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Изучена кинетика реакции цианокобаламина (витамина В12, CNCbl) с восстановленной формой
флавинмононуклеотида (FMNH2) в слабокислой, нейтральной и слабощелочной средах. Показа-
но, что FMNH2 способен восстанавливать CNCbl до кобаламина(II) (Cbl(II)). Установлено, что в
реакции способны участвовать протонированная, моно- и дидепротонированные формы FMNH2.
Механизм реакции включает медленное замещение 5,6-диметилбензимидазольного нуклеотида
молекулой FMNH2, быстрый перенос электрона с FMNH2 на ион Co(III) и последующую диссо-
циацию цианида. Реакция протекает обратимо, что объясняется способностью окисленной формы
FMNH2 (FMN) взаимодействовать с комплексом Cbl(II).
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Кобаламины (витамин B12; Cbl; рис. 1) являют-
ся природными комплексами кобальта с корри-
новым макроциклом, в которых нижнее аксиаль-
ное положение занято атомом азота 5,6-диметил-
бензимидазольного нуклеотида (ДМБИ), а
верхнее различными группами X (H2O, CN–, 
и др.) [1, 2]. Коферментными формами кобала-
минов являются метил-(MeCbl) и аденозилкоба-
ламин (AdoCbl), входящие в состав метионин-
синтазы и метилмалонил-КоА-мутазы, соответ-
ственно [3].

Одной из ключевых стадий внутриклеточной
переработки кобаламинов является их делиган-
дирование с участием CblC-белка [4–6]. Удале-
ние верхних аксиальных лигандов в MeCbl и
AdoCbl, связанных в комплекс с CblC-белком,
включает нуклеофильную атаку Co–C-связи
тиольной группой глутатиона, в результате чего
образуется тиоэфир и Co(I)-форма кобаламина
[7, 8]. Катализируемое CblC-белком децианиро-
вание цианокобаламина (CNCbl) протекает при
участии флавинмононуклеотида (FMN; рис. 1).
FMN переносит электрон с восстановленного
никотинамидадениндинуклеотидфосфата (NA-
DPH) на ион Co(III) [9, 10]. Восстановление ко-
баламина(III) (Cbl(III)) приводит к диссоциации
цианида из комплекса [11]. При участии FMN
также протекает восстановление связанного в
комплекс с CblC-белком аквакобаламина (H2OC-

bl) до Cbl(II) [12]. Показано, что рибофлавин
(Rib) способен катализировать восстановление
H2OCbl до Cbl(II) восстановленным никотина-
мидадениндинуклеотидом (NADH) [12]. Реакция
протекает через образование комплекса с перено-
сом заряда между Rib и NADH и последующее
быстрое взаимодействие комплекса с H2OCbl.
Кроме того, флавины входят в состав редуктазы
метионинсинтазы [13–15], которая восстанавли-
вает неспособный принимать метильную группу
от метилтетрагидрофолата кобаламин(II) до
Cbl(I).

Механизм переноса электрона с NADPH на
CNCbl при участии FMN в настоящее время не
известен. В частности, не установлено, какая
форма FMN непосредственно взаимодействует с
CNCbl и является ли обязательным условием ре-
акции предварительное отщепление ДМБИ от
иона Co(III) для взаимодействия с восстановлен-
ным FMN. С целью установления механизма
процесса в настоящей работе изучена реакция
CNCbl с восстановленной формой FMN
(FMNH2).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Цианокобаламин (CNCbl; 98%; J&K Scientif-

ic), натриевая соль флавинмононуклеотида
(FMN; 73%; J&K Scientific), раствор хлорида ти-
тана(III) в HCl (≥12%; Sigma) использовались без

−
3CH

УДК: 544.43;577.164.16
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дополнительной очистки. Для создания анаэроб-
ных условий через растворы пропускали аргон.
FMNH2 был синтезирован восстановлением
FMN двукратным избытком титана(III) в цит-
ратном буфере (pH 4) в анаэробных условиях.
Аквацианокобинамид получали из CNCbl по ме-
тодике [16].

Буферные растворы (ацетатный, фосфатный и
боратный) были использованы для поддержания
постоянного значения рН в ходе выполнения
экспериментов.

Спектрофотометрические исследования вы-
полнялись на термостатируемом (± 0.1°C) спек-
трофотометре Cary 50 в герметичных кварцевых
кюветах при 37.0°C. Кинетика реакции CNCbl с
FMNH2 контролировалась по изменению опти-
ческой плотности при 550 нм, соответствующей
максимуму поглощения CNCbl, где поглощение
FMNH2 и FMN выражено слабо. Эксперимен-
тальные данные были проанализированы с помо-
щью программного обеспечения Origin 7.5.

