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Принята 19 июня 2010 г. 
Методами дифференциальной сканирующей калориметрии, спектрофотометрии в видимой области и 
флюоресцентной спектроскопии проведено исследование взаимодействия флавин-мононуклеотида 
(ФМН) с ДНК. Показано, что термодинамические параметры плавления свободной ДНК и ДНК в смеси 
с ФМН, практически не отличаются. Рассчитанная из спектрофотометрических данных величина 
константы связывания ФМН с ДНК составила приблизительно 50 М-1, что на несколько порядков 
ниже, чем константы связывания биологически активных лигандов с ДНК и константы 
гетероассоциации лигандов с ФМН.  
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: флавин-мононуклеотид, ДНК, калориметрия, спектроскопия, параметры 
связывания. 
 

СПЕКТРОСКОПІЧНЕ ТА КАЛОРИМЕТРИЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ СИСТЕМИ  
ФЛАВІН-МОНОНУКЛЕОТИД - ДНК 
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Методами диференційної скануючої калориметрії, спектрофотометрії та флюоресцентної 
спектроскопії проведено дослідження взаємодії флавін-мононуклеотида (ФМН) з ДНК. Показано, що 
термодинамічні параметри плавлення вільної ДНК практично не відрізняються від параметрів 
плавлення ДНК у суміші з ФМН. Константу зв'язування ФМН з ДНК розраховано з 
спектрофотометричних даних. Величина константи становить приблизно 50 М-1, що на декілька 
порядків нижче, ніж константи зв'язування біологічно активних лігандів з ДНК та константи 
гетероасоціації лігандів з ФМН. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: флавін-мононуклеотид, ДНК, калориметрія, спектрофотометрія, параметри 
зв'язування. 
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The interaction of flavin – mononucleotide (FMN) with salmon testes DNA is investigated by differential 
scanning calorimetry, spectrophotometry and fluorescent spectroscopy. It is shown that addition of FMN to 
DNA doesn't change DNA melting parameters significatly. The binding constant K = 50 М-1 for the 
interaction of FMN with DNA is calculated from spectrophotometric data. Such value of the binding constant 
is incomparably smaller than binding constants for biologically active ligand to DNA and the constants for 
ligand - FMN heteroassotiation. 
KEY WORDS: flavin - mononucleotide, DNA,calorimetry, spectrophotometry, binding parameters. 
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Рибофлавин и его производные играют важную роль в многочисленных 
биохимических процессах [1]. Флавин-мононуклеотид представляет основную форму, в 
которой рибофлавин находится в живых клетках и тканях. Известно, что рибофлавин и 
ФМН могут влиять на биологическую активность лекарственных веществ (лигандов), 
снижая их токсичность. Основными молекулярными механизмами изменения 
токсичности антибиотиков в присутствии кофеина, витаминов и других активных 
соединений являются гетероасоциация (интерцепторный механизм) и конкуренция за 
места связывания с ДНК (протекторный механизм).  

Гетероассоциация рибофлавина и ФМН с различными мутагенными и 
противоопухолевыми ароматическими соединениями исследована достаточно широко. 
Было показано, что величины констант связывания ФМН с лигандами составляют 102-
104 М-1 [2-5]. Это свидетельствует об образовании энергетически прочных 
гетерокомплексов, т.е. о интерцепторном механизме влияния рибофлавина и ФМН на 
эффективность действия биологически активных веществ.  
С другой стороны, рибофлавин [6] и ФМН [7] могут взаимодействовать  
непосредственно с нуклеиновыми кислотами (НК) и, как следствие, конкурировать с 
биологически активными лигандами за места связывания на НК, т.е. проявлять 
протекторные свойства. Так, в работе [7] с помощью метода ЯМР спектроскопии было 
определено, что величина константы связывания ФМН с коротким фрагментом ДНК 
составляет ~8×103 М-1. В тоже время авторы работы [8], не смогли оценить константу 
связывания рибофлавина с ДНК из данных флюоресценции, вследствие его  очень 
слабого  связывания. Вывод о слабом связывании  рибофлавина с ДНК также сделан в 
работе [9]. Таким образом, имеющиеся в литературе данные о механизмах взаимодействия 
рибофлавина и ФМН с нуклеиновыми кислотами противоречивы. 

