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Показано, что никотинамидные коферменты (НАДФН, НАДН, НАДФ+, НАД+) способны
генерировать супероксид-анионы (О2

─●)  в щелочной среде. Супероксидгенерирующая активность
коферментов проявляется при высоком значении рН и чувствительна к СОД. Однако сам
никотинамид, который является функциональной частью молекул коферментов, не обладает таким
свойством. Проведенные полярографические исследования показали, что в присутствии
коферментов наблюдается потребление молекулярного кислорода из буфера, т.е. происходит
активация кислорода, связанная с образованием О2

─●.  На основании полученных результатов и
литературных данных предложен механизм возникновения О2

─●  через путь образования аддуктов
никотинамида, входящего в состав молекулы кофермента, и гидроксильных анионов (ОН−).
Возможно, что в щадящих условиях в организме исследованные коферменты, выполняя свои
основные функции, при необходимости могут генерировать и супероксид, т.е. быть сигнальными
молекулами.
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Ранее нами было обнаружено, что никотина-

мидные коферменты НАДФН, НАДН, НАДФ+ и

НАД+ как в восстановленной, так и в окисленной

формах способны с разной эффективностью ге-

нерировать супероксид-анионы в щелочной сре-

де [1]. Электронодонором в этом процессе, оче-

видно, является молекула кофермента. Необхо-

димое условие – высокая величина рН. Однако

для существования супероксида и его идентифи-

кации необходимы именно такие условия, кото-

рые и создаются в различных методиках для обна-

ружения О2
─●  [1, 2]. Используя такой подход, мы

выявили образование супероксида в реакции

«глюкоза–глюкозооксидаза» [2]. Таких данных в

литературе не было и считалось, что продуктом

реакции является только пероксид водорода. Мы

показали, что в этой реакции может происходить

и одноэлектронное восстановление молекуляр-

ного кислорода. 

Обнаруженная супероксидгенерирующая ак-
тивность коферментов в доступной литературе не
описана; в обзорных статьях 2016 и 2023 гг., где
перечисляются различные системы генерации су-
пероксида, никотинамидные коферменты не
представлены [3, 4]. 

Настоящая работа является продолжением на-
ших исследований [1]. Феномен выявляется в ще-
лочной среде, величина рН которой не может
быть в условиях клетки и организма. Однако факт
наличия такой активности дает возможность
предположить, что в щадящих условиях, в живой
системе, где физиологическая температура суще-
ственно выше, чем в экспериментах in vitro, про-

цесс генерации О2
─●  может иметь место. Иные

факторы, в том числе изменение рН, вероятно,
может приводить к образованию супероксида мо-
лекулами коферментов в клетке.

НАД+ и НАДН, НАДФ+ участвуют во многих
клеточных процессах, не связанных с окисли-
тельно-восстановительными реакциями [5–7]. В
то же время способность этих соединений обра-
зовывать аддукты с различными ионами, в том

Сокращения: НСТ – нитросиний тетразолий, СОД –
супероксиддисмутаза. 
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числе и с гидроксильным анионом ОН–, может

иметь функциональное значение [8], но какое

именно не обсуждается.  

Известно, что функционально активная часть

молекулы кофермента в окислительно-восстано-

вительных реакциях – никотинамид (рис. 1) [9].

Химизм окислительно-восстановительного про-
цесса с участием кофермента представлен на
рис. 2. 

Полученные в настоящей работе результаты
показывают, что только никотинамидные кофер-
менты, но не молекула никотинамида способны
создавать супероксидные анион-радикалы. В
предыдущей работе [1] было сделано предполо-
жение, что именно молекула кофермента и явля-
ется электронодонором. Но был неясен механизм
этого процесса, т.е. как это «работает». 

Цель настоящего исследования – выяснить
механизм супероксидгенерирующей активности
коферментов. Были проведены спектральные и
полярографические исследования. Полученные
результаты и литературные данные позволили

Рис. 1. Структурная формула никотинамида [9].

