0 = P∞Λ, где V0 – начальная
скорость ферментативной реакции, P∞ – пре�
дельный выход продукта реакции, Λ – констан�
та скорости инактивации фермента в ходе реак�
ции. Представленные на рисунках интеграль�
ные кривые – исходные экспериментальные
кривые за вычетом функции вклада нефермен�
тативной реакции: P(t) = G(t) – μt. 

При концентрации кислорода в среде < 50 мкМ
описанный метод определения характеристик
реакции некорректен в силу значительного рас�
ходования субстрата. Для этой области концент�
раций кислорода предельный выход продукта
реакции и константа инактивации определены
не были, а начальная скорость была вычислена
как тангенс угла наклона касательной к кривой
G(t) в точке начала реакции. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние донора электронов на кинетику цик�
лооксигеназной реакции. На рис. 1 представлены
типичные интегральные кривые поглощения
кислорода ферментом PGHS в присутствии и в
отсутствие донора электронов. При условиях
малого расходования субстратов кривые хорошо
аппроксимируются уравнением (3). Во всех экс�
периментах наличие в среде реакции донора
электронов приводило к повышению V0 и P∞ и в
малой степени влияло на Λ. Для кривой в присут�
ствии и в отсутствие донора электронов V0 = 0,41
и 0,25 мкМ О2/с, P∞ = 18,6 и 7,8 мкМ O2 , Λ = 0,032
и 0,022 с–1 соответственно. Концентрация кис�
лорода на момент начала реакции составляла
270 мкМ.

Влияние концентрации кислорода в среде на
кинетику циклооксигеназной реакции. В отсут�
ствие донора электронов предельный выход
продукта реакции практически не изменяется
при варьировании концентрации кислорода в
среде от 50 до 800 мкМ, в то время как начальная
скорость реакции и константа скорости инакти�
вации фермента в процессе реакции изменяют�

ся существенно (типичные кривые представле�
ны на рис. 2). 

В присутствии донора электронов зависи�
мость формы интегральной кривой от концент�
рации кислорода принципиально иная (рис. 3).
При повышении концентрации кислорода в
среде от 50 до 800 мкМ начальная скорость цик�
лооксигеназной реакции уменьшается более
чем в 2 раза, предельный выход продукта также
уменьшается.
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Рис. 1. Интегральные кривые поглощения кислорода фер�
ментом PGHS в присутствии (1) и в отсутствие (2) донора
электронов. Условия: [PGHS] = 10 нМ, [O2] = 270 мкМ. 1 и
2 – [ферроцианид] = 1000 и 0 мкМ соответственно
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Рис. 2. Интегральные кривые поглощения кислорода фер�
ментом PGHS в отсутствие донора электронов при разных
концентрациях кислорода в реакционной среде. Условия:
[PGHS]=10 нМ, [ферроцианид] = 0 мкМ. 1–4 – [O2] = 610,
270, 150 и 50 мкМ соответственно
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Зависимость начальной скорости циклоокси�
геназной реакции фермента PGHS от концентра�
ции растворенного кислорода. На рис. 4 представ�
лена такая зависимость. В отсутствие донора
электронов в реакционной среде зависимость
начальной скорости от концентрации кислоро�

да строго гиперболическая и линеаризуется в
двойных обратных координатах (рис. 5), т.е. мо�
жет быть описана уравнением Михаэлиса–
Ментен. Теоретическая зависимость соответ�
ствует сплошной кривой 2 на рис. 4. Из этой
теоретической зависимости было определено
значение константы Михаэлиса по кислороду,
Кm = 35 мкМ.

Присутствие донора электронов в реакцион�
ной среде принципиально меняет исследуемую
зависимость (рис. 4). Зависимость начальной
скорости от концентрации кислорода в этом слу�
чае не линеаризуется в двойных обратных коор�
динатах (рис. 6). Максимальная начальная ско�
рость наблюдается при концентрациях кислоро�
да 50–100 мкМ. При концентрациях 1–50 мкМ
зависимость начальной скорости от концентра�
ции кислорода может быть описана уравнением
Михаэлиса–Ментен, теоретическая зависи�
мость, полученная из экспериментальных дан�
ных в этом диапазоне, соответствует кривой 1 на
рис. 4. Константа Михаэлиса по кислороду для
этой зависимости равна 9 мкМ.

