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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КИСЛОТОКАТАЛИЗИРУЕМОЙ ЦИКЛИЗАЦИИ НИТРИЛОВ  
В СИНТЕЗЕ 3-АМИНОИЗОХИНОЛИНОВ (ОБЗОР) 

Г.Б. Лапа 
к.х.н., ст. науч. сотрудник, Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина (Москва) 
E-mail: lapa_g@mail.ru 
О.Н. Толкачев  
д.х.н., профессор, Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений (Москва) 
E-mail: vilarnii@mail.ru 

Рассмотрены примеры кислотокатализируемой реакции циклоконденсации арилацетонитрилов в синтезе 3-аминоизохинолинов 
и их функциональных производных, в том числе аналогов природных алкалоидов. Приведены механизмы превращений в про-
цессе их получения, данные биологической активности синтезированных соединений, а также краткое изложение литературных 
данных по рассматриваемому вопросу. 

Ключевые слова: 3-аминоизохинолины, синтез, механизм реакции, биологическая активность. 

Изохинолины – широко распространенная ге-
тероциклическая система биогенетически родствен-
ных природных соединений, фрагментов природных 
бензилизохинолиновых, бисбензилизохинолиновых, 
бензо[c]фенантридиновых, спиробензилизохиноли-
новых, апорфиновых, протобербериновых и других 
алкалоидов. Многие из них широко используются в 
медицине в качестве лекарственных препаратов. Ис-
точниками их получения являются растения многих 
семейств, однако в связи с невысоким содержанием 
многих алкалоидов в природных источниках и мно-
гокомпонентным составом производство индивиду-
альных природных соединений – дорогостоящая за-
дача. Разработка альтернативных методов получения 
алкалоидов синтетическим путем оказала сущест-
венное влияние не только на развитие химии при-
родных соединений, но и на синтетическую органи-
ческую химию в целом. Поскольку синтез большин-
ства 1-бензилизохинолиновых алкалоидов классиче-
скими методами является многостадийным процес-
сом, поиск простого и экономичного способа их по-
лучения является актуальной задачей. В обзоре [1] 
представлены примеры изохинолиновых алкалоидов 
и их биологическая активность. 

Обстоятельный обзор представил А.В. Середа 
по методам синтеза изохинолиновых соединений, 
он осветил современные представления о роли 
нитрилиевых солей в механизме их образования 
[2]. В отделе фитохимии ФГБНУ «Всероссийский 
научно-исследовательский институт лекарствен-

ных и ароматических растений» (ВИЛАР) разра-
ботан новый одностадийный метод синтеза (one 
pot synthesis) 3-аминоизохинолинов и соответст-
вующих 3-имидоиламинопроизводных путем кис-
лотокатализируемой циклоконденсации (КЦК) 
трех молекул арилацетонитрилов, содержащих ал-
коксигруппы. Ранее синтез подобных соединений 
был малодоступным. Новые сведения относитель-
но химии 3-аминоизохинолинов делают необхо-
димым провести более обстоятельное обобщение 
методов их синтеза с помощью КЦК нитрилов и 
рассмотреть некоторые аспекты механизма этой 
реакции. Наличие в них незамещенной амино-
группы представляет большой интерес для их ис-
пользования в синтезе новых биологически актив-
ных функционально замещенных производных.  

Ц е л ь  р а б о т ы  − дать краткий обзор со-
стояния проблемы по химии 3-аминоизохино-
линов с упором на исследования, проведенные в 
ФГБНУ ВИЛАР. 

КИСЛОТОКАТАЛИЗИРУЕМЫЕ РЕАКЦИИ 
КОНДЕНСАЦИИ НИТРИЛОВ:  
СОСТОЯНИЕ ВОПРОСА 

На свойстве поляризуемости нитрильной 
группы, углерод которой обладает электрофиль-
ным, а азот нуклеофильным характером, построе-
но все многообразие кислотокатализируемых ре-
акций с ее участием: 
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Одними из первых упомянули о реакциях 

нитрилов с подобными соединениями, с аминами, 
а также с различными карбокатионами в обзорах 
T. Richardson и R. Robinson [4–7]. Циклизация 
нитрилов включает в себя взаимодействие двух 
CN-групп, одна из которых под действием кисло-
ты генерирует карбокатион нитрилиевой соли (I), 
а нуклеофильный атом азота реагирует со свобод-
ной CN-группой, образуя равновесную смесь ими-
ниевого катиона (II) и карбокатиона (III). Поэтому 
важно, чтобы ионы карбония (I) были достаточно 
стабильными, поскольку CN-группа – плохая ло-
вушка для ионов карбония, как утверждается в об-

зоре [7]. Дальнейшие превращения карбокатиона 
(III) зависят от электронодонорных свойств и по-
ложения радикалов R в ароматическом кольце, 
стерического влияния радикалов R1, а также нук-
леофильности анионов Х¯. Соединения формулы 
III гидролизуются в соответствующие имиды.  

В [3] сообщено о получении при взаимодей-
ствии гомовератронитрила (3,4-диметоксифенила-
цетонитрила, ДМФАН) с хлористым водородом в 
эфире продукта с т. пл. 140–142 °С, структура ко-
торого не была установлена. А.В. Середа охарак-
теризовал выделенные вещества, изучил их строе-
ние, влияние среды и условий реакции на динами-
ку процесса [2]. Эта работа дала импульс к обоб-
щению в нашем обзоре реакций на основе общего 
механизма. 

