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Методом масс-спектрометрического анализа исследованы кинетические закономерности реакции 
фосфоенолпировиноградной кислоты (ФЕП) с донором NO – нитрозильным комплексом железа 
с пеницилламиновыми лигандами (ПЕН). Установлено, что молекула ФЕП в водном растворе 
вступает во взаимодействие с ПЕН. Кинетические кривые демонстрируют сложный многостадий-
ный характер реакции. Предложена кинетическая модель процесса, количественно описывающая 
экспериментальные данные. 
Ключевые слова: фосфоенолпировиноградная кислота, комплексы железа – доноры NO, кинетика 
химических реакций, масс-спектрометрия.
DOI: 10.31857/S0207401X25030087

1. ВВЕДЕНИЕ

Фосфоенолпировиноградная кислота (ФЕП) 
играет важную роль в жизнедеятельности тепло-
кровных организмов. В частности, для высвобожде-
ния инсулина ФЕП выступает в качестве межкле-
точного триггера. С того момента, когда возникает 
положительная корреляция концентрации с глико-
литическим потоком через обменные метаболиче-
ские пути, ФЕП регулирует секрецию инсулина, 
стимулируемую глюкозой, и глюконеогенез [1, 2].

В начале одного из основных метаболических 
путей – митохондриального дыхания, связанного 
с пируваткиназой, находится ФЕП. В этой фер-
ментативной цепи осуществляется расщепление 
органических кислот (в основном пирувата) и 
производство аденозинтрифосфорной кислоты 
(АТФ) с помощью процессов, связанных с функ-
ционированием кофермента NADH [3, 4].

В гликолизе ФЕП является промежуточным 
звеном, предшественником АТФ. На десятой ста-
дии процесса ФЕП выступает одним из двух ис-

ходных соединений. На ферменте пируваткиназа 
ФЕП отдает остаток фосфорной кислоты для 
синтеза основного биологического макроэргиче-
ского соединения – АТФ. По этой причине ме-
ханизм взаимодействия ФЕП и потенциального 
лекарственного препарата – нитрозильного ком-
плекса железа с пеницилламиновыми лигандами 
(ПЕН) имеет принципиальное значение. Чрезвы-
чайно важно знать кинетические параметры ис-
следуемого процесса [5, 6]. Особенно необходима 
такая информация для возможности последующих 
количественных оценок стадий ферментативного 
процесса в целом. Биологическое поведение ма-
кроэрга ФЕП способно оказаться решающим 
в исследовании метаболизма раковых клеток, ко-
торые обладают ускоренным темпом гликолиза 
по сравнению с нормальными клетками [7]. Не 
следует также забывать, что ФЕП является мощ-
ным ингибитором других гликолитических фер-
ментов: гексокиназы, фосфоглюкоизомеразы, 
фосфофруктокиназы и альдолазы [7–9].
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Предмет настоящего исследования – биядер-
ный катионный комплекс ПЕН, являющийся 
одним из представителей класса эффективных 
соединений – доноров NO [10]. Эти комплексы 
могут быть использованы в качестве основы для 
лекарственных средств нового поколения, по-
скольку проявляют хемосенсибилизирующие и 
антиметастатические свойства [11, 12]. В част-
ности, показано [13, 14], что ПЕН препятствует 
S-глутатионилированию важнейших ферментных 
систем в процессе метаболизма, связанного с его 
противоопухолевой активностью. Установлена 
также вазодилататорная активность комплекса 
ПЕН [15].

Цель настоящей работы – исследование кине-
тических закономерностей реакции между био-
логическим макроэргом фосфоенолпировиног-
радной кислотой и тетранитрозильным комплек-
сом железа с пеницилламиновыми лигандами – 
донором монооксида азота.

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали коммерческий препарат 
ФЕП чистоты 99% (С3Н5О6P, рис. 1) производства 
компании Sigma-Aldrich (USA) без дополнитель-
ной очистки. Все эксперименты проводили в бу-
фере трис-HCl с рН = 6.8. Для приготовления 
буферных растворов трис-HCl (C₄H₁₂ClNO₃, 
рис. 2), имеющих рН = 6.8, использовали коммер-
ческий препарат производства компании Sigma-
Aldrich.