Рис. 2. (а) – Окислительно-восстановительный процесс с участием никотинамидных коферментов в общем виде;
(б) – структурные формулы окисленной и восстановленной форм коферментов [9].
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предположить механизм этого феномена и объяс-
нить, почему обнаруженное свойство характерно
как для восстановленных, так и для окисленных
форм коферментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Кинетические исследования проводили на
спектрофотометре UVIKON 923 Double Beam
UV/VIS Spectrophotometer (Kontron instruments,
Италия) в односантиметровой кювете в режиме
time Driver в течение 5–10 мин при длине волны
560 нм в 0.2 М карбонатном буфере при заданных
значениях рН, температура (комнатная или иная)
указана в подрисуночных подписях. В работе так-
же использовали спектрофотометр Specord
UV/VIS (Carl Zeiss Jena, Германия) с компьютер-
ной регистрацией. В буфер вносили исследуемые
вещества: никотинамид, никотинамидные ко-

ферменты (НАДФН, НАДН, НАДФ+, НАД+).
Нитросиний тетразолий (НСТ) в концентрации
0.05 или 0.075 мМ присутствовал во всех пробах. В
некоторых экспериментах после записи кинети-
ки реакции содержимое спектрофотометриче-
ской кюветы переносили в пробирки с плотно за-
крывающейся пробкой, чтобы изолировать от
кислорода воздуха, и оставляли на продолжитель-
ное время. Наблюдали появление или отсутствие
окрашенных продуктов. 

Опыты с разной концентрацией коферментов
проводили, используя пробы после записи спек-
тров. Из этих проб, где в 2 мл воды находится ве-
щество с заданной концентрацией, отбирали 1 мл
раствора, вносили 0.05 мМ НСТ и добавляли 1 мл
0.2 М карбонатного буфера, рН 10.9. Регистриро-
вали кинетику образования диформазана фото-
метрически при длине волны 560 нм и температу-
ре 32°С. Таким образом, в кювете в 0.1 М карбо-
натном буфере находилась половина
исследуемого вещества, которое присутствовало
в кювете при регистрации спектра. 

Супероксидгенерирующую активность иссле-
дуемых соединений представляли как скорость
реакции и рассчитывали изменение величины
оптической плотности при длине волны 560 нм в
единицу времени (за 1 мин) на линейном участке
кривой. В случае если кинетика имеет гиперболи-
ческий характер, брали для расчета начальный
участок кривой. Выявленные различия активно-
сти исследуемых соединений сохранялись и в том
случае, когда за интервал времени принимали
5 мин.

Полярографические исследования проводили
на установке с закрытым платиновым электродом
Кларка в термостатированной кювете объемом
1 мл с фиксированной скоростью перемешива-
ния при температуре 32°С. Использовалась си-
стема автоматической регистрации потребления

кислорода: АЦП и программное обеспечение.
Условия проведения реакции такие же, как и в
спектрофотометрических исследованиях с неко-
торой детализацией, указанной в подписях к ри-
сунку. Для сравнения были поставлены экспери-
менты с супероксидгенерирующей модельной
системой автоокисления адреналина в щелочной
среде. Реакцию проводили согласно протоколу,
разработанному нами ранее [10] и описанному в
работе [2], однако рН буфера подняли до 10.9, как
в спектрофотометрических экспериментах. Реак-
цию начинали внесением в кювету 0.23 мМ адре-
налина гидрохлорида. Также были поставлены
опыты с сульфитом натрия (Na2SO3), который

вносили в кювету в сухом виде на шпателе.

После полярографической регистрации содер-
жимое из кюветы переносили в пробирки с плот-
но закрывающейся пробкой и добавляли НСТ.
Визуально наблюдали образование или отсут-
ствие окраски. 

Реактивы. В работе использовали следующие
реактивы: никотинамид (Alllichem, Германия);

НАД+ (Sigma, США; «Диа-М», Россия); НАДФН,

НАДФ+, НАДН (Reanal, Венгрия; Sigma-Aldrich,
Fluka); СОД (супероксиддисмутаза, КФ 1.15.1.1,
3.35 units/мг белка, Sigma, США); Na2CO3, нит-

росиний тетразолий (Sigma, США; «Диа-М»,
Россия), NaHCO3 (J. T. Baker, Голландия); фар-

макопейную форму 0.1% адреналина гидрохлори-
да Московского эндокринного завода. Сульфит
натрия – отечественный препарат.