ПОДХОДЫ К СИНТЕЗУ 3-АМИНОИЗОХИНОЛИНОВ 
МЕТОДАМИ КЦК 

В синтезе 3-амино-1-бромизохинолинов (VIII, 
R = H, PhCH2, X = Hal) использована внутримоле-
кулярная КЦК динитрилов (V–VI) [8–10]: 

Me

CN CN

CH2Br

CN

CN

CN

CN

R

CN

CN

Ph

N

R

X

NH2

Br2
NaCN

HX

AcOH

PhCHO
EtONa

V
VI

VII VIII IX

IV

.

 

F. Johnson с соавт. сделали заключение, что 
циклизация в 3-аминоизохинолины определяется 
большей стабильностью карбокатиона алифатиче-
ской нитрилиевой соли в динитриле (VI) [9, 10]. В 
[11] показано, что в условиях щелочного катализа 
направление реакций зависит от природы реаген-
тов. Обсуждены вопросы образования и раскрытия 
циклов в динитрилах под действием амида натрия 
в среде жидкого аммиака. В этом случае 4-бром-3-
аминоизохинолин превращается не в 3,4-диамино-
изохинолин, а через предполагаемый нитрен пере-
группировывается в 1-цианизоиндол аналогично 
перегруппировке Вольфа.  

Полученный из PhCH2COCl и ClCN (через 

промежуточный карбокатион) 1-хлор-3-аминоизо-
хинолин (VIIIa, R = H, X = Cl) использован как 
синтон для производства фунгицидов различного 
назначения [12]. Полученный циклизацией динит-
рила (VII, R = Ph) 1-бром-3-амино-4-фенилизо-
хинолин (VIIIb, R = Ph, X = Br) дегалогенировани-
ем над Pt/C превращали в 3-амино-4-фенилизо-
хинолин (VIIIc, R = Ph, X = Н) [13]. 

Удобный синтез функционально замещенных 
3-аминоизохинолинов предложил А. Liepa [14], 
согласно которому амиды или тиоморфолиды го-
мовератровой кислоты (Х) циклизовали по реак-
ции Вильгеродта−Киндлера, используя различные 
нитрилы в построении изохинолинового цикла: 
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Амиды удобны для получения стабильных 
карбокатионов при воздействии POCl3 в различ-
ных модификациях реакции Риттера. А. Garcia с 
соавт. [15] рассматривали данную схему и как 
простой способ синтеза сочлененных гетероцик-
лов типа XI с помощью дифункциональных аген-
тов, таких как Cl(CH2)3CN.  

Основное преимущество такого получения изо-
хинолиновых производных заключается в простоте 

построения гетероцикла через нитрильную группу, 
причем образование стабильных карбокатионов, 
доступных для атаки нитрильными группами, явля-
ется основным условием их синтеза. В работе [15] 
описано образование нитрилиевых карбокатионов 
из гомовератроил-вератрола, механизм включения 
CN-группы в гетероцикл, влияние природы замес-
тителей R и условий реакции на соотношение изо-
хинолинов, нафталинов и пиримидинов: 

MeO

MeO
O

OMe

OMe

N

MeO

MeO

OMe

OMe

R

MeO

MeO

OMe

OMe

OMe

OMe
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OMe

N
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MeO

MeO
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R
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RCN

P2O5 or
POCl3
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Получение незамещенных в ароматическом 
цикле 5-фенил-6-алкил-4-аминопиримидинов из 3-
оксоалкaнонитрилов и формамида по реакции 
Бишлера−Напиральского протекает через образо-
вание равновесной смеси изомерных енаминонит-
рилов [16, 17]. В работах [13, 18] при взаимодейст-
вии двух сближенных CN-групп в дициан-произ-
водном получены замещенные 4-фенил-3-амино-
изохинолины с целью использования данного под-
хода в синтезе изохинолиновых алкалоидов [19].  

В.Г. Бровченко с соавт. синтезировали 3-ме-
тилизохинолины (XII, R = Me, Ph, H, Ac, 3,4-
(MeO)2C6H3CH2) в условиях реакции Риттера, ис-
пользуя в качестве катализатора образования нит-
рилиевого карбокатиона ацетилперхлорат, полу-
ченный из AcCl и HClO4 [20]: 

N

MeO

MeO

Me

R

.
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B.L. Booth и A. Collis разработали односта-
дийный синтез 1-бензил-3-аминоизохинолинов  

реакцией циклотримеризации арилацетонитрила 
[21]: 

CN
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NH
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NH
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Tfl

Tfl N
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Из ряда изученных кислот только CF3SO3H и 
в меньшей степени FSO3H были пригодны для ре-
акции циклотримеризации. Использовались 
ArCH2CN и его производные, содержащие радика-
лы первого типа (Cl, F, Me, OMe, OAc, а также α-
циклогексил). Наилучшими растворителями ока-
зались Et2O, PhMe и MeNO2. Отмечено, что на-
правление КЦК в основном зависит от таутомер-
ного равновесия между нитрилиевой солью (XIII) 
и псевдогалогенимином (XIV) (галогенимином), а 
также от нуклеофильности противоиона (CF3SO3

− 

или Cl−). Так, CF3SO3H смещает равновесие 
PhCH2CN в сторону карбокатиона, образуя 1-бен-
зил-3-бензилимидоиламино-изохинолин (XVI) 
(выход 95%) и 2,4,6-трибензил-симм-триазин 
(XVII) (выход 3%), а хлорид-ион катализирует ре-
акцию тримеризации в симм-триазин. Однако при 
попытке получить 3-аминопапаверин из ДМФАН 

в данных условиях были выделены лишь поли-
мерные продукты.  

Японские авторы [22] из 2-индолилацето-
нитрила в MeCN под действием AlCl3 синтезиро-
вали 3-амино-1-метил-5Н-пиридо[4,3-b]индол. В 
серии более 370 публикаций M.H. Elnagdi с соавт. 
(до 2008 г.) показали перспективность использо-
вания метода КЦК в синтезе различных гетеро-
циклических систем [23].  