Синтез и строение биядерного дикатионного 
тетранитрозильного комплекса ПЕН (рис. 3), име-
ющего общую формулу [Fe2(SC5H11NO2)2(NO)4]
SO4 · 5H2O, описаны в работе [10].

Электронные спектры регистрировали на спек-
трофотометре UV-VIS Spectrometer “Lambda EZ 
210” производства компании Perkin Elmer (USA). 
Спектры поглощения ФЕП и ПЕН регистриро-
вали в интервале длин волн от 200 до 400 нм с ис-
пользованием дистиллированной воды в качестве 

раствора сравнения при комнатной температуре 
и кварцевых кювет объемом 4 мл и длиной опти-
ческого пути 1 см.

Масс-спектры (МС) снимали на жидкостном 
масс-спектрометре LCMS 2020 производства ком-
пании Shimadzu (Japan) без разделения на ко-
лонке. Водный раствор анализируемого вещества 
из дозатора поступал непосредственно в ионный 
источник квадрупольного масс-анализатора: тип 
ионизации – электроспрей (ESI), диапазон изме-
ряемых массовых чисел – от 10 до 2000 m/z, раз-
решение масс-анализатора – 0.6. Условия анализа: 
элюент – ацетонитрил/вода в соотношении 50/50, 
объем впрыска – 10–50 мкл, температура – 
200 °С, полный поток вещества – 0.1 мл/мин, 
напряжение интерфейса равно –3  кВ, время 
t  = 5.567 мин. Отнесение спектров проводили на 
основании распределения отрицательно заряжен-
ных ионов. 

Спектры 1Н-, 13С-, 31Р-ЯМР регистрировали 
на ЯМР-спектрометре высокого разрешения 
AVANCE III (500 MГц) производства компании 
Bruker (USA). Для растворения образцов ФЕП 
использовали дейтерированную воду (D2O), дей-
терированный диметил сульфоксид (ДМСО-d6) 
и CCl4. Одномерные спектры 1Н-ЯМР (рабочая 
частота – 500 МГц), 13С-ЯМР (рабочая частота – 
126 МГц) и 31Р-ЯМР (рабочая частота – 202 МГц) 
регистрировали при комнатной температуре. Ка-
либровку шкалы химических сдвигов устанавли-
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Рис. 1. Структурная формула фосфоенолпировиног-
радной кислоты (ФЕП).

Рис. 2. Структурная формула трис(гидроксиметил)-
аминометан гидрохлорида (Трис-HCl).

Рис. 3. Структура дикатиона тетранитрозильного ком-
плекса железа с пеницилламиновыми лигандами – 
донора NO (ПЕН).
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вали по остаточным протонам сигнала раствори-
теля (для D2O (δ) δ = 4.80 м.д., для ДМСО-d6 
δ = 2.50 м.д.). Концентрация растворов ФЕП со-
ставляла 1.8 · 10–1 моль · л–1.

За скоростью реакции следили по изменению 
в МС концентрации ФЕП в водном растворе по 
полосе с m/z 167. В качестве внешнего стандарта 
использовалась виала №2, в которой концен-
трация ФЕП соответствовала концентрации в ре-
акционной смеси. Замер интенсивности сигнала 
в виале №2 производился регулярно несколько 
раз за время проведения каждого опыта. Таким 
образом следили за тем, чтобы интенсивность 
пика внешнего стандарта оставалась постоянной 
в течение всего времени измерения. Использо-
ванные в проводимых трижды опытах концен-
трации реагентов составляли: ФЕП – 9.49 · 10–4, 
9.35 · 10–4, 8.84 · 10–4 моль · л-1; ПЕН – 9.75 · 10–4, 
2.04 · 10–3, 3.02 · 10–3 моль · л–1 соответственно.

В холостом измерении использовалась навеска 
ФЕП в рассчитанной для опыта концентрации 
в 1 мл воды (виала №1). После этого в виалу № 1 
добавлялась навеска ПЕН в концентрации, рас-
считанной для данного опыта, и измерялась ин-
тенсивность пиков с m/z = 167.35. Частота повтор-
ных измерений интенсивностей определялась 
возможностями прибора – не чаще чем через 
5 мин.

