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Спектрофотометрическим методом и с использованием моделирования кинетических кривых в соот-
ветствии с предложенным механизмом в программе ChemMech изучены реакции аква-, метил-, циано-
, сульфито-, глутатионилкобаламинов, кобаламина(II) и аквагидроксокобинамида с диазениумдиола-
том диэтиламина (DEANONO) при рН 7.4, 25.0°C. Показано, что реакции метил-, циано- и сульфито-
кобаламинов с DEANONO не протекают. Реакция аквакобаламина с DEANONO не приводит к образо-
ванию нитрозилкобаламина (NOCbl) из-за относительно быстрого разложения DEANONO и медлен-
ного взаимодействия между исходными реагентами. Установлено, что глутатионилкобаламин
превращается в NOCbl за счет взаимодействия с оксидом азота (II), выделяющимся при разложении
DEANONO, и в ходе переноса нитроксила молекулы DEANONO на ион Co(III). Кобаламин(II) пере-
ходит в NOCbl за счет быстрого связывания NO, выделяющегося при разложении DEANONO. Показа-
но, что реакция аквагидроксокобинамида с DEANONO включает быструю координацию DEANONO
на ионе Co(III) и более медленный распад комплекса до нитрозилкобинамида и других продуктов.
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Кобаламины (Cbls) являются самыми распро-
страненными в природе комплексами кобальта,
принимающими участие в различных биологиче-
ских процессах: биосинтезе метионина, изомери-
зации и дегалогенировании органических суб-
стратов и др. [1–4]. Наиболее важными биологиче-
скими формами кобаламинов являются метил-,
аденозил-, аква-, сульфито- и глутатионилкоба-
ламины [5]. Одноэлектронно восстановленный
кобаламин (кобаламин(II), Cbl(II)) является од-
ной из его биологических форм, которая образу-
ется in vivo в ходе внутриклеточной переработки
кобаламинов CblC-белком [6], взаимодействия
аквакобаламина с различными восстановителями
[7], гомолиза Co–C-связи в аденозилкобаламин-
зависимых ферментах [2] и других реакциях.
Cbl(II) обладает высокой реакционной способно-
стью по отношению к оксиду азота (II), образуя
при этом нитрозилкобаламин (NOCbl) [8]. Обра-
зование NOCbl протекает in vivo при инактива-
ции метилмалонил-КоА-мутазы оксидом азота
(II) [9]. Кроме того, NOCbl накапливается в ре-
зультате взаимодействия Co(I)-формы Cbl, свя-
занной с CblC-белком, с нитритом [10]. NOCbl
образуется также в результате реакции аквакоба-
ламина (H2OCbl) с солью Анджели [11], кислота-
ми Пилоти [12], глутатионилкобаламина с окси-
дом азота (II) [13] и Cbl(II) с нитрозотиолами [14].

NOCbl является продуктом реакции H2OCbl c
диазениумдиолатами (NONO-атами) [15]. NO-
NO-аты в нейтральной и кислой средах обладают
низкой стабильностью: в результате протониро-
вания одна молекула NONO-ата выделяет две мо-
лекулы NO [16, 17]. Это объясняет их широкое
применение в качестве доноров NO [18, 19]. Ранее
реакция H2OCbl c NONO-атами была изучена в
щелочной среде [15]. Она протекает с низкой ско-
ростью и включает перенос нитроксильного
фрагмента (NO–) на ион Co(III) через промежу-
точное образование комплекса между Cbl(III) и
NONO-атом. Неизвестно, однако, протекает ли
реакция кобаламинов с NONO-атами при фи-
зиологическом значении pH. В настоящей рабо-
те исследовано взаимодействие H2OCbl, метил-
(MeCbl), циано-(CNCbl), сульфито-(SO3Cbl),
глутатионилкобаламинов (GSCbl), Cbl(II) и ак-
вагидроксокобинамида (безнуклеотидного про-
изводного H2OCbl; (H2O)(HO–)Cbi) с NONO-
атом диэтиламина (DEANONO) при pH 7.4.
(H2O)(HO–)Cbi является моделью base-off формы
Cbl (формы с диссоциированным нуклеотидным
фрагментом), которая образуется при связыва-
нии кобаламинов некоторыми белками (рис. 1)
[1–3, 6].
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Гидроксокобаламин гидрохлорид (Sigma-Al-
drich, ≥98%), CNCbl (J&K Scientific; 98%), MeCbl
(J&K Scientific; 99%), натриевая соль DEANONO
(Sigma-Aldrich; ≥97%), глутатион (GSH, J&K Sci-
entific; 99%), сульфит натрия (Ленреактив; 99%)
использовались без дополнительной очистки.
Для создания анаэробных условий через раство-
ры пропускали аргон. GSCbl, SO3Cbl и Cbl(II) бы-
ли синтезированы смешиванием в анаэробных
условиях H2OCbl c эквимолярным количеством
GSH, Na2SO3 и NaBH4 соответственно; (H2O)
(HO–)Cbi был получен из CNCbl [20].