Во всех экспериментах восстановленные фор-
мы пиридиннуклеотидов, НАДН и НАДФН,
спектрально проверяли на наличие пика при дли-
не волны 340 нм. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием t-критерия Стьюдента в
программе Microsoft Excel: определяли среднее
значение (M), стандартное отклонение (SD).
Представленные графики являются конкретны-
ми экспериментальными кривыми из типичных
многократно полученных при четырех-шести па-
раллельных измерениях в каждом опыте.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что никотинамидные
коферменты способны в щелочной среде генери-
ровать супероксид-анионы. Согласно величине

скорости генерации О2
─●  был представлен ряд ак-

тивности этих соединений: НАДФН > НАДН ≥

≥ НАДФ > НАД [1]. 

В настоящей работе продолжено исследование 
этого феномена. Важно было изучить поведение 
никотинамида, функционально активной части 
молекулы кофермента. На рис. 3 показаны полу-
ченные результаты. Никотинамид не проявил су-
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пероксидгенерирующую активность при рН 10.6
и 11.3, регистрация 5 мин и еще 5 мин (кривые 1 и
2, кривые 3 и 4), а также и при более высокой кон-
центрации вещества – 3 мМ, рН среды 11.3 (кри-
вая 5). В этих же условиях (при рН 11.3) в присут-

ствии кофермента НАДФ+ в концентрациях 0.5 и
1.5 мМ (кривые 6 и 7) регистрировали образова-
ние диформазана, продукта восстановления
НСТ. Пробы с никотинамидом, соответствую-
щие записи кривых 1–5, были перенесены в про-
бирки на более продолжительную экспозицию
(см. раздел «Материалы и методы»). В продолже-
нии 20 ч не наблюдали образования цветной
окраски, т.е. никотинамид не создает суперокси-
ды. 

Величина рН – необходимый параметр для
проявления супероксидгенерирующей активно-
сти кофермента. Кинетика реакции образования

О2
─●  в присутствии НАДФН при разных значени-

ях рН показана на рис. 4, табл. 1 представлены
данные рассчитанной скорости процесса. 

На рис. 5 представлены результаты экспери-
мента с разными концентрациями НАДФН; по-
становка опыта детально описана в разделе «Ма-
териалы и методы», и процесс происходит при
более высокой температуре (32°С). В этих услови-
ях образование супероксида наблюдалось при бо-
лее низких концентрациях кофермента. 

На рис. 6 показано ингибирующее действие

СОД на процесс генерации О2
─● коферментом

НАДФ+ (кривая 1). Скорость реакции в течение
первой минуты снижается на 66.7%, и кинетика
становится линейной в сравнении с контролем,

где в пробе только буфер и НАДФ+ (кривая 2).
Эффект СОД наблюдался и в предыдущих опытах
с использованием НАДН [1]. 

Ранее нами было высказано предположение,
что супероксидгенерирующая активность, оче-
видно, связана со структурными перестройками
никотинамида в составе молекулы кофермента,
что и приводит к высвобождению электрона, ко-
торый далее используется для восстановления
молекулярного кислорода [1]. Иначе говоря, до-
нором электронов является именно молекула ко-
фермента, сам же никотинамид, как показано вы-
ше (рис. 3), не способен «отдавать» электроны и

генерировать О2
─●.

Мы провели полярографические исследова-
ния с целью «отследить» в присутствии кофер-

Рис. 3. Регистрация образования диформазана в
присутствии никотинамида (кривые 1–5) и НАДФ+

(кривые 6 и 7) в 0.2 М карбонатном буфере, рН 10.6
или 11.3, содержащем 0.075 мМ НСТ, температура
20°С: 1 – 1.5 мМ никотинамида, рН 10.6; 2 –
продолжение записи; 3 – 1.5 мМ никотинамида,
рН 11.3; 4 – продолжение записи; 5 – 3 мМ
никотинамида, рН 11.3; 6 – 0.5 мМ НАДФ+, рН
буфера 11.3; 7 – 1.5 мМ НАДФ+, рН 11.3.

Рис. 4. Кинетика образования диформазана в
присутствии 1.5 мМ НАДФН в 0.2 М карбонатном
буфере, содержащем 0.075 мМ НСТ, при разных
значениях рН: 1 – рН 10.6; 2 – рН 10.8; 3 – рН 11.3.
Температура 21°С.

Таблица 1. Супероксидгенерирующая активность
НАДФН при разных значениях рН 

Величина рН Скорость, ед. опт. пл.