Все эксперименты выполнены трижды. Полу-
ченные в ходе опытов данные обработали стан-
дартными статистическими методами. Вычисляли 
средние значения показателей. Значимость их 
различий определяли с помощью t-критерия 
Стьюдента. Для вывода о статистической значи-
мости различий полученных данных считали до-
статочной вероятность ошибки р ≤ 0.05.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Поскольку ПЕН является потенциальным ле-
карственным препаратом, возможность протека-
ния реакции исследовали при нормальных усло-
виях: комнатной температуре и давлении. Ранее 
было показано, что в таких условиях возможна 
реакция между ФЕП и донором NO – комплексом 
с тиосульфатными лигандами [16].

Для получения подтверждения об образовании 
новых химических соединений при взаимодей-
ствии ФЕП и ПЕН было проведено исследование 
компонентов системы с помощью электронных 

спектров поглощения. Спектр поглощения ПЕН 
имеет два четко выраженных максимума – при 
310 и 360 нм. Максимум поглощения ФЕП на-
блюдается при 212.5 нм.

В спектре поглощения смеси ФЕП и ПЕН по-
является новый пик с максимумом поглощения 
при 285 нм. В отличие от спектра ФЕП, в спектре 
продукта реакции имеет место батохромный сдвиг 
максимума поглощения почти на 70 нм. Новое 
соединение, идентифицируемое в УФ-спектре, – 
продукт реакции между ФЕП и ПЕН, демонстри-
рует гипсохромный сдвиг на 25 нм по сравнению 
с исходным комплексом ПЕН.

Молекула ФЕП представляет собой достаточно 
сложный объект для исследования, так как имеет 
два потенциальных реакционных центра – кар-
боксильную и фосфорнокислую группы. Важно 
понять, какой из кислотных остатков молекулы 
ФЕП вступает во взаимодействие с комплексом 
ПЕН – фосфорнокислый или карбоксильный. 
Известно [17], что фосфорная кислота более силь-
ная, чем уксусная. Очевидно, что к железосодер-
жащему комплексу ПЕН в реакционном растворе 
стремятся карбоксильные остатки молекулы ФЕП.

Зарегистрированный масс-спектр ФЕП пред-
ставлен на рис. 4. Видно, что пик максимальной 
интенсивности относится к молекулярному иону 
(М+•) мономерной формы ФЕП – [ФЕП-Н]–, 
имеющему m/z = 167.35, что соответствуют лите-
ратурным данным [18].

Водный раствор ФЕП был исследован методом 
ЯМР. Химические сдвиги на ядрах 13С не изме-

Рис. 4. Масс-спектр раствора ФЕП в воде. Тип иони-
зации – ESI, элюент – ацетонитрил-вода; отнесение 
спектров проведено на основании распределения 
отрицательно заряженных ионов.
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няются в зависимости от концентрации раствора. 
По спектру фосфора можно определить наличие 
примеси фосфатной группы, вероятно, от фос-
форной кислоты. Углеродный остаток идентифи-
цируется как отдельная молекула. По величинам 
химических сдвигов в полученных ЯМР-спектрах 
31Р и при параллельном анализе МС (рис. 4) 
можно предположить образование циклической 
структуры из фосфорноэфирных остатков.

Имеющиеся результаты свидетельствуют о том, 
что в водном растворе фосфорный остаток легко 
отделяется от молекулы ФЕП. Возникают ассо-
циаты фосфорнокислых остатков, замыкающие 
собственную структуру. В масс-спектре наблю-
дается слабый пик, соответствующий молекуляр-
ному иону с m/z = 256 и позволяющий предполо-
жить образование ассоциата из четырех остатков 
фосфорной кислоты. Следовательно, дальнейшее 
взаимодействие ФЕП с комплексом железа, спо-
собное привести к устойчивому соединению, воз-
можно только за счет вступления в реакции кар-
боксильного остатка.