Значения рН растворов определялись с помо-
щью pH-метра Мультитест ИПЛ-103 (СЕМИ-
КО), оснащенного электродом ЭСК-10601/7 (Из-
мерительная техника). Электрод предварительно

был откалиброван с использованием стандарт-
ных буферных растворов (рН 1.65–12.45).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Добавление FMNH2 к CNCbl приводит к из-
менениям в электронном спектре поглощения
(ЭСП), представленным на рис. 2. Наблюдается
падение максимума при 550 нм, соответствующе-
го CNCbl, и рост поглощения в диапазоне 375–
501 нм, что объясняется накоплением в растворе
Cbl(II), имеющего максимум поглощения при
475 нм (рис. 3а) [17], и FMN, поглощающего при
445 нм (рис. 3б). ЭСП, полученный в результате
вычитания из спектра смеси продуктов реакции
спектра FMN (рис. 3а), показывает наличие мак-
симума при 475 нм, что подтверждает присут-
ствие в системе Cbl(II), а также наблюдается пик
при 550 нм, характерный для исходного CNCbl.
Это свидетельствует о том, что восстановление
CNCbl в Cbl(II) протекает не полностью, что мо-
жет быть связано с обратимостью процесса. Пол-
ное превращение CNCbl в Cbl(II) не наблюдается
и в присутствии десятикратного избытка FMNH2
по отношению к CNCbl.

Рис. 1. Структурные формулы цианокобаламина (I) и флавинмононуклеотида (II).
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Изучена кинетика реакции CNCbl с FMNH2.
Типичная кинетическая кривая, полученная в
присутствии десятикратного избытка FMNH2 по
отношению к CNCbl, приведена на рис. 4. Она
описывается уравнением экспоненты, что гово-
рит о первом порядке реакции по CNCbl. Зависи-
мость начальной скорости реакции (r0) от кон-
центрации FMNH2 линейна и проходит через на-
чало координат (рис. 5), что указывает на первый
порядок реакции по FMNH2.

Делением тангенса угла наклона зависимости
r0 от [FMNH2] на начальную концентрацию
CNCbl получены константы скорости (k') в диа-

пазоне pH от 4.5 до 9.2. Зависимость k' от pH име-
ет вид S-образной кривой в диапазоне рН от 4.5
до 8.0, а при рН > 8.0 наблюдается дальнейший
рост k' (рис. 6). Кислотно-основные свойства
CNCbl не меняются в этом диапазоне pH, тогда
как FMNH2 участвует в нейтральной среде в рав-
новесии:

(1)

т.е. происходит депротонирование N1–H-группы
молекулы FMNH2. Депротонирование N3–H-
группы протекает в сильнощелочной среде (pKa
около 14 при 15°С), тогда как депротонирование
N5–H-группы в водной среде маловероятно [18].

Таким образом, в реакции с CNCbl могут при-
нимать участие формы FMNH2 с протонирован-
ными N1- и N3-атомами азота (I), с депротониро-
ванным N1- и протонированным N3-атомом азота
(II) и с депротонированными N1- и N3-атомами
азота (III). С учетом этих реакций получено урав-
нение:

(2)
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Рис. 2. ЭСП, записанные в ходе реакции CNCbl (5.0 ×
× 10–5 M) с FMNH2 (2.0 × 10–4 M) при рН 6.8, 37.0°С.
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Рис. 3. ЭСП смеси продуктов реакции CNCbl (5.0 × 10–5 M) с FMNH2 (1,а; 2.0 × 10–4 M), смеси продуктов реакции
CNCbl (5.0 × 10–5 M) с FMNH2 (2.0 × 10–4 M) после вычета поглощения FMN (2,а), CNCbl (3,а; 5.0 × 10–5 M), Cbl(II)
(4,а; 5.0 × 10–5 M), FMN (1,б; 7.0 × 10–5 M) и FMNH2 (2,б; 7.0 × 10–5 M) при рН 7.0, 25.0°С.
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где k1, k2 и k3 – константы скорости для реакций
CNCbl с I, II и III формами FMNH2, соответ-
ственно, л/(моль с); Ka1 и Ka2 – константы иони-
зации N1–H- и N3–H-групп соответственно,
л/моль. С использованием этого уравнения бы-
ли получены следующие значения: k1 = (0.7 ±
± 0.2) л/(моль с); k2 = (7.4 ± 0.5) л/(моль с);
pKa1 = (6.5 ± 0.1) (37.0°C). Надежные значения k3
и pKa1 не были получены.