Для поддержания постоянного значения рН в
ходе выполнения экспериментов использовался
фосфатный буферный раствор (0.1 моль/л). Зна-
чения рН растворов определялись с помощью
pH-метра Мультитест ИПЛ-103 (СЕМИКО),
оснащенного электродом ЭСК-10601/7 (Измери-
тельная техника). Электрод предварительно был
откалиброван с использованием стандартных бу-
ферных растворов (рН 1.65–12.45).

Спектрофотометрические исследования вы-
полнялись на термостатируемых (±0.1°C) спек-
трофотометрах Cary 50 и Shimadzu UV 1800 в гер-
метичных кварцевых кюветах в анаэробных усло-
виях при 25.0°C. Экспериментальные данные
были проанализированы с помощью программ-
ного обеспечения Origin 9.1. Обработка кинетиче-
ских кривых в соответствии с предложенной по-

следовательностью стадий выполнялась с ис-
пользованием программы ChemMech.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Добавление DEANONO к раствору H2OCbl и
последующая выдержка в течение 30 мин не при-
водит к изменениям в электронном спектре по-
глощения (ЭСП; рис. 2). При рН 7.4, 25.0°С для
реакции разложения DEANONO (реакция 1) вре-
мя полуреакции составляет t1/2 = 10 мин [21]. Та-
ким образом, отсутствие изменений в ЭСП мож-
но объяснить низкой скоростью реакции между
DEANONO и H2OCbl и быстрым разложением
DEANONO. Отсутствие изменений в ЭСП на-
блюдалось и в случае добавления DEANONO к
MeCbl, CNCbl и SO3Cbl

(1)

Взаимодействие DEANONO с GSCbl приводит к
убыли максимума при 560 нм и появлению пика при
484 нм в ЭСП (рис. 3), соответствующего NOCbl [8].
Известно, что GSCbl реагирует с NO c образованием
NOCbl (2) [13]. Константа скорости для этой реак-
ции составляет 2.8 × 103 л/(моль с) (pH 7.0) [13]. Ки-
нетические кривые для реакции DEANONO с GSCbl
показаны на рис. 4. Включение стадий (1) и (2) в мо-
дель для обработки кинетических кривых (рис. 4) не
приводило к удовлетворительной обработке экспе-
риментальных данных: коэффициент корреляции
составлял 0.917, а среднеквадратичное отклонение

− → +2 5 2 2 5 2( ) ( )C H N NONOH C H NH 2NO.