Такое поведение ФЕП в растворе соответствует 
химической способности фосфатных групп двух 
остатков ФЕП, связанных центром симметрии, 
соединяться очень короткой неупорядоченной 
водородной связью с расстоянием связи О–О 
В 2.456(2) Å [19], а также биологической при-
роде: – фосфорноэфирные связи легко гидроли-
зуется как in vitro, так и in vivo [20]. В природе in 
vivo, конкретно на ферменте пируваткиназе, ФЕП 

отдает свой единственный фосфорный остаток и 
аденозиндифосфорная кислота переходит в АТФ.

На рис. 5 представлено изменение интенсив-
ности пика ФЕП (m/z = 167 [M–H]–) во времени 
в реакционной смеси ФЕП и ПЕН при различных 
исходных соотношениях реагентов. Из этого ри-
сунка видно, что после введения в систему ком-
плекса ПЕН в узком интервале времени, в течение 
первых 32–47 мин наблюдается резкое снижение 
концентрации ФЕП. Затем происходит вторичный 
подъем кинетических кривых, связанный с ростом 
концентрации ФЕП, происходящим вследствие 
распада неустойчивых промежуточных соеди-
нений или нестабильных ассоциатов. Важно от-
метить, что ни одна из кинетических кривых не 
поднимается до исходного максимума, т.е. оста-
ется существенно ниже кривой соответствующей 
начальной концентрации ФЕП.

Очевидно, что реакция между ФЕП и ПЕН 
имеет сложный многостадийный характер. Можно 
предположить следующие основные этапы ее про-
текания. 

1. За счет электростатических сил притяжения 
и возникающих водородных связей ПЕН способен 
ориентировать вокруг себя до восьми молекул 
ФЕП, образуя временные неустойчивые ассоци-
аты.

2. Последовательное донирование комплексом 
ПЕН одной, затем второй и так далее молекул NO 
начинается сразу после растворения комплекса. 
Этот медленный процесс описан в работе [21].
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3. На каждое из освободившихся валентных 
мест атома железа в комплексе присоединяется 
молекула ФЕП.

4. Отрыв лиганда от комплекса идентифици-
руется как вторичная диссоциация с третьей ми-
нуты после растворения ПЕН [21].

5. Диссоциация биядерного комплекса на два 
моноядерных происходит из-за повышения ки-
слотности смеси компонентов в результате гидро-
лиза ФЕП в растворе [17], так же как и для бия-
дерного тетранитрозильного комплекса с тиосуль-
фатными лигандами, как показано в работе [22].

6. Распад неустойчивых промежуточных ассо-
циатов и вторичный рост концентрации ФЕП.

7. Все освобождающиеся позиции лигандов на 
железе занимают молекулы ФЕП. Этот процесс 
приводит к плавному уменьшению концентрации 
ФЕП, которое наблюдается на кинетических кри-
вых, рис. 5.

В первом приближении кинетическая модель 
этого процесса может быть представлена следу-
ющей схемой реакций:

	 + →1A C AC,k 	 (1)

	 → +2AC A C,k 	 (2)

	 ,→ +3C B Gk  	 (3)

	 + →4A B AB,k 	 (4)
здесь A – молекула ФЕП, C – нитрозильный ком-
плекс ПЕН. В соответствии с этой схемой реакций 
молекула ФЕП взаимодействует с ПЕН с обра
зованием продукта AC. Реакция обратимая с 
соответствующими константами скоростей: k1 = 
= 1.5 л · моль–1 · с–1; k2 ~ 1.6 · 10–4 с–1. В процессе 
реакции ПЕН подвергается самопроизвольному 
разрушению с образованием продуктов B и G 
(реакция (3)). Продукты этого разложения могут 
также взаимодействовать с ФЕП (реакция (4)).

Данная схема реакций качественно соответ-
ствует экспериментальным данным – зависимости 
концентрации ФЕП от времени. Быстрое умень-

шение концентрации A на начальном участке 
кинетической кривой является результатом пер-
вой реакции. Константа скорости обратной реак-
ции k2 определяет предел, до которого это умень-
шение происходит: чем больше k2, тем больше 
значение предельной концентрации. Дополни-
тельное расходование комплекса C по реакции 
(3) приводит к уменьшению скорости первой ре-
акции и, как следствие, может приводить к уве-
личению [A] в результате реакции (2). Когда в сис-
теме накопится достаточно большое количество 
продуктов распада ПЕН, концентрация ФЕП, [A], 
снова начнет уменьшаться в результате протека-
ния реакции (4).