В настоящей работе нами проведены спектроскопические и калориметрические 
исследования взаимодействий в системе высокополимерная ДНК - ФМН для того, чтобы 
оценить возможность проявления флавин-мононуклеотидом протекторных свойств. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В работе использованы коммерческая ДНК из спермы лосося фирмы "Serva" и 

флавин-мононуклеотид (ФМН) фирмы "Fluka" без дополнительной очистки. 
Структурная формула ФМН приведена на рис. 1. Все исследования смесей ФМН– ДНК 
проведены в 0,1М фосфатном буферном растворе (2,5×10-3 M KH2PO4, 2,5×10-3 M 
Na2HPO4, pH=6,86) при двух значениях ионной силы  I ≈ 0,023 М и I ≈ 0,19 М. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис.1. Структурная формула флавин-мононуклеотида (ФМН). 
 

Измерения теплопоглощения свободной ДНК и ДНК в смеси с ФМН при 
различных  соотношениях молярных концентраций ФМН и ДНК (D/Р) проведены на 
дифференциальном сканирующем микрокалориметре DASM-4 при скорости прогрева 
растворов 1 град/мин. Концентрация ДНК в растворах составляла 3×10-3 М. 
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Зависимости избыточной молярной теплоемкости от температуры получены с учетом 
базовой линии, проведенной между точками, соответствующими температурам начала и 
конца перехода. Расчет термодинамических параметров связывания ΔH, ΔG, ΔS из 
данных ДСК калориметрии для смесей ФМН-ДНК  был проведен по стандартным 
уравнениям [10]. 

Измерения спектров поглощения смесей ДНК-ФНМ в широком интервале  
соотношений молярных концентраций ДНК и ФМН (P/D) проведены  на 
спектрофотометре "Specord M40" (Германия) в видимой и УФ областях спектра. При 
определении концентрации компонентов использовали значения молярного 
коэффициента экстинкции для ДНК ε260=6.4×103 М-1см-1  [11]  и ФМН ε445=1.25 ×104 М-

1см-1 [12] . 
Спектры флуоресценции получены на спектрофлуориметре «Hitachi F-4010» при 

длине волны возбуждающего света 430 нм. Квантовый выход ФМН в смеси ФМН-ДНК 
рассчитывался как отношение интегральной интенсивности спектра флуоресценции к 
интенсивности поглощения при 430 нм. Спектры флуоресценции нормированы на 
величину относительного квантового выхода флуоресценции ФМН, равную 0,26 [13]. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 

На рис. 2а представлены результаты микрокалориметрической регистрации 
процесса теплопоглощения свободной ДНК и ДНК в смеси с ФМН в растворе с ионной 
силой I ~ 0,023 М. Добавление ФМН приводит к небольшому увеличению энтальпии 
плавления и сдвигу кривой теплопоглощения ДНК в высокотемпературную область. 
Зависимость энтальпии, энтропии, свободной энергии и температуры плавления от D/P 
представлена на рис. 2б. Видно, что с ростом относительной концентрации ФМН 
происходит увеличение всех термодинамических параметров плавления ДНК, и при D/P =5 
зависимости выходят на насыщение. Наблюдаемые изменения термодинамических 
параметров плавления ДНК могут быть вызваны как непосредственным взаимодействием 
ФМН с полинуклеотидной матрицей, так и увеличением общей концентрации ионов Na+ в 
растворе вследствие диссоциации натриевой соли ФМН. Так, при условии полной 
диссоциации ФМН, добавление лиганда до D/P = 5 приводит к увеличению ионной силы 
раствора на 60%. Согласно эмпирической формуле для расчета температуры плавления 
ДНК в зависимости от ионной силы раствора и нуклеотидного состава  Tm = 176 - (2,6 - 
XGC)(36 - 7,04lgNa+) [14, 15], такое увеличение ионной силы должно приводить к росту 
температуры плавления на 4°C, а полученное нами экспериментальное изменение 
температуры плавления составляет 3°С. Для других значений D/P рассчитанные и 
экспериментальные изменения температуры плавления ДНК также хорошо согласуются. 
Следовательно, в растворах с ионной силой I = 0,023 M изменения термодинамических 
параметров плавления ДНК в смеси с ФМН по сравнению со свободной ДНК могут быть 
вызваны увеличением концентрации ионов Na+. 