ИССЛЕДОВАНИЯ В ОБЛАСТИ  
3-АМИНОИЗОХИНОЛИНОВ В ФГБНУ ВИЛАР 

Нами в результате удачного подбора реагентов 
и условий реакции КЦК из ДМФАН и HCl получены 
с высокими выходами замещенные 3-имидоилами-
но-1-бензилизохинолины (XXI) и другие гетероцик-
лические системы, представленные ниже [24, 25]: 
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Рис. 1. 3D-модель 3-гомовератрил-имидоил-аминопапаверина гидро-
хлорида (ΣЕ = 12,74 ккал/моль) 

Показано, что арилацетонитрилы с электро-
нодонорными ОМе группами в ароматическом 
кольце легко вступают в КЦК [26–29]. Они оказа-
лись удобной мишенью для электрофильного за-
мещения достаточно стабильного карбокатиона 
(XIX, R1 = H). Промежуточный 3-аминопапа-
верина гидрохлорид (ХХa, R4 = H, R2 = R3 = OMe,  
R5 = CH2C6H3(OMe)2-3,4 ГХ) с избытком ДМФАН 
в условиях реакции образует (ХХIa R4 = H, R2 = R3 
= OMe, R5 =  CH2C6H3(OMe)2-3,4), компьютерная 
молекулярная модель которого приведена на  
рис. 1 (ChemOffice 2004, 3D, MM2).  

Установлено влияние природы и положения 
заместителей в ароматическом кольце на направ-
ление КЦК [2, 26–29]. Например, 4-метоксибен-
зилцианид и 6-бром-ДМФАН с замещенным пара-
положением к метоксигруппе в ароматическом 
цикле циклизуются в ипсо-положение, образуя по-

XIX 
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сле деметилирования промежуточного катиона 
(XXII) спиродиенон (XXIII). Таким образом, под-
тверждена взаимосвязь региоселективности реак-
ции циклизации с электронодонорным характером 
и положением заместителей в ароматическом 
кольце стерическими факторами, а также нуклео-

фильностью галогеноводородных или псевдо-
галогеноводородных кислот. 

Методом молекулярного моделирования по-
казано, что в реакции КЦК в качестве промежу-
точного соединения образуется димерный ассоци-
ат гомовератрилий хлорида с гомовератронитри-
лом, компьютерная молекулярная модель которого 
приведена на рис. 2, где видно, что активные 
группы молекул в ассоциате сближены.  

Показано, что ДМФАН с избытком другого 
нитрила образует 1-R-замещенные-3-аминоизохи-
нолины (ХХ, R5 = PhCH2-, Ph-, Me-). В реакции 
КЦК можно также использовать амиды кислот или 
оксимы, образующие в среде POCl3 соответст-
вующие нитрилы. В арилацетонитрилах, имеющих 
в α-положении бензильную или полиметоксибен-
зильную группы, происходит инактивация CN-
группы. Компьютерным моделированием показа-
но, что в них CN-группа выведена из плоскости 
сопряжения с ароматическим ядром более тяжелой 
бензильной группой, понижая таким образом ее 
реакционную способность (рис. 3) [29]. Реакция 
КЦК осуществима также с фенольными арилаце-
тонитрилами, полученными по оригинальной ме-
тодике [30]. Синтезирован ряд димерных арилаце-
тонитрилов с целью получения новых биологиче-
ски активных аминоизохинолинов [31]. 

А.В. Середа показал, что ДМФАН с HCl в 
присутствии кислот Льюиса, например хлорида 
цинка, образует лишь димерный аддукт структуры 
3,4-(МеО)2С6Н3CH2CNH·ZnCl3·3,4-(МеО)2С6Н3CH2 
C(Cl) = NH2·ZnCl3, который при мягком гидролизе 
превращается в исходный нитрил и соответствую-
щий амид [2, 32]. На рис. 4 приведена компьютерная 
модель указанного ассоциата, на которой видно, что 
активные группы ДМФАН и его нитрилиевой соли 
блокированы молекулами хлорида цинка, препятст-
вуя тем самым реакции циклоконденсации. 

При разработке схем синтеза бензо[c]фенан-
тридинов с потенциальным противоопухолевым и 
антимикробным действием с применением нитри-
лов была выявлена роль енаминовой таутомерии. 
На примере арилацетимидоил-арилацетонитрила 
(XXIV) показано, что Z-циано-енамин (Z-XXIV) 
циклизуется в амино-пиримидин (XXVI), а его E-
енаминовый таутомер (E-XXIV), напротив, обра-
зует гидролизующиеся на воздухе олигомеры [26]. 
При получении исходных нитрилов нами был най-
ден новый способ синтеза 2,3-замещенного индола 
(XXVII) из XXIV (R = Br) по реакции Ульмана, 
что является новым подходом в химии этой гете-
роциклической системы [33 – 36]:  

 

Рис. 2. Молекулярный ассоциат гомовератронитрилий хлорида с гомо-
вератронитрилом (ΣЕ = −73,499 ккал/моль) 

 

Рис. 3. Пространственная молекулярная модель альфа-гомовератрил-
гомовератронитрила (ΣЕ = 10,785 ккал/моль) 

 

Рис. 4. Молекулярная компьютерная модель ассоциата гомовератро-
нитрилий хлорида с гомовератронитрилом и хлоридом цинка (ΣЕ = 
= −79,36 ккал/моль) 
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N-Ацилированием оснований XX, XXI, а 
также XXVIII получены разнообразные 3-(N-аци-
ламино)изохинолины (XXIX) [25–27] для физико-
химических, аналитических и биологических ис-
следований. Изучена масс-спектрометрическая 
фрагментация XXa [37]. На основе XXa был раз-
работан гаптен, использованный в получении 

твердофазной иммунотест-системы для обнаруже-
ния папаверина в биологических жидкостях и в 
культуральных средах [38]. 

