
Анализ молекулярных механизмов утилизации 
нитрита в клетке Escherichia coli методами 
математического моделирования

РИ НАТАЛЬЯ АЛЕКСАНДРОВНА

научный руководитель д.б.н., в.н.с. ХЛЕБОДАРОВА Т.М.

специальность математическая биология, 

биоинформатика (03.01.09)

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Федеральный исследовательский центр Институт
цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук»



СИСТЕМА УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА БАКТЕРИЕЙ E. coli

Актуальность

Работа посвящена исследованию динамических аспектов функционирования
молекулярно-генетической системы утилизации нитрита бактерией E. coli.

• Нитрит - часть нитратной респираторной системы. Нитрат является наиболее энергетически
выгодным акцептором электронов, в связи с чем дыхание на нитрате предпочтительно в
присутствии субстрата.

• Нитрит, который образуется в процессе утилизации нитрата, токсичен не только для
бактериальных клеток, но и для клеток хозяина, а побочные продукты утилизации нитрита
обладают мутагенным свойством.

• Несмотря на токсичность нитрита, клетки E. coli растут в условиях культивирования на нитрите и
используют его для синтеза АТФ, хотя и с меньшей эффективностью, чем нитрат

• Нитрат-нитритная респираторная система у E. coli и близких к ней видов бактерий играет
определенную роль в патологических процессах, связанных как с воспалением, так и с
развитием раковых опухолей



СХЕМА МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ МЕХАНИЗМОВ 
РЕГУЛЯЦИИ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА БАКТЕРИЕЙ E. coli

Схема построена на основании существующих экспериментальных данных
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СХЕМА РАБОТЫ ХЕМОСТАТА

На схеме показаны условия проведения
экспериментов в работе [Wang et al., 1999]

устройство для перемешивания

Хемостат – это система

для культивирования клеток

в стационарных условиях,

которые обеспечиваются

постоянной сменой

питательной среды.

Скорость деления

бактерий стабилизируется

низким уровнем глюкозы в

среде.



изучение механизмов функционирования
респираторной системы E. coli в условиях
анаэробного дыхания на нитрите и исследование
вклада отдельных компонентов этой системы в
кинетику утилизации нитрита методами
математического моделирования.

Цель



Задачи:

1.Разработать модель утилизации нитрита клетками E. coli в глюкозо-

лимитированных условиях стационарного роста культуры в

проточном хемостате и адаптировать ее к экспериментальным

данным по динамике экспрессии генов nrfA, nirB и nirС, кодирующих

белки, входящие в состав ферментов, утилизирующих и

транспортирующих нитрит.

2.Исследовать вклад Nrf и NirB нитритредуктаз и транспортного белка

NirC в кинетику утилизации нитрита культурой клеток E. coli в

проточном хемостате.

3.Реконструировать структуру респираторной цепи в условиях

дыхания на нитрите при культивировании клеток E. coli в проточном

хемостате и разработать структурную модель формирования цепи

передачи электронов от донора к акцептору.



Задачи

5.Исследовать динамику функционирования модели утилизации

нитрита, дополненную молекулярно-генетическими механизмами

формирования протонного градиента, в условиях анаэробного

дыхания на нитрите при культивировании клеток E. coli в

проточном хемостате.

6.Исследовать вклад мембранного потенциала в регуляцию

активности респираторной Nrf нитритредуктазы в условиях

стационарного роста и дыхания на нитрите при культивировании

клеток E. coli в проточном хемостате.



ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩИТУ

1. Особенности молекулярно-генетических механизмов регуляции
экспрессии nrf и nir оперонов, кодирующих субъединицы
респираторной и цитоплазматической нитритредуктаз у E. coli,

достаточны для объяснения наблюдаемой скорости утилизации
нитрита в хемостате при концентрации субстрата в среде выше 2mМ
и не позволяют объяснить таковую при концентрациях ниже 2mМ.

2. Мембранный потенциал является достаточным механизмом
регуляции активности периплазматической Nrf редуктазы у E. coli,

обеспечивающим необходимую скорость утилизации нитрита в
хемостате при концентрации субстрата в среде ниже 2mМ.



СХЕМА ПРОЦЕССОВ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА КЛЕТКАМИ 
E. coli (М1)

Основные принципы М1

1. Нитрит поступает и выходит
из системы хемостата с
постоянной скоростью.