Система уравнений, соответствующая схеме 
реакций:

	 [ ] [ ][ ] [ ] [ ][ ]1 2 4A – A C AC – A B ,d dt k k k= +  	(1)

	 [ ] [ ][ ] [ ]1 2AC A C  – AC ,d dt k k=  	 (2)

	 [ ] [ ][ ] [ ] [ ]1 2 3C – A C AC – C ,d dt k k k= + 	 (3)

	 [ ] [ ] [ ][ ]– .3 4B C A Bd dt k k= 	 (4)
Начальные условия: [A](0) = [A]0 – начальная 
концентрация ФЕП; [C](0) = [C]0 — исходная 
концентрация ПЕН; [AC](0) = [B](0) = 0 – на-
чальные концентрации промежуточных продук-
тов.

В результате численного решения системы 
уравнений (5)–(8) в каждом опыте по экспери-
ментальным данным были оценены значения 
констант скорости k1–k4 (табл. 1). На рис. 6 экс-
периментальные кинетические кривые сопостав-
лены с результатами расчета по схеме реакций с 
найденными значениями констант скорости. 
Видно, что рассмотренная кинетическая модель 
удовлетворительно описывает экспериментальные 
данные.

3. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методами масс-спектрометрии, УФ- и ЯМР-
спектроскопии проведено экспериментальное 
исследование процесса взаимодействия фосфое-

Таблица 1. Значения констант скорости реакций в механизме взаимодействия ФЕП с комплексом ПЕН

[ФЕП]0
моль · л–1

[ПЕН]0
моль · л–1

k1,
л · моль–1 · с–1

k2,
с–1

k3,
с–1

k4,
л · моль–1 · с–1

9.5 · 10–4 9.7 · 10–4 1.5 2.2 · 10–4 1.2 · 10–3 9.0 · 10–2

9.3 · 10–4 20.4 · 10–4 1.5 0.7 · 10–4 0.45 · 10–3 8.0 · 10–2

8.8 · 10–4 30.0 · 10–4 1.5 1.8 · 10–4 1.0 · 10–3 8.5 · 10–2
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нолпировиноградной кислоты (ФЕП) с нитро-
зильным комплексом железа с пеницилламино-
выми лигандами – донором NO. Получены зави-
симости интенсивности пика, соответствующего 
ФЕП в МС, от времени при различных концен-
трациях ПЕН. Качественный вид кинетических 
кривых свидетельствует о сложном механизме 
исследуемой реакции. Рассмотрена возможная 
схема процесса и определены константы скорости 
отдельных стадий. Предложенная кинетическая 
модель удовлетворительно описывает экспери-
ментальные данные.

Измерения проведены с использованием обо-
рудования Аналитического центра коллективного 
пользования Федерального исследовательского 
центра Проблем химической физики и медицин-
ской химии РАН и Научного центра в Черного-
ловке.

Работа выполнена в соответствии с госзада-
нием (тема № FFSG-2024-0012).
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KINETICS OF THE REACTION OF PHOSPHOENOL PYRUVIC ACID  
WITH TETRANITROSYL IRON COMPLEX WITH PENICYLAMINE  

LIGANDS – NITROGEN MONOXIDE DONOR
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The kinetic patterns of the reaction of phosphoenolpyruvic acid (PEP) with the NO donor – nitrosyl iron com-
plex with penicillamine ligands (PEN) were studied using mass spectrometric analysis. It has been established 
that the PEP molecule in an aqueous solution interacts with PEN. The kinetic curves demonstrate the complex 
multi-stage nature of the reaction. A kinetic model of the process is proposed that quantitatively describes the 
experimental data.

Keywords: phosphoenolpyruvic acid, binuclear tetranitrosyl iron complexes – NO donors, kinetics of chemical 
reactions, mass spectrometry.
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