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Лактатоксидаза (LOX, КФ 1.1.3.2) представ-
ляет собой флавопротеин из группы оксидаз 
α-гидроксикислот. Фермент катализирует ре-
акцию окисления L-лактата с использованием 
кислорода, что приводит к образованию пиру-
вата и перекиси водорода [1]. LOX характери-
зуется высокой специфичностью к L-лактату. 
Фермент представляет собой гомотетрамер, 
каждая из субъединиц которого имеет массу 
около 44 кДа [2].

Лактатоксидаза используется в медицине для 
мониторинга уровней L-лактата в биологических 
образцах, что необходимо для диагностики раз-
личных заболеваний, таких как сепсис, гипок-
сия, травмы, митохондриальные нарушения [3], 
лейкемия [26], опухолевые заболевания [4], са-
харный диабет [5] и гипоксическая ишемическая 
энцефалопатия новорожденных [6]. Лактатокси-
даза может быть использована в качестве диагно-
стического инструмента в спортивной медицине 
для оценки выносливости спортсменов путем из-
мерения уровней лактата в крови [7]. Кроме того, 
обнаружение лактата в продуктах питания и на-
питках может способствовать определению срока 
их годности и общего качества, что делает лакта-
токсидазу ценным инструментом в области про-
изводства пищевых продуктов [8]. В винодельче-
ской индустрии лактатоксидаза является важным 
инструментом для контроля процесса брожения 
вина и обеспечения высокого качества этого про-
дукта [9]. 

В настоящее время возрастает интерес к по-
ниманию взаимосвязи структуры и функции 
лактатоксидазы и инженерии белка для улуч-
шения характеристик фермента. Избирательное 
модифицирование аминокислот в остове позво-
ляет влиять на активность фермента, а также его 
термостабильность и специфичность, что может 
способствовать расширению спектра областей 
применения лактатоксидазы.

Механизм реакции, трехмерная структура             
и строение активного центра

LOX катализирует окисление L-лактата кис-
лородом до пирувата и пероксида водорода, ис-
пользуя флавинмононуклеотид (FMN) в качестве 
кофактора (рисунок, А) [1]. Реакция протекает 
по механизму «пинг-понг» с последовательным 
протеканием двух полуреакций восстановления 
и окисления [2, 10–12]. На первом этапе реак-
ции субстрат (α-гидроксикислота) окисляется 
ферментом до кетокислоты, а флавин восстанав-
ливается до гидрохинона (восстановительная 

полуреакция). Структурные данные и результа-
ты расчетных экспериментов свидетельствуют о 
том, что восстановительная полуреакция проте-
кает сначала с безбарьерным процессом перено-
са протона от α-гидроксильной группы L-лактата 
к остатку гистидина в активном центре, а за-
тем происходит прямой перенос гидрид-иона от 
α-углеродного атома L-лактата к положению N5 
изоаллоксазинового кольца FMN [10, 13]. На 
втором этапе (окислительная полуреакция) вос-
становленный FMN вновь окисляется кисло-
родом [13]. Окислительная полуреакция может 
осуществляться по карбанионному механизму, 
как это происходит в большинстве ферментов се-
мейства оксидаз L-гидроксикислот [14]. Однако 
нельзя исключать, что вторая полуреакция проте-
кает посредством прямого гидридного переноса, 
как, например, в оксидазах D-аминокислот [15]. 
На данный момент экспериментальных свиде-
тельств в пользу реализации того или иного меха-
низма окислительной полуреакции не получено 
[14, 15]. Интересно, что ферменты группы окси-
даз α-гидроксикислот проявляют значительные 
различия в активности своего кофактора FMN в 
восстановленном состоянии при взаимодействии 
с молекулярным кислородом. Для лактатоксида-
зы коэффициент скорости окисления FMN моле-
кулярным кислородом составляет 1,8×106 М–1∙s–1. 
Этот показатель свидетельствует о высокой реак-
ционной способности фермента по отношению к 
кислороду [16]. 