2. Концентрации белков, 

нарабатываемых с одного
оперона, равны (NrfA=NrfB, 

NirB=NirD)

3. Импорт и экспорт нитрита
происходит за счет NirC

транспортера

Схема построена на основании схемы, приведенной в работе [Хлебодарова и др., 2013]



МОДЕЛЬ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА КЛЕТКАМИ 
E. coli (М1)

u – концентрация нитрита в хемостате
w – внутриклеточная концентрация нитрита
s – концентрация добавленного нитрита
kflow – скорость протока субстратов
C – доля объема клеток в хемостате

– скорость утилизации нитрита Nrf редуктазой

– скорость утилизации нитрита NirB редуктазой

– скорость экспорта нитрита NirC транспортером

– скорость импорта нитрита NirC транспортером

Скорости, которые устанавливаются при достижении системой
равновесия представляют из себя функции, сложным образом
зависящие от уровня экспрессии оперонов nrf и nir
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точки – данные об относительные 

активности химерных белков 

NrfA-b-gal и NirB-b-gal

[Wang et al., 1999]

МОДЕЛЬ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА КЛЕТКАМИ 
E. coli (М1)

Расчеты модели проводились в пакете Mathematica и STEP

Адаптация подсистемы влияния нитрита на уровень экспрессии оперонов nrf и nir



СКОРОСТЬ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА 
NRF НИТРИТРЕДУКТАЗОЙ

d(u)=c(u)/k2

d – внутриклеточная концентрация активной гетеротетрамерной формы
фермента NrfA B

c – внутриклеточная концентрация комплекса NrfAB

a, b – внутриклеточные концентрации свободных белков-мономеров
NrfA и NrfB

2 2

- константы прямых и обратных реакций

- константы диссоциации

механизм реакции описывался уравнением Михаэлиса-Ментен Структура активной формы фермента

Использование уравнение Михаэлис-Ментен
основано на данных из работы [Clarke et al., 2008]
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РАСЧЕТ СКОРОСТИ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА В ХЕМОСТАТЕ

Аппроксимация
экспериментальных данных

обобщенной функцией

Vобщ – общая скорость утилизации нитрита

u – концентрация нитрита в хемостате
s – концентрация добавленного нитрита
kflow – скорость протока субстратов
C – доля объема клеток в хемостате

𝑉 = 0.66 ∙
(1−𝑒−1.6𝑢)

1+𝑒−1.6𝑢апп



РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ МОДЕЛИ М1

V

аппV

Nrf

V
ост

– скорость утилизации нитрита Nrf

– аппроксимация экспериментальных точек

– остаточная скорость утилизации нитрита

1. Была рассчитана скорость утилизации нитрита Nrf нитритредуктазой (VNrf) при 2 мМ добавленного
нитрита.

2. Рассчитаны значения скорости VNrf для остальных концентраций добавленного субстрата.

3. Рассчитана остаточная скорость утилизации нитрита клетками E. coli (Vапп – VNrf).

4. Наличие высокой скорости переработки нитрита клетками при высоких (>2mM) концентрациях
добавленного нитрита можно объяснить экспериментально известной высокой активностью системы
транспорта и детоксикации нитрита.



РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ ДОПОЛНИТЕЛЬНОЙ 
СКОРОСТИ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА (М1)
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Активность Nrf нитритредуктазы обеспечивает только ~50% наблюдаемой активности 

переработки нитрита в клетке при низких концентрациях нитрита в среде
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V
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– скорость утилизации нитрита Nrf

общ – общая скорость утилизации нитрита

– скорость утилизации нитрита NirB

– дополнительная скорость утилизации 

нитритадопV
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Стационарные скорости утилизации нитрита в хемостате
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РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ ДОПОЛНИТЕЛЬНОЙ 
СКОРОСТИ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА (М1)
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переработки нитрита в клетке при низких концентрациях нитрита в среде
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ГИПОТЕЗЫ О ПРИРОДЕ ДОПОЛНИТЕЛЬНОЙ НИТРИТ-
УТИЛИЗИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ

дополнительный
нитрит-

утилизирующий
фермент

NapF

NarG

NarZ NarU

NirB

• субъединицы Nrf редуктазы
синтезируются в цитоплазме, а сборка
активной формы фермента происходит
в периплазме, объем которой почти в
пять раз меньше, чем объем
цитоплазмы.