Таким образом, можно представить общую, 
упрощенную, без учета побочных реакций, схему 
превращения арилацетонитрилов в 3-аминоизохи-
нолин и его производные: 
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Диазотированием XXa в присутствии HBF4 
получен 3-фторпапаверин (XXX), а в среде раз-

бавленной серной кислоты – 3-оксипапаверин  
(XXXI) [2]: 
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Из 4-дифторметокси-3-метоксифенилацето-
нитрила методом КЦК синтезированы дифторме-
токси-аналоги 3-имидоиламинопапаверина 

(XXXII), 3-аминопапаверина (XXXIII) и ряд 
функционально замещенных производных [39]: 

N
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N

NH
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MeO
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N
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OMe
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В условиях восстановительного метилирова-
ния методом Эшвайлера–Кларка (CH2O + 
HCOOH) происходит конденсация двух молекул 
аминоизохинолинов с образованием изохинолин-
содержащих аналогов соединения Трегера струк-
туры (XXXIVа, R = Me; XXXIVb, R = 3,4-
(MeO)2C6H3CH2-) [2, 40]: 
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N
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Рис. 5. Молекулярная модель бис-аминопапаверинового аналога со-
единения Трегера (XXXIVb) (ΣЕ = 29,68 ккал/моль) 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ  
3-АМИНОИЗОХИНОЛИНОВ 

В процессе биологического скрининга 3-ами-
ноизохинолинов была выявлена спазмолитиче-
ская активность у XX и его производных [41, 42], 
а у 3-(N-бензоиламино)-1-метил-3,4-диметокси- 

изохинолинов – умеренная цитостатическая ак-
тивность [43–46]. Некоторые 3-аминоизохиноли-
ны обладают антипсихотической активностью 
(нейролептики) [47–48)], являются антидепрес-
сантами [19, 49]. Среди них были также найдены 
ингибиторы факторов свертываемости крови [50–
52]. Ряд производных 3-аминоизохинолинов по-
казали антималярийную активность [53–55], а 
также влияние на β-клетки поджелудочной желе-
зы [56]. Повышение интереса специалистов в по-
следние годы к 3-аминоизохинолинам свидетель-
ствует о перспективности дальнейших разработок 
в этой области. Например, соединение структуры 
VIIIb было предложено также использовать в ка-
честве колориметрического сенсора в аналитиче-
ской химии [57]. 

ВЫВОДЫ 

1. Обобщены методы простого и эффективного 
пути синтеза 3-аминоизохинолинов в мягких 
условиях с использованием кислотокатализи-
руемой реакции циклоконденсации арилацето-
нитрилов, получения их функциональных про-
изводных, в том числе природных аналогов ал-
калоидов (например, 3-аминопапаверина), раз-
работанные ФГБНУ ВИЛАР.  

2. Рассмотрены механизмы превращений в про-
цессе синтеза.  

3. Предложен твердофазный метод определения 
папаверина в биологических жидкостях и кле-
точных культурах на основе пептидных произ-
водных 3-аминопапаверина.  

4. Приведено краткое освещение некоторых соб-
ственных и литературных данных биологиче-
ской активности синтезированных соединений.  

5. Показана перспективность получения произ-
водных 3-аминопапаверина и их использования 
в качестве биологически активных агентов в 
медицине. 
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Review on the simple and efficient method of 3-aminoisoquinolines synthesis using acid promoted cyclocondensation of nitriles and production of 
their functionally substituted derivatives is presented. Their reaction mechanisms and dynamic of the reaction process are discussed. Naturally 
occurring alkaloids analogues e.g. 3-aminopapaverine are produced and studied. Solid phase determination of papaverine in biolological  liquids and in 
the cell cultures is worked out. Spectral characteristics of 3-aminoisoquinolines, results of their biological activities and the prospects of their use in 
medicine are also discussed. 
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Рассмотрены метаболиты лекарственных растений как биологически активные соединения (БАС), химическая природа которых по-
ложена в основу химической классификации лекарственного растительного сырья. Обосновано фундаментальное значение химиче-
ской классификации лекарственного растительного сырья не только для фармакогнозии, но и для фитотерапии, в случае которой 
химическая природа БАС должна рассматриваться как методологическая основа в плане объяснения особенностей фармакотера-
певтического действия, прогнозирования фармакологических эффектов, научного обоснования технологии получения лекарствен-
ных препаратов, а также поиска путей достижения эффективности и безопасности лечения с использованием препаратов на основе 
растительного сырья. Представлено обсуждение зависимости физических, физико-химических, спектральных и фармакологических 
свойств от химической природы БАС, используемых в качестве критерия подлинности и качества сырья и фитопрепаратов. Показа-
на целесообразность введения в фармакогнозию нового понятия − ведущей группы БАС, а также необходимость трактовки значи-
мости с точки зрения проявления фармакологических эффектов не одной, а нескольких групп действующих веществ. 

Ключевые слова: фармация, фармакогнозия, лекарственные растения, лекарственное растительное сырье, метаболиты, био-
логически активные соединения, фитопрепараты, стандартизация. 