В настоящий момент в базе данных PBD при-
ведены трехмерные структуры LOX из Aerococcus 
viridans (avLOX), Pediococcus acidilactici (paLOX) 
и Enterococcus hirae (ehLOX). Для avLOX решены 
12 вариантов структур с различными субстрата-
ми для фермента дикого типа и мутантных форм 
в разных условиях и в комплексе с различными 
лигандами, включая лактат и пируват (PBD 2ZFA, 
2NLI [13], 2J6X [11], 7F20, 7F21, 7F22, 7F1Y [17], 
2DU2 [18], 4RJE [16], 4YL2 [19], 2E77 [20], 5EBU 
[21]). AvLOX, благодаря высокой стабильности, 
широко применяется для создания биосенсоров, а 
ее свойства хорошо изучены [1, 2, 11, 16, 18–23]. 
PaLOX коммерчески доступна наравне с avLOX и 
используется для детекции L-лактата [24–27]. Для 
paLOX известны три структуры (PBD 6RHS, 6RHT 
для фермента дикого типа и 6R9V для мутантной 
формы Ala94Gly) [28]. Однако эксперименталь-
но показано, что этот фермент, аннотированный 
как paLOX, на самом деле не является лактат-ок-
сидазой, поскольку рекомбинантный фермент не 
проявляет активности к лактату, а коммерческий 



146
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 2 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 2

препарат paLOX на самом деле представляет 
собой avLOX [28]. Исследования активности 
нативной paLOX при этом не проводились. Для 
ehLOX известна структура фермента дикого 
типа (PDB 6M73) и одного мутантного белка 
с заменой M207L (6M74) [29]. Все ферменты 
являются гомотетрамерами. Белковые субъ-
единицы LOX структурно схожи между собой, 
а также другими белками семейства флави-
новых оксидаз, имея характерную укладку из 
восьми чередующихся α-спиралей и параллель-
ных β-листов [18]. На рисунке, Б, В представле-
на стуктура avLOX.

Строение активного центра ниже описано на 
примере avLOX (рисунок, Г). Активный сайт 
avLOX схож с активными сайтами других фер-
ментов из семейства оксидаз α-гидроксикислот 
[20]. Шесть аминокислотных остатков (Tyr40, 
Tyr146, Arg181, Tyr215, His265, Arg268) образуют ак-
тивный центр фермента. Tyr40, Tyr146, Arg181, 
Arg268 и His265 могут образовывать водородные 
взаимодействия с L-лактатом, позиционируя мо-
лекулу субстрата в активном центре. Tyr146 взаи-
модействует с кетогруппой C2 лактата [21]. Arg181 
и Arg268 (высококонсервативные остатки во всех 
ферментах семейства оксидаз α-гидроксикислот) 

образуют ионные связи с обоими атомами кисло-
рода карбоксилатной группы лактата [10]. His265 
принимает протон от молекулы субстрата для по-
следующего прямого переноса гидрид-иона от 
субстрата на FMN [23]. При этом Arg181 и Arg268 
участвуют в стабилизации промежуточного со-
стояния и нейтрализуют отрицательный заряд, 
возникающий в переходном состоянии при удале-
нии протона из положения α-углерода His265 [22]. 
Мутагенез аналогичных остатков аргинина в схо-
жих флавин-зависимых ферментах подтверждает 
важность подобного строения активного центра 
для стабилизации первой полуреакции [30–34]. 
Помимо рассмотренных шести аминокислотных 
остатков, напрямую взаимодействующих с моле-
кулой субстрата, активность фермента опосредо-
ванно зависит от остатков Tyr215, Asp174 и Lys221. 
Tyr215 образует слабую водородную связь с карбо-
нильным атомом кислорода пирувата [21]. Этот 
остаток играет роль в поддержании конфигура-
ции фермента, а также контролирует вход суб-
страта и выход продукта реакции [21]. Кроме 
того, Tyr215 может влиять на селективность реак-
ции [20]. Asp174 и Lys221 увеличивают основность 
His265 для ускорения депротонирования субстра-
та [10, 13]. Остатки Tyr40, Pro93, Gln144, Tyr146, 

Схема реакции, катализируемой лактатоксидазой (А); олигомерная структура лактатоксидазы (PDB 2J6X) 
(Б); структура субъединицы лактатооксидазы (В); строение активного 

центра лактатоксидазы (Г)
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Thr172, Lys241, Asp296, Arg300 и Arg320 участвуют 
в связывании FMN [11].