Проведено сравнение реакций FMNH2 с
CNCbl и аквацианокобинамидом, безнуклео-
тидным производным CNCbl. В случае аквациа-
нокобинамида реакция с FMNH2 приводит к
образованию кобинамида(II) и FMN и протека-
ет в момент смешивания реагентов, т.е. отщеп-
ление ДМБИ при связывании CblC-белком су-
щественно облегчает децианирование CNCbl.
Вероятно, это объясняется наличием в молекуле
аквацианокобинамида лабильной молекулы во-
ды, которая легко замещается молекулой
FMNH2, после чего происходит перенос элек-
трона.

Известно, что электрохимическое восстанов-
ление CNCbl протекает двухэлектронно до Co(I)
[1]. Поскольку электродный потенциал для пары
CNCbl/Cbl(I) (–0.76 В по стандартному водород-
ному электроду в смеси диметилсульфоксид/изо-
пропанол при 22°C [11]) значительно ниже потен-
циала пары FMN/FMNH2 (–0.21 В по стандарт-
ному водородному электроду при 20°С, pH 7 [19]),
внешнесферный перенос электрона с FMNH2 на
CNCbl маловероятен.

Ранее установлено, что взаимодействие CNCbl
с дитионитом и гидроксиметансульфинатом про-
текает через лимитирующую стадию диссоциа-

ции ДМБИ и последующее более быстрое связы-
вание восстановителя и перенос электрона [20].
Вероятно, в случае реакции CNCbl с FMNH2 пер-
вой стадией является медленная диссоциация
ДМБИ, после чего протекает более быстрое свя-
зывание FMNH2. Протекание реакции через дис-
социацию цианида маловероятно из-за чрезвы-
чайно высокой константы связывания его коба-
ламином(III) [21]. В результате последующего
переноса электрона образуются Co(II)-форма
CNCbl и семихинон FMN. Далее Co(II)-форма
CNCbl распадается до Cbl(II) и CN–, а семихинон

Рис. 4. Пример кинетической кривой реакции между
CNCbl (5.0 × 10–5 M) и FMNH2 (5.0 × 10–4 M) при рН
6.8, 37.0°С.

0.21

0.24

0.27

0.30

0.33

0.36

0.39
A550

0.18
0 500 1000 1500 2000

�, c

Рис. 5. Зависимость начальной скорости реакции (r0)
между CNCbl (5.0 × 10–5 M) и FMNH2 от [FMNH2]
при рН 6.8, 37.0°С.
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FMN неустойчив в нейтральной среде и диспро-
порционирует до FMN и FMNH2 [22, 23]. Таким

образом, взаимодействие CNCbl с FMNH2 мож-
но представить схемой:

Поскольку восстановление CNCbl до Cbl(II)
при участии FMNH2 протекает не полностью, то
можно предположить, что Cbl(II) способен окис-
ляться флавинмононуклеотидом до Cbl(III). Од-
нако добавление FMN к Cbl(II) не сопровождает-
ся изменениями в ЭСП. Вероятно, для протека-
ния реакции требуется предварительная
координация CN– на Cbl(II), которая снижает
электродный потенциал пары Co(III)/Co(II). Су-
ществование комплекса Cbl(II) с CN– показано
ранее [11]. Подобное поведение наблюдалось ра-
нее в реакции дегидроаскорбиновой кислоты с
Cbl(II) [24] в присутствии глутатиона: в отсут-
ствие глутатиона реакция не протекает, а в его
присутствии происходит образование Co(III)-
глутатионильного комплекса и аскорбиновой
кислоты.

Таким образом, в данной работе установлено,
что восстановленная форма флавинмононуклео-
тида способна восстанавливать цианокобаламин
до кобаламина(II). Механизм процесса включает

медленную диссоциацию 5,6-диметилбензими-
дазольного нуклеотида, последующую быструю
координацию FMNH2 на ионе Co(III) и перенос
электрона. Образующаяся Co(II)-форма связыва-
ет цианид более слабо, что приводит к его диссо-
циации из комплекса. В реакции могут прини-
мать участие как протонированная форма
FMNH2, так и депротонированные формы по
N1- и N3-атомам. Реакция протекает обратимо,
что объясняется способностью FMN окислять
комплекс кобаламина(II) до Cbl(III). Установле-
но, что аквацианокобинамид (безнуклеотидное
производное CNCbl) восстанавливается FMNH2
до кобинамида(II) со значительно более высокой
скоростью чем CNCbl.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 19-73-
00147).
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