• механизмы секреции
периплазматических ферментов зависят
от наличия мембранного потенциала.

• формирование мембранного
потенциала зависит от концентрации
нитрита, достигая максимума в области
0.1–1мМ нитрита и снижаясь после
добавления нитрита.

• мембранный потенциал влияет на
каталитические свойства Nrf редуктазы.

повышение
активности

Nrf

нитритредуктазы



РАБОЧАЯ ГИПОТЕЗА О ПРИРОДЕ ДОПОЛНИТЕЛЬНОЙ 
НИТРИТ-УТИЛИЗИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ

Дополнительная нитрит-утилизирующая активность в области

микромолярных концентраций нитрита в среде возникает за счет

локального повышения концентрации Nrf нитритредуктазы в

периплазме при активизации перехода его субъединиц из цитоплазмы в

периплазму под действием мембранного потенциала



СХЕМА УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА КЛЕТКАМИ E. coli
(МОДЕЛЬ М2)

Основные отличия от М1

1. Наличие периплазматического
компартмента

2. Описание реакций как
отдельных подсистем

3.   Влияние мембранного
потенциала на транспорт NrfA и
NrfB белков из цитоплазмы в
перипламу

[Khlebodarova et al., 2016]



ОСОБЕННОСТИ МОДЕЛИ М2
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подсистема димеризации

подсистема
димеризации

подсистема
тетрамирезации

NrfА B
2 2

подсистема тетрамирезации

Модель М2 разработана в терминах подсистем, 

описывающих биохимические процессы

ОДУ записано на основе закона локального суммирования скоростей



МОДЕЛЬ УТИЛИЗАЦИИ НИТРИТА КЛЕТКАМИ E. coli (М2)
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U(s) – функция, описывающая относительную
величину мембранного потенциала в зависимости
от концентрации добавленного нитрита (s)

dU=0.25; δ=0.05 мМ; Kpmf,1=0.15 мМ; hpmf,1=2; Kpmf,2=0.93 мМ; 

hpmf,2=13.5



УРАВНЕНИЯ МОДЕЛИ М2

18 уравнений, которые описывают динамику
накопления нитрита в хемостате и внутри
клеток, синтез субъединиц ферментов,

утилизирующих и транспортирующих нитрит,
секрецию субъединиц Nrf фермента из
цитоплазмы в периплазму под действием
мембранного потенциала, сборку активных
комплексов ферментов и их деградацию, а
также процессы утилизации нитрита
периплазматической и цитоплазматической
нитритредуктазами и его транспорта в клетку
и из клетки.

Расчеты модели проводились в
пакете Mathematica



РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ МОДЕЛИ М2

Nrf

NirB

V

V
Nrf

V

- скорость утилизации нитрита Nrf редуктазой (модель М2)

- скорость утилизации нитрита Nrf редуктазой (модель М1)

- общая скорость утилизации нитрита (модель М2)

мембранный потенциал является
достаточным механизмом для

локального повышения концентрации
Nrf редуктазы при переходе ее
субъединиц из цитоплазмы в

периплазму

Nrfprp

(Nrfc+Nrfprp)
100%

добавленный нитрит, мМ

Доля периплазматических белков

регулируемый
транспорт

Повышение скорости транспорта в 5.5 раз при 1 мМ добавленного нитрита

постоянный
транспорт

*

Vобщ

Nrf

NirB

V

V
Nrf

V

*

Vобщ

- скорость утилизации нитрита NirB редуктазой (модель М2)



ЭЛЕКТРОННАЯ ЦЕПЬ С НИТРИТОМ В КАЧЕСТВЕ 
АКЦЕПТОРА

В условиях хемостата наибольшим уровнем экспрессии
характеризуется оперон fdhF, кодирующий

нереспираторную FDH-H дегидрогеназу



СХЕМА ГИПОТЕТИЧЕСКОЙ ЦЕПИ ПЕРЕДАЧИ 
ЭЛЕКТРОНОВ С УЧАСТИЕМ FHL-1 КОМПЛЕКСА 

FHL-1 комплекс синтезирует водород, который
переносится в периплазму, где перерабатывается