При концентрацях кислорода 50–800 мкМ в
присутствии донора электронов наблюдается
снижение начальной скорости (примерно в 2
раза в диапазоне 50–500 мкМ). Начальная ско�
рость снижается. Далее, до 800 мкМ, наблюдается
плато. Необходимо отметить, что при концент�
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Рис. 3. Примеры интегральных кривых поглощения кисло�
рода ферментом PGHS в присутствии донора электронов
при разных концентрациях кислорода в реакционной сре�
де. Условия: [PGHS] =10 нМ, [ферроцианид] = 1000 мкМ.
1–4 – [O2] = 70, 200, 270 и 850 мкМ соответственно
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Рис. 4. Зависимость начальной скорости циклооксигеназ�
ной реакции фермента PGHS от концентрации растворен�
ного кислорода в реакционной среде в присутствии доно�
ра электронов (1) и в отсутствие донора электронов (2) в
растворе. Сплошные кривые – теоретические зависимости
в соответствии с уравнением Михаэлиса–Ментен. Штри�
ховые линии – максимальные скорости для полученных
теоретических зависимостей. Условия: [PGHS] = 10 нМ,
[ферроцианид] = 1000 (1) или 0 мкМ (2)
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Рис. 5. Зависимость начальной скорости циклооксигеназ�
ной реакции фермента PGHS от концентрации растворен�
ного кислорода в реакционной среде в отсутствие донора
электронов в растворе в двойных обратных координатах.
На вставке (б) увеличен участок, ограниченный рамкой на
графике (а). Сплошные линии – линейная аппроксимация
полученных зависимостей. Условия: [PGHS] = 10 нМ,
[ферроцианид] = 0 мкМ
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рациях кислорода 500–800 мкМ начальные ско�
рости циклооксигеназной реакции в присут�
ствии донора электронов и в отсутствие послед�
него численно близки. Другими словами, обус�
ловленное наличием в реакционной среде доно�
ра электронов увеличение начальной скорости
циклооксигеназной реакции полностью устра�

няется при повышении концентрации кислоро�
да в среде от 50 до 800 мкМ.

При использовании в качестве донора элект�
ронов L�адреналина или фенола были получены
аналогичные результаты (данные не приведены).

Зависимость предельного выхода продукта
циклооксигеназной реакции фермента PGHS от
концентрации растворенного кислорода. Такая за�
висимость представлена на рис. 7. В отсутствие
донора электронов в среде предельный выход
продукта практически не зависит от концентра�
ции кислорода в среде. Наблюдается небольшой
линейный рост P∞ при концентрациях кислоро�
да 50–800 мкМ. В присутствии донора электро�
нов в среде зависимость нелинейная, предельный
выход продукта снижается более чем в 2 раза
при 50–800 мкМ. При 0–50 мкМ зависимость не
определена (см. разд. «Методы исследования»).

Зависимость константы скорости инактивации
фермента PGHS в процессе циклооксигеназной
реакции от концентрации растворенного кислоро�
да. Эта константа (далее константа инактива�
ции) возрастает при повышении концентрации
кислорода от 50 до 800 мкМ как в присутствии,
так и в отсутствие донора электронов (рис. 8).
Константа инактивации в присутствии донора
электронов меньше таковой в отсутствие донора
электронов во всем исследуемом диапазоне
концентраций кислорода (50–800 мкМ). При
0–50 мкМ зависимость не определена (см. разд.
«Методы исследования»). 
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Рис. 6. Зависимость начальной скорости циклооксигеназ�
ной реакции фермента PGHS от концентрации растворен�
ного кислорода в реакционной среде в присутствии доно�
ра электронов (ферроцианид) в двойных обратных коорди�
натах. Кривая – аппроксимация полученной зависимости.
Условия: [PGHS] = 10 нМ, [ферроцианид] = 1000 мкМ
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Рис. 7. Зависимость предельного выхода продукта цикло�
оксигеназной реакции фермента PGHS от концентрации
растворенного кислорода в реакционной среде в присут�
ствии (1) и в отсутствие донора электронов (2) в растворе.
Сплошные линии – аппроксимация экспериментальных
данных, штриховая – правая граница области некоррект�
ного определения параметра. Условия: [PGHS] = 10 нМ, 1
и 2 – [ферроцианид] = 1000 и 0 мкМ соответственно
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Рис. 8. Зависимость константы скорости инактивации
фермента PGHS в процессе циклооксигеназной реакции
от концентрации растворенного кислорода в реакционной
среде в присутствии (1) и в отсутствие донора электронов
(2). Штриховая линия – правая граница области некор�
ректного определения параметра. Условия: [PGHS] = 10 нМ,
1 и 2 – [ферроцианид] = 1000 и 0 мкМ соответственно
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ТРУШКИН  и  др.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Донор электронов необходим для протека�
ния пероксидазной реакции фермента PGHS.
Измеряемая при обычной концентрации кисло�
рода (270 мкМ) скорость циклооксигеназной
реакции фермента PGHS существенно зависит
от наличия в среде донора электронов [13, 14],
которое приводит к увеличению скорости цик�
лооксигеназной реакции и предельного выхода
продукта. Показано, что при увеличении кон�
центрации кислорода в среде от 50 до 800 мкМ
обусловленное наличием в реакционной среде
донора электронов увеличение начальной ско�
рости и предельного выхода продукта циклоок�
сигеназной реакции элиминируется. 