Влияние аминокислотных замен на свойства 
лактатоксидазы

Абсолютное большинство работ по мутаге-
незу LOX выполнено на примере фермента из 
Aerococcus viridans. Исследования роли отдель-
ных аминокислотных остатков в структуре и 
функции LOX можно условно разделить на сле-
дующие направления: установление механизма 
работы фермента, инженерия его субстратной 
специфичности, повышение термостабильно-
сти, ковалетная модификация поверхности.

Установление механизма работы                   
фермента

Выявление остатков, ответственных за осу-
ществление каталитической функции фермента, 
имеет первостепенную важность для понимания 
механизма катализа. Выбор положения остатков 
для мутагенеза в этом случае, как правило, осно-
вывается на структурных данных: замены вводят-
ся в тех положениях, где аминокислоты очевидно 
или потенциально способны взаимодействовать с 
субстратом, продуктом, кофактором или ключе-
выми остатками активного центра. 

Замена остатков аргинина в положении 181 и 
268 на лизины подтвердила их непосредствен-
ную роль в каталитической функции LOX [22]. 
У мутантной формы Arg181Lys наблюдалось сни-
жение скорости реакции восстановления окис-
ленного флавина в 12 раз по сравнению с диким 
типом фермента, 11-кратное ослабление связыва-
ния лактата и 20-кратное ослабление связывания 
пировиноградной кислоты. Замена Arg268Lys и 
двойная замена Arg181Lys/Arg268Lys приводят к 
существенному снижению скорости восстановле-
ния фермента. В случае замены Arg268Lys ком-
плекс фермент-субстрат не был обнаружен [22]. 
Все это в полной мере согласуется с описанной 
выше способностью Arg181 и Arg268 стабилизиро-
вать переходное состояние фермент-субстратного 
комплекса и компенсировать отрицательный за-
ряд, возникающий на His265 в процессе катализа.

Остаток Tyr191 образует слабую водородную 
связь с Tyr40, который, в свою очередь, входит 
в состав активного центра. Мутантные формы 
Tyr191Phe, Tyr191Leu, Tyr191Ala обладали более 
низкой активностью в сравнении с ферментом 
дикого типа. Изучение их кинетических харак-
теристик позволило установить, что Tyr191 кон-
тролирует выход пирувата из полости фермента, 
синхронизируя этапы высвобождения продукта 

реакции с восстановлением и окислением флави-
на [19]. Другой остаток тирозина Tyr215, располо-
женный в одной и той же петле 4, что и Tyr191, 
имеет схожую функцию, контролируя доступ 
субстрата и выход продукта из активного центра, 
что было подтверждено кинетическими исследо-
ваниями мутантных форм с заменами Tyr215Phe 
и Tyr215His [21]. Остатки Ser175 и Gln269 формиру-
ют микроокружение ключевого каталитического 
остатка His265. Замены Gln269Asn и Gln269Glu 
приводят к существенному снижению активно-
сти avLOX. Замена Ser175Ala привела к повы-
шению активности фермента, вероятно, за счет 
уменьшения pKa His265 [35]. Исходя из структур-
ных данных, можно предположить, что остатки 
Asp174 и Lys221 участвуют в переносе протона от 
молекулы субстрата, по цепочке взаимодействуя с 
His265. Замены Asp174Ala, Asp174His, Lys221Ala, 
Lys221Ser были введены в avLOX для того, чтобы 
экспериментально подтвердить гипотезу о зна-
чимости Asp174 и Lys221 для функционирования 
фермента. Действительно, было выявлено, что 
эти замены приводят к полной потере фермента-
тивной активности [13]. Замена остатков Asn212 и 
Ser178, также находящихся вблизи активного цен-
тра avLOX, на серин и аспарагин соответственно 
привела к потере активности фермента. Сообща-
ется, что эти остатки оказывают влияние на вход 
субстрата в каталитическую полость [13].