респираторной HYD-2 гидрогеназой

цитоплазма

-



СХЕМА ГИПОТЕТИЧЕСКОЙ ЦЕПИ ПЕРЕДАЧИ 
ЭЛЕКТРОНОВ С УЧАСТИЕМ FHL-2 КОМПЛЕКСА 

цитоплазма

На основании гомологии с другими
респираторными ферментами предсказано, что

FHL-2 способен к связыванию с хинонами и
транслокации протонов в периплазму

[Andrews et al., 1997]

-



УРАВНЕНИЯ РАСШИРЕННОЙ МОДЕЛИ М2 ПО 
СЦЕНАРИЯМ 1 И 2

20 уравнений, 

(сценарий 1)

или 18 уравнений
(сценарий 2)

+

18 уравнений М2

Расчеты модели проводились в
пакете STEP [Фадеев, Гайнова 1994]

Уравнение, описывающее динамику изменения концентрации комплекса
Nrf и нитрита из модели М2 заменено на следующее: 



РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ МОДЕЛИ, УЧИТЫВАЮЩЕЙ 
МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ 

ПОТЕНЦИАЛА 
сценарий 1 (c FHL-1 ферментом) сценарий 2 (c FHL-2 ферментом)

оба сценария равноценны с точки зрения
формирования мембранного потенциала, 

что позволяет предположить
возможность их реализации при

различных условиях культивирования
клеток

Nrf

NirB

V

V
Nrf

V

*

Vобщ

Nrf

NirB

V

V

- скорость утилизации нитрита Nrf редуктазой (модель М2)

- скорость утилизации нитрита Nrf редуктазой (модель М1)

- общая скорость утилизации нитрита (модель М2)

*

Vобщ

- скорость утилизации нитрита NirB редуктазой (модель М2)

Nrf

NirB

V

V
Nrf

V

*

Vобщ

NrfV



ВЫВОДЫ
1. Разработана математическая модель (М1) утилизации нитрита клетками E. coli в

глюкозо-лимитированных условиях хемостата, учитывающая механизмы регуляции

экспрессии генов, кодирующих структуру ферментов, утилизирующих и

транспортирующих нитрит.

2. Методами компьютерного анализа показано, учтенные в модели (М1) молекулярно-

генетические и ферментативные механизмы достаточны для адекватного воспроизводства

экспериментально-наблюдаемой динамики накопления нитрита в хемостате при в области

концентрации добавленного нитрита <1 мМ.

3. Установлено, что в области микромолярных концентраций добавленного нитрита,

прогнозируемая на основе молекулярно-генетических данных нитрит утилизирующая

активность Nrf нитритредуктазы обеспечивает только около 50% наблюдаемой

активности переработки нитрита в клетке.

4. Предложена гипотеза, что дополнительная нитрит-утилизирующая активность в

области микромолярных концентраций нитрита в среде возникает за счет локального

повышения концентрации Nrf нитритредуктазы в периплазме при активизации перехода

его субъединиц из цитоплазмы в периплазму под действием мембранного потенциала,

формирование которого является следствием активности ферментов респираторной цепи.



ВЫВОДЫ (ПРОДОЛЖЕНИЕ)
5. На основе модели (М1) разработана двухкомпартментная математическая модель (М2)

утилизации нитрита в хемостате, в которой дополнительно учтен процесс транспорта

субъединиц Nrf нитритредуктазы из цитоплазмы в периплазму и зависимость его скорости

от наличия и величины мембранного потенциала.

6. Методами компьютерного анализа модели (М2) показано, что экспериментально

известная кинетика формирования мембранного потенциала в зависимости от

концентрации нитрита обеспечивает корректное описание динамики накопления нитрита в

хемостате, что позволяет считать мембранный потенциал существенным компонентом в

механизме регуляции активности периплазматической Nrf редуктазы у E. coli при

микромолярных концентрацияхдобавленного нитрита в среде <1 мМ.

7. Реконструированы вероятные сценарии формирования электрического потенциала на

мембране клеток E. coli в условиях дыхания на нитрите с участием

форматгидрогенлиазных комплексов FHL-1 и FHL-2 и разработаны соответствующие

модели. Показано, что модель (М2), сопряженная с процессами формирования

мембранного потенциала, корректно воспроизводит динамику утилизации нитрита

клетками E. coli в проточном хемостате независимо от сценария формирования

потенциала, что дополнительно подтверждает важную роль мембранного потенциала в

регуляции активности периплазматической Nrf редуктазы.
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