Эффект увеличения циклооксигеназной ак�
тивности бифункционального фермента PGHS в
присутствии субстрата пероксидазной реакции
(донора электронов), а также элиминирование
этого эффекта при повышении концентрации
кислорода можно объяснить с помощью схемы
[15]. На ней приведены состояния гемовой груп�
пы PGHS в ходе пероксидазной реакции, а так�
же постулируемый в данной работе комплекс
восстановленной формы гемовой группы с мо�
лекулярным кислородом (PP FeIII · O2).

В отсутствие в среде донора электронов и
при наличии продукта циклооксигеназной ре�
акции простагландина G2 гем пребывает в окис�
ленном состоянии (PP+ FeIVO). Логично предпо�
ложить, что циклооксигеназная активность
PGHS в отсутствие донора электронов обуслов�
лена свойствами этой формы. Появление в сре�
де донора электронов приводит к тому, что ста�
ционарная концентрация формы PP FeIII воз�
растает. Мы с этим явлением связываем рост
скорости циклооксигеназной реакции при уве�
личении концентрации донора электронов, т.е.
форма фермента PP FeIII обладает большей по
отношению к формам PP+ FeIVO и PP FeIVO ка�
талитической циклооксигеназной активностью.

Мы предполагаем, что кислород может обра�
тимо связываться с гемом, когда последний на�
ходится в восстановленном состоянии, как и
происходит в некоторых белках�переносчиках
кислорода (гемоглобин, миоглобин и др.). На
схеме результат такого процесса представлен

формой PP FeIII · O2. Повышение концентрации
кислорода в среде уменьшает стационарную
концентрацию формы PP FeIII и увеличивает
концентрацию формы PP FeIII · O2. Последняя
должна обладать меньшей каталитической ак�
тивностью по циклооксигеназной реакции по
сравнению с формой PP FeIII и, по�видимому,
сравнимой с активностью форм PP+ FeIVO и PP
FeIVO.

Таким образом, обусловленное наличием в
реакционной среде донора электронов увеличе�
ние начальной скорости циклооксигеназной ре�
акции исчезает при повышении концентрации
кислорода.

Эта схема также объясняет отсутствие эф�
фекта ингибирования при увеличении концент�
рации кислорода без донора электронов в среде:
в отсутствие донора электронов гем всегда нахо�
дится в окисленном состоянии независимо от
концентрации кислорода.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 09�04�01511а) и Федерального
агентства по науке и инновациям (государствен�
ный контракт № 02.740.11.0291 от 7.07.2009 в
рамках программы «Научные и научно�педаго�
гические кадры инновационной России на
2009–2013 годы», мероприятие 1.1).
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Схема пероксидазной реакции фермента PGHS. Стадия
PP FeIII · O2 отвечает предполагаемому влиянию растворен�
ного кислорода на гемовую группу пероксидазного актив�
ного центра
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CYCLOOXYGENASE REACTION 
OF PROSTAGLANDIN H SYNTHASE: INHIBITION 

BY ITS SUBSTRATE (MOLECULAR OXYGEN) SURPLUS
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The enzyme prostaglandin H synthase (PGHS) catalyzes the conversion of an arachidonic acid molecule into
prostaglandin H2. The investigated PGHS was isolate from ram vesicular glands. Dependences of PGHS cyclooxy�
genase reaction initial rate, total product yield of cyclooxygenase reaction, and inactivation rate constant in the course
of the cyclooxygenase reaction on the oxygen concentration in the absence and presence of electron donor was inves�
tigated. It is shown that the cyclooxygenase reaction in absence of the electron donor strictly follows
Michaelis–Menten kinetics over a wide range (5–800 μM) oxygen concentration. In the presence of electron donor,
the effect of cyclooxygenase reaction inhibition by surplus dissolved oxygen is found: the maximum values of initial
rate and total product yield of reaction are reached at oxygen concentration 50 μM, and further increase to 500 μM
leads to decrease in initial rate and total product yield of the reaction by twofold. The inactivation rate constant in the
course of the cyclooxygenase reaction increases with increase in oxygen concentration both in the presence of the
electron donor and in its absence. Explanations of the observed effects are discussed.

Key words: prostaglandin H synthase, cyclooxygenase activity, kinetic mechanism, oxygen, substrate inhibition, hexa�
cyanoferrate(II)
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