Инженерия каталитической функции 
лактатоксидазы

Основным субстратом LOX является лактат, 
который и выступает целевым аналитом для зна-
чительного числа биосенсоров на основе LOX. 
В связи с этим изменение субстратной специфич-
ности по основному субстрату в случае LOX не 
востребовано. Однако LOX зависима от кисло-
рода, и снижение этой зависимости весьма ин-
тересно для биосенсорных приложений. В связи 
с этим в ряде работ предпринимались попытки 
изменить с помощью рационального дизайна 
функцию белка с оксидазной на дегидрогеназ-
ную, т.е. заменить специфичность к кислороду на 
специфичность к другим соединениям, которые 
могли бы выступать в качестве медиатора для пе-
реноса электронов от восстановленного флавина 
к электроду в случае электрохимических биосен-
соров. В предположении, что остаток Ala96 явля-
ется частью гидрофобного канала, связывающего 
кислород, была предложена его замена на лейцин 
[36]. Введение объемного остатка в этом случае 
затруднило проникновение кислорода к активно-
му центру. В результате оксидазная активность 
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avLOX уменьшилась, а сродство фермента к меди-
атору несколько увеличилось [36]. 

В структуре ehLOX была выявлена функция 
Met207 как регулятора доступа кислорода к FMN 
[29]. Этот остаток привлекает внимание тем, что 
существенно меняет свою конформацию в ком-
плексе с D-лактатом. Насыщающий мутагенез в 
положении 207 выявил, что замена Met207Leu 
существенно снижает сродство ehLOX к кислоро-
ду и практически не уменьшает ее активности в 
дегидрогеназной реакции. При этом равнозначная 
замена в avLOX не дает такого же результата [29].

В литературе описана попытка изменения 
функции avLOX в сторону монооксигеназной ре-
акции [37]. Лактатмонооксигеназа (LMO) катали-
зирует реакцию превращения L-лактата в ацетат, 
CO2 и H2O. LMO имеет большое структурное 
сходство с LOX, и в том числе схожую организа-
цию активного центра, включая использование 
FMN в качестве кофактора. Механизмы реакций 
LOX и LMO также близки. Разница между ними 
заключается в том, что после окислительной по-
луреакции молекула пирувата не диссоциирует до 
присоединения кислорода, и поэтому становится 
возможным окислительное декарбоксилирование 
пирувата кислородом [1]. Для изменения функцио-
нала avLOX на основе анализа гомологии оксидаз 
α-гидроксикислот была выбрана замена Ala95Gly 
как характерная для монооксигеназ [37]. Авторы 
предположили, что увеличение полости с обрат-
ной стороны кольца FMN за счет удаления боко-
вой цепи аланина может способствовать более 
длительному пребыванию кислорода в активном 
центре, что и может привести к декарбоксилиро-
ванию пирувата. Однако на практике наблюдалось 
усиление дегидрогеназной активности. Дихлорфе-
нолиндофенол стал субстратом, более предпочти-
тельным, чем кислород. Замена оказала влияние на 
микросреду области C4α-N5 FMN, снижая ее ги-
дрофобность и способствуя образованию водород-
ных связей с флавином. Это снизило реактивность 
мутантного фермента с кислородом. При ухудше-
нии каталитических параметров по отношению к 
лактату фермент стал более реакционноспособен 
с более объемными субстратами. Последнее было 
достигнуто за счет расширения полости активного 
центра. Продукты реакции при этом остались не-
изменными [37].

Повышение термостабильности                              
белка

Несмотря на то, что avLOX обладает доста-
точно высокой температурной стабильностью, 
получение еще более стабильных форм белка 

представляет практический интерес. LOX широ-
ко востребована для получения биосенсоров [38], 
срок хранения которых тем дольше, чем стабиль-
нее фермент. 