Фармакогнозия, как наука и учебная дисцип-
лина, предметом которой является лекарственное 
сырье растительного и животного происхождения, 
является одной из важнейших составляющих, фор-
мирующих модель специалиста фармацевтического 
профиля (провизор, фармацевт). В области фарма-
когнозии за последние 15–20 лет получены новые 
данные в плане изучения химического состава ле-
карственных растений. Этому способствовало то 
обстоятельство, что данная наука обогатилась со-
временными спектральными и физико-химически-
ми методами [6, 7, 26]. Так, использование 1Н- и 
13С-ЯМР-спектроскопии, масс-спектрометрии по-
зволило исследователям изучить химическое стро-
ение целого ряда биологически активных соедине-
ний (БАС), а также открыть новые группы природ-
ных соединений (флаволигнаны и др.). Внедрение 
методов тонкослойной хроматографии (ТСХ), газо-
жидкостной хроматографии и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) открыло но-
вые возможности для целей стандартизации лекар-
ственного растительного сырья (ЛРС) и фитопре-
паратов, что нашло отражение в Государственной 
фармакопее Российской Федерации XIII издания.  

В этой связи не случайно, что среди современных 
тенденций развития фармакогнозии заметное место 
занимают исследования, посвященные совершенст-
вованию химической классификации ЛРС [6, 28]. 

Ц е л ь  р а б о т ы  – концептуальное рас-
смотрение значимости биологически активных со-
единений лекарственных растений в решении ак-
туальных проблем фармакогнозии и фармации в 
целом; обоснование новых подходов к стандарти-
зации ЛРС и фитопрепаратов, содержащих фе-
нольные соединения. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
В качестве объектов исследования служили 

фармакопейные растения, лекарственное расти-
тельное сырье, биологически активные соедине-
ния, выделенные из ЛРС.  

Были изучены корневища и биомасса родиолы 
розовой (Rhodiola rosea L.), кора сирени обыкно-
венной (Syringa vulgaris L.), корневища и корни 
элеутерококка колючего [Eleutherococcus sentico-
sus (Rupr. et Maxim.) Maxim.], семена и плоды ли-
монника китайского (Schizandra chinensis Baill.), 
трава мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.), 

________________________________________________ 

* Статья представлена на Первой научной конференции «Метаболомика биологических объектов» (25−26 ноября
2015 г., Москва). 
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цветки лаванды колосовой (Lavandula spica L.), 
трава зверобоя продырявленного (Hypericum 
perforatum L.) и зверобоя пятнистого (Hypericum 
maculatum Grantz.), трава эхинацеи пурпурной 
[Echinacea purpurea (L.) Moench.], плоды расто-
ропши пятнистой [Silybum marianum (L.) Gaertn.], 
листья гинкго двулопастного (Ginkgo biloba L.), 
цветки пижмы обыкновенной (Tanacetum vulgare 
L.), цветки бессмертника песчаного [Helichrysum 
arenarium (L.) Moench.], почки тополя черного 
(Populus nigra L.), цветки календулы лекарственной 
(Calendula officinalis L.), кора ивы остролистной 
(Salix acutifolia Willd.), листья березы бородавчатой 
(Betula verrucosa Ehrh.), корни солодки голой 
(Glycyrrhiza glabra L.), трава гречихи посевной 
(Fagopyrum sagittatum Gilib.), плоды черники обык-
новенной (Vaccinium myrtillus L.), плоды жостера 
слабительного (Rhamnus cathartica L.), кора круши-
ны ломкой (Frangula alnus Mill.), листья кассии 
остролистной (Сassia acutifolia Del.), корни щавеля 
конского (Rumex confertus Willd.), а также фенил-
пропаноиды, флавоноиды и антраценпроизводные, 
выделенные из исследуемого ЛРС. 

В работе использованы: тонкослойная хрома-
тография, колоночная хроматография, высокоэф-
фективная жидкостная хроматография, спектро-
фотомерия, 1Н-ЯМР-спектроскопия, масс-спектро-
метрия, различные химические превращения. 1Н-
ЯМР-спектры получали на приборах «Gemini-200» 
(200 МГц), «Bruker AM 300» (300 МГц), масс-
спектры снимали на масс-спектрометре «Kratos 
MS-30», регистрацию УФ-спектров проводили с 
помощью спектрофотометра «Specord 40» 
(«Analytik Jena»). Воздушно-сухое растительное 
сырье подвергали исчерпывающему экстрагирова-
нию 70%-ным этиловым спиртом. Полученные 
водно-спиртовые экстракты упаривали под вакуу-
мом до густого остатка и далее подвергали разде-
лению методом колоночной хроматографии (си-
ликагель L 40/100, полиамид «Woelm»), элюируя 
хлороформом и смесью хлороформ−этиловый 
спирт в различных соотношениях. Контроль за 
разделением веществ осуществляли с помощью 
ТСХ-анализа на пластинках «Сорбфил ПТСХ-АФ-
А-УФ» в системах хлороформ–этанол (9:1), хло-
роформ–этанол–вода (26:16:3), а также н-бутанол–
ледяная уксусная кислота–вода (4:1:2). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
В результате изучения химического состава 

целого ряда лекарственных растений нами выде-

лены и охарактеризованы с использованием УФ-, 
ЯМР-спектроскопии, масс-спектрометрии, различ-
ных химических превращений более 400 веществ, 
относящихся к фенилпропаноидам, флавоноидам, 
кумаринам, антрагликозидам, простым фенолам, 
терпеноидам, алкалоидам, среди которых 35 сое-
динений являются новыми, причем для некоторых 
из них выявлена биологическая активность [1, 2, 
4−16, 18−24, 29]. При этом изучены зависимости 
физических, физико-химических, спектральных и 
фармакологических свойств от химической при-
роды биологически активных соединений, исполь-
зуемых в качестве критерия подлинности и каче-
ства сырья и фитопрепаратов [5, 7, 19−23, 28, 29]. 