Рис. 1. Структурные формулы кобаламинов (I; X = H2O, , CN– и др.) и натриевой соли NONO-ата диэтиламина (II).
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– 0.116. Улучшение обработки кинетических кри-
вых было достигнуто включением в модель стадии
(3), помимо стадий (1) и (2). В этом случае коэффи-
циент корреляции равен 0.998, а среднеквадратич-
ное отклонение – 0.017. Определена константа ско-
рости для стадии (3): k = (30 ± 1) л/(моль с) (pH 7.4,
25.0°C). Таким образом, GSCbl способен реагиро-
вать не только с NO, но и с DEANONO, в результате
чего происходит перенос нитроксила (NO–) на ион
Co(III), что ранее было отмечено для реакции
H2OCbl с NONO-атами в щелочной среде [15]

(2)

(3)

Изучена реакция Cbl(II) c DEANONO. В этом
случае взаимодействие приводит к убыли пиков
при 312 и 475 нм, а ЭСП продукта соответствует
NOCbl (рис. 5). Форма кинетических кривых
близка к линейной (рис. 6), что можно объяснить
медленным разложением DEANONO (1) и значи-
тельно более быстрым связыванием выделяющего-
ся NO кобаламином(II) (4); k = 7.4 × 108 л/(моль с)
при рН 7.4, 25.0°С [8]. Наличие стадий (1) и

(4)
в механизме реакции Cbl(II) с DEANONO подтвер-
ждено также хорошим соответствием эксперимен-
тальных данных кривым, полученным в результате
обработки кинетических кривых в программе Chem-
Mech (рис. 6): коэффициент корреляции составляет
0.999, а среднеквадратичное отклонение – 0.016.

Установлено, что реакция (H2O)(HO–)Cbi с
DEANONO сопровождается появлением в ЭСП

+ → +GSCbl NO NOCbl 1/2GSSG,

−

+ →
→ + +

–
2 5 2

2 5 2

GSCbl C H N–NONO

NOCbl GS C H N

( )

( ) –NO.

+ →NO Cbl II( ) NOCbl

максимума при 466 нм, соответствующего нитро-
зилкобинамиду (NOCbi; рис. 7) [22]. Продукт ре-
акции также включает слабовыраженные макси-
мумы при 349 и 500–530 нм, соответствующие ис-
ходному (H2O)(HO–)Cbi, что можно объяснить
неполным превращением (H2O)(HO–)Cbi в NOC-
bi из-за разложения DEANONO в ходе реакции

(5)
+ →

→ + + +

– –
2 2 5 2

–
2 5 2 2

H O HO Cbi C H N – NONO

NOCbi C H N–NO HO

( )( ) ( )

( H) O;

Рис. 2. Электронные спектры поглощения, записанные
для смеси H2OCbl (5.0 × 10–5 моль/л) с DEANONO
(1.0 × 10–3 моль/л) в течение 30 мин при рН 7.4, 25.0°С.
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Рис. 3. Электронные спектры поглощения: 1 – GSCbl
(5.0 × 10–5 моль/л) и 2 – продукта его реакции с
DEANONO (5.0 × 10–4 моль/л) при рН 7.4, 25.0°С.
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Рис. 4. Кинетические кривые реакции GSCbl (5.0 ×
× 10–5 моль/л) c DEANONO (1 – 2.0, 2 – 5.0, 3 – 8.0,
4 – 1.0, 5 – 1.2 моль/л × 104) при рН 7.4, 25.0°С.
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(6)

(7)

(8)

Пример кинетической кривой реакции
(H2O)(HO–)Cbi с DEANONO приведен на рис. 8.
Для обработки кинетических кривых в модель ре-
акции были включены стадии (1) и (5). В этом
случае коэффициент корреляции равен 0.999, а
среднеквадратичное отклонение – 0.015. В ре-
зультате обработки для реакции (5) были получе-
ны константы скорости (k'), значение которых за-
висит от начальной концентрации DEANONO
(рис. 9). Форму зависимости k' от [DEANONO]0
можно объяснить протеканием реакции (5) через
стадии быстрого образования комплекса между
(H2O)(HO–)Cbi и DEANONO (6) и его более мед-
ленного распада до NOCbi и других продуктов (7).
Зависимость k' от [DEANONO]0 можно описать
уравнением (8), где K – константа равновесия для
реакции (6), л/моль, kdec – константа скорости
для реакции (7), 1/с. В результате обработки зави-
симости, представленной на рис. 9, уравнением
(8) получены значения K = (1.5 ± 0.1) × 103 л/моль
и kdec = (9.2 ± 0.3) × 10–3 c–1 (25.0°C, pH 7.4).