Повышения стабильности LOX добиваются в 
основном с помощью направленной эволюции. 
Например, двойная замена Glu160Gly/Val198Ile 
привела к увеличению периода полуинактивации 
avLOX при 70 °C в 20 раз по сравнению с фермен-
том дикого типа [39, 40]. Интересно, что одиноч-
ная замена Val198Ile не внесла значимых измене-
ний в свойства фермента, а замена Glu160Gly не 
повышала стабильность фермента в той же мере, 
как в случае двойной замены. Это означает, что 
выраженный эффект термостабилизации оказал-
ся возможен только лишь при комбинировании 
обеих замен [40]. Авторы работы предположи-
ли, что замена глутамата на глицин в положении 
160 уменьшает электростатическое отталкива-
ние между отрицательными зарядами Glu160 и 
Glu130 в структуре белка. Однако изучение термо-
инактивации пяти вариантов одиночного мутан-
та лактатоксидазы в положении 160 (Glu160Ala, 
Glu160Gln, Glu160His, Glu160Arg и Glu160Lys) 
показало, что объем боковой цепи аминокисло-
ты в этом положении в основном способствует 
термостабильности лактатоксидазы [39]. Меха-
низм аддитивного эффекта замен Glu160Gly и 
Val198Ile остается необъясненным. При этом ки-
нетические свойства двойного мутанта ухудши-
лись в сравнении с ферментом дикого типа: KM 
по отношению к лактату выросла на порядок без 
существенного изменения kкат.. При этом установ-
лено, что на кинетические свойства влияет заме-
на Val198Ile [39]. Эта же группа исследователей, 
приняв за основу для продолжения эксперимен-
тов по направленной эволюции двойной мутант 
Glu160Gly/Val198Ile, получила шеститочечный 
мутант Glu160Gly/Val198Ile/Gly36Ser/Thr103Ser/
Ala232Ser/Phe277Tyr. Удалось добиться повы-
шения термостабильности в 36 раз в сравнении 
с ферментом дикого типа и в два раза в сравне-
нии с avLOX с исходной двойной заменой. Ки-
нетические характеристики варианта с шестью 
заменами не отличались от таковых для формы 
Glu160Gly/Val198Ile [41].

В работе [42] направленная эволюция исполь-
зовалась для поиска положений аминокислотных 
остатков, потенциально оказывающих суще-
ственное влияние на стабильность белка. Затем 
в этих положениях выполнялся насыщающий 
мутагенез с последующим комбинированием по-
лученных вариантов. В общей сложности было 
получено несколько десятков вариантов LOX, 
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для каждого из которых были изучены свойства. 
Наблюдалась значительная отрицательная кор-
реляция между стабильностью и кинетическими 
свойствами белка при простом комбинировании 
замен, найденных направленной эволюцией. 
Результаты насыщающего мутагенеза помогли 
скорректировать замены таким образом, чтобы 
уменьшить негативное влияние на кинетические 
свойства при значительном повышении темпе-
ратурной стабильности. Наиболее интересными 
представляются варианты Asp70Met/Arg141Phe/
Asp164Leu/Phe239Leu, обладающий самый высо-
кой температурной стабильностью, и Asp70Met/
Arg141Phe/Asp164Ile/Phe239Leu, для которого 
потеря активности была минимальной в сравне-
нии с другими термостабильными вариантами 
(17% от специфической активности фермента ди-
кого типа). Повышение термостабильности LOX 
при замене остатка Asp70 на гидрофобные ами-
нокислоты авторы [42] объясняют его близостью 
к гидрофобной области контактирующей субъ-
единицы, т.е. фактически этот эффект объясня-
ется созданием дополнительного гидрофобного 
взаимодействия в межсубъединичном контакте. 
Остаток Asp164, вероятно, ослабляет электроста-
тическое отталкивание между Glu160 и Glu130, де-
стабилизирующий эффект которых уже отмечал-
ся выше. Замены Arg141 и Asp164 на гидрофобные 
аминокислоты приводят к стабилизации белковой 
глобулы за счет возникновения гидрофобных вза-
имодействий между α2 и α3 спиралями белковой 
глобулы. Замена Phe239 способствует формирова-
нию гидрофобных контактов в этой же области, 
что подтверждается аддитивными эффектами 
при комбинировании замен в 141, 164 и 239 по-
ложениях [42].

Рациональный дизайн также применялся для 
повышения температурной стабильности avLOX 
[43]. Поскольку работа была выполнена до полу-
чения реальных трехмерных структур avLOX, 
выбор аминокислотных замен основывался на 
модельной структуре, которая была построена 
на основе глициноксидазы, обладающей 35%-й 
гомологией с avLOX. В качестве предпосылок 
использовали три подхода к стабилизации бел-
ков. Усиление взаимодействий внутри или между 
α-спиралями является одним из них. Предполага-
лось, что замена Ala106Tyr/Lys приведет к усиле-
нию взаимодействий между спиралями α1 и α2 
за счет новых водородных взаимодействий, за-
мена Thr103Glu – к стабилизации спирали α1, а 
замена Trp331Glu – к стабилизации спирали α8 
за счет введения ионных мостиков. Однако на 
практике все эти замены привели к обратному 