Для успешного решения фармакогнозии и 
фармации в целом БАС следует рассматривать с 
точки зрения: 

диагностики (видовая принадлежность);  
качественных реакций (определение подлин-

ности сырья);  
количественного определения содержания 

уровня БАС;  
параметров валидации методов фармакопей-

ного анализа;  
использования государственных стандартных 

образцов;  
физико-химических свойств БАС, включая 

растворимость, возможную термолабильность, 
светочувствительность); 

обоснования способа получения субстанции и 
лекарственной формы; 

фармакологических свойств БАС и лекарст-
венной формы; 

соотнесения химического состава лекарст-
венного растительного сырья и фитопрепарата; 

возможных процессов трансформации БАС в 
ходе сушки, хранения, переработки лекарственно-
го растительного сырья. 

Результаты изучения химического состава 
сырья лекарственных растений, а также система-
тизация литературных данных относительно ком-
понентного состава ЛРС создали предпосылки для 
создания новых учебников по фармакогнозии [7, 
26], в основу которых положена разработанная 
нами химическая классификация лекарственных 
растений [6]. 

Обосновано, что химическая классификация 
лекарственного растительного сырья имеет не 
только фундаментальное значение для фармаког-
нозии, но и актуальна в фармацевтической техно-
логии, фармацевтической химии, фармакологии и 
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фитотерапии, в случае которых химическая при-
рода БАС должна рассматриваться как методологи-
ческая основа в плане объяснения особенностей 
фармакотерапевтического действия, прогнозирова-
ния фармакологических эффектов, научного обос-
нования технологии получения лекарственных 
препаратов, а также поиска путей достижения 
эффективности и безопасности лечения с исполь-
зованием препаратов на основе растительного 
сырья. Показана целесообразность введения в 
фармакогнозию нового понятия – ведущей группы 
БАС, а также необходимость трактовки значимости 
с точки зрения проявления фармакологических 
эффектов не одной, а, как правило, нескольких 
групп действующих веществ. При этом в качестве 
ведущей группы БАС предложено рассматривать 
действующие вещества, наиболее уязвимые с точки 
зрения физико-химических свойств на всех стадиях 
технологического процесса (возделывание, заготов-
ка, сушка, переработка, хранение ЛРС и др.). 
Например, в случае эфиромасличного сырья, эфир-
ные маслá, как правило, рассматриваются в качест-
ве ведущей группы БАС из-за их летучести, термо-
лабильности и других свойств.  

В настоящее время становится актуальной 
необходимость трактовки в большинстве видов 
ЛРС вклада в фармакологическую активность нес-
кольких групп БАС: например, в родиоле розовой – 
это фенилпропаноиды и простые фенолы, в расто-
ропше пятнистой − флаволигнаны и жирное масло, 
в мелиссе лекарственной – эфирное масло и фенил-
пропаноиды, в эхинацее пурпурной – фенилпропа-
ноиды, полисахариды и алкиламиды, в пионе укло-
няющемся – монотерпеновые гликозиды, простые 
фенолы и эфирное масло, в зверобое продыряв-
ленном – четыре группы действующих веществ: 
флавоноиды, антраценпроизводные, дубильные ве-
щества и флороглюцины (гиперфорин). Это создает 
научную основу как с точки зрения объяснения 
фармакологических эффектов, так и в плане обос-
нования ресурсосберегающих технологий полу-
чения ЛРС, включая комплексную переработку 
ЛРС. Например, в траве мелиссы лекарственной 
эфирное масло обусловливает в основном седа-
тивное и спазмолитическое действие, а фенил-
пропаноиды – анксиолитические, иммуномодули-
рующие, противовирусные, антигистаминные, ан-
тимикробные и другие свойства, причем в ос-
новном за счет розмариновой кислоты. Такое тол-
кование дает возможность по-новому взглянуть на 
мелиссу лекарственную в плане трактовки фарма-

кологической группы: сегодня данное растение, 
являющееся формально седативным, следует рас-
сматривать прежде всего как анксиолитик. Это 
подтверждают результаты исследований, в со-
ответствии с которыми настойка мелиссы лекарст-
венной по механизму действия близка к таковому 
диазепама [19]. Данная трактовка создает пер-
спективу совершенствования стандартизации ЛРС 
и фитопрепаратов, особенно с точки зрения сов-
ременной мировой тенденции, предполагающей 
использование в методиках качественного и коли-
чественного анализа определение двух−трех групп 
БАС, имеющих диагностическое значение. 

В рамках современной химической класси-
фикации ЛРС [6], которая положена в основу 
учебника «Фармакогнозия» [7], актуальным явля- 
ется аспект критического пересмотра отнесения 
некоторых лекарственных растений к какой-либо 
химической группе действующих веществ. Так, 
трава зверобоя продырявленного отнесена нами к 
флавоноидам, по содержанию которых в Россий-
ской Федерации осуществляется стандартизация 
данного сырья, но при этом предложено проводить 
контроль качества и по содержанию второй группы 
действующих веществ – антраценпроизводным, к 
которым ранее относилось данное растение.  

Критически пересмотрено отнесение корне-
вищ родиолы розовой, в которой на момент вве-
дения в научную медицину в качестве действую-
щих веществ были известны лишь простые фено-
лы. В ходе углубленного изучения химического 
состава корневищ родиолы розовой было установ-
лено, что действующими веществами сырья 
данного растения являются также фенилпропа-
ноиды, которые имеют диагностическое значение. 
Это стало основанием для пересмотра химической 
классификации, а также обоснования новых под-
ходов к стандартизации корневищ родиолы розо-
вой и препаратов на основе данного сырья, заклю-
чающихся в определении доминирующего фенил-
пропаноида – розавина [1, 5, 9, 30]. Была обос-
нована также целесообразность отнесения к ири-
доидам травы пустырника, которая ранее рассмат-
ривалась в рамках флавоноидов.  