(560 нм)/мин

10.6 0.0046 ± 0.0004

10.8 0.0072 ± 0.0006

11.3 0.0290 ± 0.0014

Примечание. Условия реакции: 1.5 мМ НАДФН, 0.2 М 

карбонатный буфер, 0.075 мМ НСТ. Температура 21°С.
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ментов поведение молекулярного кислорода,
растворенного в буфере. Если действительно
электрон поступает в буфер и «попадает» далее на
кислород, то, как известно, происходит актива-
ция молекулярного кислорода, и должна наблю-
даться его убыль из среды, что и регистрирует
электрод Кларка. В супероксидгенерирующих
системах, как нами показано ранее [2], такой про-
цесс и происходит. На рис. 7 представлены полу-
ченные результаты. Как и ожидалось, мы увидели
потребление молекулярного кислорода после
внесения в буфер НАДН и НАДФН (кривые 2 и
3). Полученные результаты указывают, что дей-
ствительно происходит активация кислорода. До-
бавка НСТ к пробам из полярографической кю-

веты демонстрирует наличие цветной окраски
образующегося диформазана (визуальные на-

блюдения), что указывает на образование О2
─●. 

«Кислородные» эффекты коферментов срав-
нили с классической супероксидгенерирующей
модельной системой автоокисления адреналина,
которая хорошо изучена [2, 10–13]. На рис. 7
(кривая 4) показана полярографическая реги-
страция потребления кислорода при внесении в
буфер адреналина. Регистрируется интенсивная
убыль кислорода, и добавка в эту пробу НСТ вы-
являет образование большого количества дифор-
мазана, цветного продукта восстановления НСТ,
который, как известно [14], плохо растворим, и
потому наблюдаются как цвет, так и мощный
осадок.

В качестве альтернативного контроля была по-
ставлена проба с сульфитом натрия. Данное ве-

Рис. 5. Кинетика образования диформазана в
присутствии разных концентраций НАДФН в 0.1 М
карбонатном буфере, рН 10.9, содержащем 0.075 мМ
НСТ: 1 – 0.00078 мМ; 2 – 0.00156 мМ; 3 – 0.00313 мМ;
4 – 0.00625 мМ; 5 – 0.0125 мМ; 6 – 0.025 мМ.
Описание постановки опыта в разделе «Материалы и
методы». Температура 32°С.

Рис. 6. Действие СОД на генерацию супероксида при
участии НАДФ+: 1 – фермент, 0.92 мкг белка/мл,
находится в 0.2 М карбонатном буфере, рН 11.2,
содержащем 0.075 мМ НСТ; 2 – контроль: буфер и
НАДФ+. Температура 31°С.

Рис. 7. Регистрация потребления кислорода при добавлении в 0.2 М карбонатный буфер, рН 10.9, следующих
соединений: 2 – 8 мМ НАДН; 3 – 8 мМ НАДФН; 4 – 0.23 мМ адреналин; 5 – сульфит натрия. Кривая 1 – контроль, в
кювете только буфер. Температура 31°С.
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щество используется для полного удаления кис-
лорода из раствора. При добавлении его в буфер
наблюдается мощное потребление кислорода
(рис. 7, кривая 5); сульфит натрия вступает в хи-
мическую реакцию с кислородом, диффузно рас-
творенным в буфере, образуя сульфат натрия.
Внесение НСТ в эту пробу не выявляет цветного

продукта, нет и осадка, т.е. О2
─● не образуется. 

Возникает вопрос – откуда берется электрон в
экспериментах с коферментами, который восста-
навливает молекулярный кислород с образовани-
ем супероксида и каков механизм этого феноме-
на? Ответ был найден в литературных данных, где
описана способность никотинамидных кофер-

ментов НАД+ и НАДФ+ образовывать аддукты в
различных условиях [8, 15], в том числе и в при-

сутствии гидроксильных анионов (ОН−). В рабо-
те [15] авторы показали, что же происходит в ре-
зультате взаимодействия DPN (DiphosphoPyri-
dine Nucleotide – устаревшее название,

современное название – NAD, НАД+) и ОН−.
Методами ИК-спектроскопии, УФ-флуоресцен-
ции и ЯМР были выделены и охарактеризованы
щелочные продукты DPN. Сделан вывод: проис-
ходит разрыв никотинамидного кольца в молеку-
ле кофермента в положении 2 и 6 (рис. 8). Необ-
ходимо отметить, что «судьба» кислорода не от-
слеживалась и речь о супероксиде не велась. Тема
эта не обсуждалась. 