17 
 

Спектроскопическое и калориметрическое исследование системы ... 
 

Рис. 3. Кривые теплопоглощения свободной ДНК (─) 
и ДНК в смеси с ФМН (---) в растворах с ионной 
силой 0,19 М. 

 
а б 

Рис. 2. Кривые теплопоглощения свободной ДНК (─) и ДНК в смеси с ФМН (---) при D/P = 5 в растворах 
с ионной силой 0,023 М (а) и зависимость термодинамических параметров и температуры плавления ДНК от 
D/P (б) в растворах с ионной силой 0,023 М. 

  
Для проверки этого предположения нами 
получены кривые теплопоглощения 
свободной ДНК и ДНК в смеси с ФМН 
при ионной силе I ~ 0,19 М (рис.3). В этом 
случае добавление ФМН до D/P = 5 
увеличивает ионную силу только на 8%. 
Из рис. 3 видно, что термодинамические 
параметры плавления свободной ДНК и 
ДНК при D/P = 5 практически не 
отличаются. Рассчитанный по 
эмпирической формуле и 
экспериментально наблюдаемый рост 
температуры плавления ДНК при D/P = 5 
составляет менее 1°С.  
 

 
 
Таким образом, основным фактором, вызывающим изменение термодинамических 

параметров плавления ДНК в смеси с ФМН, является увеличение ионной силы раствора 
вследствие диссоциации натриевой соли ФМН. 

В отличие от калориметрии, которая регистрирует изменения, происходящие с 
полинуклеотидной матрицей при взаимодействии с лигандом, спектрофотометрия в 
видимой области спектра отражает изменения, происходящие с лигандом при связывании с 
ДНК. На рис. 4а приведены спектры поглощения и спектры люминесценции свободного 
ФМН и смеси ДНК — ФМН в интервале значений P/D от 0 до 75. Видно, что 
добавление ДНК приводит к небольшому увеличению поглощения ФМН без изменения 
положения максимума полосы. Также наблюдается незначительное тушение 
флуоресценции ФМН в смеси с ДНК по сравнению со свободным ФМН. Зависимости 
значений молярного коэффициента экстинкции и величины относительного квантового 
выхода смесей ДНК - ФМН при увеличении концентрации ДНК представлены на рис. 
4б.  
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Рис.4. Спектры поглощения и спектры люминисценции смесей ДНК-ФМН при  P/D = 0 (―) и P/D = 75 (---) (а); 
зависимость молярного коэффициента экстинкции смесей ФМН-ДНК (λ=445 нм) и квантового выхода ФМН от  P/D  
(б). 

Аппроксимируя спектрофотометрические экспериментальные данные с помощью 
уравнения Мак-Ги [16], мы получили величины молярных коэффициентов экстинкции и 
константы связывания для смесей ФМН-ДНК. Полученная зависимость молярного 
коэффициента экстинкции от соотношения концентраций  P/D в λ = 445 нм 
представлена на рис.5.  

 
 Рассчитанная величина 
константы связывания составила 
приблизительно 50 М-1, в то время как 
величины констант связывания 
биологически активных лигандов с 
ДНК находятся в пределах 104-107 М-1 

[17,18]. Такое невысокое значение 
константы связывания ФМН с ДНК 
позволяет предположить, что 
молекулы ФМН не могут 
конкурировать с биологически 
активными лигандами за места 
связывания на ДНК.   
 

Сравнение результатов, полученных в данной работе с имеющимися 
литературными данными позволяет сделать вывод о том, что ФМН влияет на 
биологическую активность лигандов, проявляя именно интерцепторые свойства путем 
образования гетероассоциатов лиганд - ФМН. Протекторными свойствами ФМН можно 
пренебречь, поскольку измеренная нами константа связывания ФМН с ДНК оказалась 
на несколько порядков ниже констант связывания ФМН с большинством известных 
лекарственных препаратов. 
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