В фармакогнозию нами введены такие груп-
пы БАС, как фенилпропаноиды, ксантоны, хи-
ноны, иридоиды, монотерпеновые гликозиды, эк-
дистероиды, ферменты. Отнесение к фенилпро-
паноидам таких растений, как родиола розовая 
(золотой корень), элеутерококк колючий, лимон-
ник китайский, эхинацея пурпурная, сирень обык-
новенная, расторопша пятнистая позволяет не 
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только обосновывать подходы к стандартизации 
сырья вышеперечисленных растений [5, 8−10, 
14−20, 27], но и прогнозировать для препаратов на 
их основе иммуномодулирующее действие, 
осуществлять целенаправленный поиск новых 
растений, влияющих на иммунную систему, а 
также обладающих адаптогенными, анксиолити-
ческими, ноотропными, антидепрессантными, гепа-
топротекторными и антиоксидантными свойствами 
[2, 11−15, 17−20, 28].  

В настоящее время особую значимость приоб-
ретают фенольные соединения лекарственных рас-
тений, которые являются ценным источником адап-
тогенных, тонизирующих, ноотропных, антидепрес-
сантных, анксиолитических, седативных, иммуно-
модулирующих, гепатопротекторных, желчегонных, 
антиоксидантных, противовирусных, антимикроб-
ных, противовоспалительных и слабительных лекар-
ственных средств [1, 2−5, 9−16, 19−30]. В группе фе-
нольных веществ наиболее распространенными яв-
ляются фенилпропаноиды, флавоноиды и антрацен-

производные, которые в силу большого структурно-
го разнообразия обладают широким спектром био-
логической активности [3, 11−30].  

При этом следует отметить, что на основе 
изучения физико-химических, спектральных и 
фармакологических свойств ранее была разрабо-
тана современная классификация фенольных ве-
ществ, а также обоснована необходимость введе-
ния в фармакогнозию фенилпропаноидов как са-
мостоятельного класса БАС [5, 7, 28], что нашло 
отражение в учебнике «Фармакогнозия» [7]. В на-
стоящее время одной из нерешенных в полной ме-
ре проблем является, стандартизация ЛРС и фито-
препаратов, содержащих фенольные соединения, в 
том числе в плане гармонизации методических и 
методологических подходов к анализу. 

В результате изучения химического состава 
целого ряда лекарственных растений выделены и 
охарактеризованы (с использованием УФ-, ЯМР-
спектроскопии, масс-спектрометрии, ТСХ и ВЭЖХ) 
фенилпропаноиды (1−8), флавоноиды (9−20) и 
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антраценпроизводные (21−24), представляющие ин-
терес с точки зрения химической стандартизации 

сырья и препаратов соответствующих лекарст-
венных растений (рис. 1–3).  
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На основе изучения химического состава 
целого ряда видов ЛРС сформулированы подходы к 
стандартизации сырья и фитопрепаратов, заклю-
чающиеся в использовании в методиках анализа 
стандартных образцов розавина (родиола розовая), 
триандрина (биомасса родиолы розовой), сирин-
гина (элеутерококк колючий, сирень обыкно-
венная), силибина (расторопша пятнистая), лаван-
дозида (лаванда колосовая), розмариновой кислоты 
(мелисса лекарственная), цикориевой кислоты (эхи-
нацея пурпурная), гамма-схизандрина (лимонник 
китайский), гинкгетина (гинкго двулопастный), 
3,811-биаспигенина (зверобой продырявленный), 
тилианина (пижма обыкновенная), цинарозида 
(пижма обыкновенная), гиперозида (береза боро-
давчатая, зверобой пятнистый), никотифлорина 
(гинкго двулопастный), нарциссина (календула ле-
карственная), изосалипурпозида (бессмертник 
песчаный), ликуразида (солодка голая), пиностро-
бина (тополь черный), цианидин-3-О-глюкозида 
(черника обыкновенная), франгулина А (крушина 
ломкая, жостер слабительный), сеннозида В (кассия 
остролистная), 1,7-дигидрокси-3-карбоксиантрахи-
нона (кассия остролистная), 8-О-β-D-глюкопира-
нозида эмодина (щавель конский). 

В результате проведенных исследований обос-
нованы новые подходы к стандартизации лекарст-
венного растительного сырья и фитопрепаратов, 
содержащих фенилпропаноиды, флавоноиды и 
антраценпроизводные, с использованием ТСХ, 
ВЭЖХ, спектрофотометрии и соответствующих 
стандартных образцов. Результаты данных исследо-
ваний создают методологическую основу для со-

вершенствования нормативной документации на 
ЛРС и другие фармацевтические субстанции, а 
также для успешного решения одной из актуальных 
задач современной фармации − создания и внед-
рения лекарственных средств, в том числе им-
портозамещающих препаратов. 