Полученные результаты настоящего исследо-
вания и наши ранние данные [1] позволяют сооб-
щить о новом свойстве никотинамидных кофер-
ментов – наличии супероксидгенерирующей ак-
тивности; донором электронов в этом процессе,

очевидно, является никотинамид в молекуле ко-
фермента, а механизм явления связан с высво-
бождением электрона при раскрытии никотина-
мидного кольца (рис. 8). Собственно, молекула
никотинамида не в составе кофермента не обла-
дает супероксидгенерирующей активностью. Ве-
роятно, необходимо наличие других соединений,
входящих в состав молекулы кофермента, а имен-
но: аденина, рибозы и фосфата. Они, по-видимо-
му, и облегчают раскрытие никотинамидного
кольца, но при этом, очевидно, неважно, окис-
ленная или восставленная форма кофермента

взаимодействует с ОН−. Представляемые в работе
физико-химические процессы связаны не с окис-
лительно-восстановительными превращениями
никотинамида в составе кофермента, а исключи-
тельно с его иными структурными изменениями.

Следует отметить, что образование аддуктов
никотинамидными коферментами возможно и с

участием других анионов, например CN─ [8]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, обнаружена и впервые иссле-
дована уникальная способность никотинамид-

ных коферментов генерировать О2
─●.  В литерату-

ре этот феномен не описан.  Механизм процесса
связан, очевидно, с образованием аддуктов при
участии кольца никотинамида и гидроксильного

аниона ОН− среды. Возможно, благодаря этой

способности через О2
─●  может выполняться сиг-

нальная функция молекулы кофермента. Извест-
но, что митохондрии и НАД(Ф)Н-оксидазы,
главные источники супероксида в клетке [3, 4,

Рис. 8. Образование аддуктов пиридиннуклеотидами с гидроксильной группой ОН− (согласно работам [8, 15], с
некоторыми изменениями). Объяснения в тексте. 
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16], и, несмотря на наличие мощных антиокси-
дантных систем, именно они «поставляют» как
вредные, так и полезные активные формы кисло-
рода. Описанные в проведенной работе возмож-
ности коферментов предполагают их участие в
образовании активных форм кислорода. Относи-
тельно простые химические соединения,
«маленькие» молекулы, коферменты, а не биоло-
гические структуры, могут быть донорами элек-
тронов и неферментативно образовывать су-
пероксиды, и они, эти супероксиды, не биологи-
ческого происхождения. Этот химический путь
образования супероксида с участием кофермен-
тов заслуживает особого внимания, поскольку
коферменты имеют биогенное происхождение и
их биосинтез происходит исключительно в орга-
низме. Реализация супероксидгенерирующей
способности коферментов в живой системе мо-
жет быть предметом дальнейшего исследования.
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 Superoxide Generating Activity of Nicotinamide Coenzymes

 T.V. Sirota*
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Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

It has been shown that nicotinamide coenzymes (NADPH, NADH, NADP+, NAD+) are capable of gener-
ating superoxide anions (O2

─●)  in an alkaline environment. The superoxide-generating activity of coenzymes
is associated with high pH values and is sensitive to SOD. However, nicotinamide itself, being a functional
part of coenzyme molecules, does not have this property. Polarographic studies have shown that in the pres-
ence of coenzymes, molecular oxygen is consumed from the buffer, namely oxygen activation occurs due to
the formation of O2

─●.  Based on the results obtained and in accordance with the literature, our observations
suggest that the formation of adducts of nicotinamide, which is part of the coenzyme molecule, and hydroxyl
anions (OH−) may lead to the formation of O2

─●.  Under mild conditions in the organism, the studied coen-
zymes, while performing their main functions, are expected to generate superoxide, meaning that they can be
signaling molecules.

Keywords: superoxide, nicotinamide coenzymes, NADPH, NADH, NADP+, NAD+, nicotinamide, nitroblue
tetrazolium, polarography, adducts, hydroxyl anions
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