Таким образом, в работе установлено, что ме-
тил-, циано- и сульфитокобаламины не взаимо-
действуют с NONO-атом диэтиламина при рН

+ ↔
↔ +

– –
2 2 5 2

– –
2 5 2 2

( )( ) ( )

((

H O HO Cbi C H N–NONO

C H N–NONO HO Cb) ) i( H) O;

→
→ + +

– –
2 5 2

–
2 5 2

( C H N–NONO HO Cbi

NOCbi C H N–NO

( ) )( )

) HO( ,

=
+

dec

0

' .
1 [DEANONO]

k Kk
K

7.4, 25.0°С. В случае аквакобаламина реакция при
рН 7.4 также не приводит к образованию нитро-
зилкобаламина, что объясняется быстрым распа-
дом DEANONO и низкой скоростью реакции
между H2OCbl и DEANONO. Реакции глутатио-
нилкобаламина, кобаламина(II) и аквагидроксо-
кобинамида с DEANONO приводят к образова-
нию соответствующих нитрозильных комплек-
сов. В случае глутатионилкобаламина процесс

Рис. 5. Электронные спектры поглощения: 1 – Cbl(II)
(5.0 × 10–5 моль/л) и 2 – продукта его реакции с
DEANONO (4.0 × 10–4 моль/л) при рН 7.4, 25.0°С.
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Рис. 6. Кинетические кривые реакции Cbl(II) (5.0 ×
× 10–5 моль/л) c DEANONO (1 – 0.7, 2 – 1.3, 3 – 2.0,
4 – 2.7, 5 – 4.0 моль/л × 104) при рН 7.4, 25.0°С. Экс-
периментальные данные и результат их обработки
программой ChemMech показаны символами и ли-
ниями соответственно.
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Рис. 7. Электронные спектры поглощения
(H2O)(HO–)Cbi (5.0 × 10–5 моль/л) после смешива-
ния с DEANONO (2.0 × 10–3 моль/л; 1) и продукта
этой реакции (2) при рН 7.4, 25.0°С.
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протекает по двум параллельным маршрутам: че-
рез (i) взаимодействие GSCbl c NO, выделяю-
щимся в результате разложения DEANONO, и (ii)
перенос нитроксильного фрагмента с DEANO-
NO на ион Co(III). Процесс с участием Cbl(II)
включает связывание NO, выделяющегося в ходе

разложения DEANONO. Реакция между
(H2O)(HO–)Cbi и DEANONO протекает через
быструю координацию DEANONO на ионе
Co(III) и последующий более медленный распад
комплекса до NOCbi и других продуктов.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 21-73-10057;
https://rscf.ru/project/21-73-10057/). Исследова-
ние проведено с использованием ресурсов Цен-
тра коллективного пользования научным обору-
дованием ИГХТУ (при поддержке Минобрнауки
России, соглашение № 075-15-2021-671).
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Рис. 8. Кинетическая кривая реакции (H2O)(HO–)Cbi
(5.0 × 10–5 моль/л) с DEANONO (2.0 × 10–3 моль/л)
при рН 7.4, 25.0°С (символы) и результат ее обработ-
ки программой ChemMech (линия). Эксперимен-
тальные данные и результат их обработки програм-
мой ChemMech показаны символами и линиями со-
ответственно.
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Рис. 9. Зависимость констант скорости, полученных в
результате обработки кинетических кривых реакции
между (H2O)(HO–)Cbi и DEANONO программой
ChemMech, (k') от начальной концентрации
DEANONO при рН 7.4, 25.0°С (точки) и ее обработка
уравнением (8) (линия).
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