эффекту – ухудшению термостабильности фермен-
та. Вторым подходом для стабилизации avLOX яв-
ляется уменьшение дезамидирования аспарагина 
при повышении температуры, поскольку в случае 
дезамидирования образуется отрицательный за-
ряд, потенциально дестабилизирующий молекулу. 
Для этого проводили замену Asn154 на треонин и 
изолейцин. Эти замены не оказали реального эф-
фекта на термостабильность avLOX. Третий под-
ход был основан на стабилизации межсубъеди-
ничного контакта. Замена Ala68 на валин и лейцин 
и замена Arg347 на лейцин должны были привести 
к увеличению гидрофобных взаимодействий. За-
мены Glu272Gln и Glu303Gln были предложены 
для удаления электростатического отталкивания 
между субъединицами. Среди них только по-
следний вариант с заменой Glu303Gln обладал 
более высокой стабильностью, но при этом его 
активность была очень низкой до термической 
обработки. Можно предположить, что причиной 
неудавшихся экспериментов по рациональному 
дизайну является неточность модельной структу-
ры [43].

Ковалентная модификация                             
поверхности

Сайт-направленная ковалентная модификация 
поверхности различными агентами может быть 
востребована для создания биосенсоров. Напри-
мер, для уже упомянутой ранее avLOX с заменой 
Ala96Leu проводили замены ряда остатков на ли-
зин, через который фермент можно модифициро-
вать медиатором электронов N-метилфеназоний 
этилсульфатом (PES) для более эффективного пе-
реноса электрона от FMN [44]. Такая модифика-
ция нужна для разработки биосенсоров с прямым 
трансфером электронов от фермента к электроду. 
Были выбраны несколько полярных остатков на 
поверхности фермента вблизи активного центра: 
Glu26, Glu48, Ser178, Arg183, Glu207 и Asn212. Заме-
ны Glu26Lys, Glu48Lys, Ser178Lys и Asp184Lys 
приводили к инактивации фермента, вероятно, 
из-за неблагоприятных структурных измене-
ний в avLOX. Замены Arg183Lys, Glu207Lys и 
Asn212Lys показали равную или даже более вы-
сокую ферментативную активность по сравнению 
с активностью дикого типа. Особенно интересен 
с практической точки зрения вариант с заменой 
Asn212Lys. Для этой формы наблюдалось суще-
ственное снижение оксидазной активности и уве-
личение дегидрогеназной. Эти эффекты можно 
объяснить формированием электростатического 
взаимодействия между боковой цепью Lys212 и 
боковой цепью Asp184, в результате чего происхо-
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дит изменение положения главной цепи, включая 
аминокислоту Leu211, которая может затруднять 
доступ кислорода к каналу доступа в активный 
центр [44].

Также описана замена Ser218Cys для после-
дующей модификации белка полиэтиленгли-
колем [45]. Остаток Ser218 был выбран, потому 
что находится в низкоконсервативной области в 
подвижной петле в удалении от активного цен-
тра avLOX. Тем не менее, замена его на цистеин 
привела к выраженному ухудшению кинетиче-
ских параметров фермента, а также к ухудше-
нию температурной стабильности [45].

Заключение

Исследования структуры лактатоксидазы 
позволяют глубже понять молекулярные меха-

низмы ее функционирования. Понимание вли-
яния отдельных аминокислотных остатков на 
активность и структуру лактатоксидазы имеет 
решающее значение для разработки улучшен-
ных вариантов LOX. Несмотря на высокую 
практическую значимость LOX и интерес к ним 
как к модельным ферментам группы оксидаз 
α-гидроксикислот, работ по их белковой инже-
нерии не так много. Не в полной мере выявлены 
остатки, оказывающие опосредованное влияние 
на функционирование активного центра. Не ре-
шена проблема ухудшения кинетических пара-
метров LOX при повышении термостабильно-
сти белка. В связи с этим остается актуальным 
дальнейшее исследование взаимосвязи между 
структурой и функцией методами белковой ин-
женерии для лактатоксидазы.
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