ВЫВОДЫ  
На основе изучения химического состава це-

лого ряда лекарственных растений, а также зави-
симостей физических, физико-химических, спек-
тральных и фармакологических свойств от хими-
ческой природы выделенных веществ, используе-
мых в качестве критерия подлинности и качества 
сырья и фитопрепаратов, показано, что БАС сле-
дует рассматривать как важнейшую модель в 
формировании методологической базы для науч-
ного обоснования химической классификации 
ЛРС, методов стандартизации и технологических 
способов получения, а также показаний к приме-
нению соответствующих лекарственных расти-
тельных препаратов. 
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In the present paper conceptually are considered biologically active compounds of medicinal plants as an important model in the formation of 
specialists in the field of pharmacy. It is substantiated that the chemical classification of medicinal vegetative raw materials is of fundamental 
importance, not only for pharmacognosy, but for phytotherapy, in which case the chemical structure of biologically active compounds should be 
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regarded as a methodological base in terms explain the characteristics of pharmacotherapeutic action, prognosis of pharmacological effects, the 
scientific substantiation of technology of obtaining of preparations, and also find ways to achieve efficiency and safety of treatment with preparations on 
the basis of the herbal materials. In the present paper are discussed also the relationships between the physical, physical-chemical, spectral, 
pharmacological properties and the chemical structures of biologically active compounds, which are used as the criterion for the authenticity and quality 
of herbal materials and phytopharmaceuticals. The expediency of introduction in pharmacognosy a new concept − the leading group of biologically 
active compounds, as well as the need for interpretation of the significance of the manifestations of pharmacological effects of not one, and usually 
several groups of active substances. 

Key words: pharmacy, pharmacognosy, medicinal plants, herbal materials, metabolites, biologically active compounds, phytopharmaceuticals, 
standardization. 
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ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ, ПРИМЕНЕНИЕ И СТАНДАРТИЗАЦИЯ  
PETROSELINUM CRISPUM НАСТОЙКИ ГОМЕОПАТИЧЕСКОЙ МАТРИЧНОЙ 
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Представлены данные по химическому составу, применению в медицине, а также анализу Petroselinum crispum настойки гомео-
патической матричной методом ГЖХ-МС. Разработана методика количественной оценки суммы фенольных веществ в пересчете 
на апигенин методом спектрофотометрии. 

Ключевые слова: Petroselinum crispum, настойка гомеопатическая, состав, количественное определение. 

Петрушка (Petroselinum crispum Mill., Apiaceae) 
(синонимы P. sativum Hoffm., P. hortense Auct. non 
Hoffm.) является древнейшим средством традици-
онной медицины. Это растение обладает широким 
диапазоном доказанной фармакологической актив-
ности: ветрогонным, гастротонизирующим, гепато-
протективным, спазмолитическим, диуретическим, 
антисептическим, противовоспалительным, имму-
номодулирующим, хемо-превентивным, антиокси-
дантным действием. В традиционной и народной 
медицине Petroselinum crispum применяется при 
болезнях мочевых путей и уролитиазе, желудочно-
кишечных расстройствах, аменорее, дисменорее, 
заболеваниях сердца, отитах, диабете, кожных за-
болеваниях и др. [1−7], при различных уринарных 
симптомах, цистите, дизурии, уретритах, гонорее 
и других заболеваниях [8].  

Петрушка содержит значительное количество 
эфирного масла. Известны три культурных разно-
видности петрушки, которые несколько различа-
ются по химическому составу − Petroselinum cris-
pum var. latifolium (обычная), var. crispum (курча-
вая) и var. tuberosum (корневая). Эфирномаслич-
ный состав листовых и корневой разновидностей 
примерно одинаков. Основными компонентами 
(10−30%) являются миристицин, лимонен и 1,3,8-
п-ментатриен. Сорта с кудрявыми листьями (var. 
сrispum), как правило, содержат больше миристи-
цина, но значительно меньше эфирного масла, чем 
var. latifolium (0,01 и 0,04% соответственно).  

По химическому составу эфирного масла из 
плодов различают три хемотипа петрушки: апиоло-
вый (60−70% апиола), миристициновый (50−70% 

миристицина) и аллилтетраметоксибензоловый 
(50−60% 1-аллил-1,3,4,5-тетраметоксибензола − 
АТМБ) [9].  

В эфирном масле петрушки наряду с апиолом 
и миристицином также обнаружены мирцен, ли-
монен, β-фелландрен, терпинолен, пара-,α-диме-
тилстирен, 1,3,8-пара-ментатриен, пара-цимен-8-
ол, криптон, фелландраль, п-фарнезен, гермакрен, 
β-сесквифелландрен, кадинен, неофитадиен, паль-
митиновая кислота, фитол, которые предлагаются 
в качестве маркерных компонентов для идентифи-
кации сырья [10]. 

P. crispum содержит флавоноиды апигенин, 
апигенин-7-О-глюкозид (космосиин), апигенин-7-
О-апиозил-О-глюкозид (апиин), 6-ацетилапиин, а 
также витамин C, каратиноиды, хлорофил, кума-
рин 2”.3”-дигидроксифуранокумарин (оксипеусе-
данин гидрат). Установлено, что апигенин, космо-
сиин и кумарин проявляют выраженную актива-
цию агрегации тромбоцитов [11, 12]. Упоминается 
об обнаружении в траве петрушки кудрявой также 
витексина, рутина, кемпферола, лютеолин-7-гли-
козида, кверцетина, фенолкарбоновых кислот (гал-
ловой, изоферуловой, хлорогеновой, неохлорогено-
вой), катехина, о-метоксикумарина, о-кумаровой 
кислоты, дигидрокумарина [13]. В дихлорметано-
вом извлечении из корней петрушки обнаружены 
следовые количества токсичных полиинов [14], в 
корнях найдены фотосенсибилизирующие фурано-
кумарины бергаптен и изоимператорин.  

Выявлен терапевтический эффект водного 
экстракта травы петрушки на модели развития  
почечных камней у крыс, вызванного этиленгли-



Фармацевтическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №2, 2016 24

колем [15]; обнаружено понижение уровня глюкозы 
при стрептозотоцин-индуцированном диабете [16]. 

Установлена цитостатическая активность экс-
тракта семян петрушки на клетки гепатоцеллю-
лярной карциномы человека (HepG2), а также ан-
тиоксидантное, антибактериальное и противовос-
палительное действие, что может использоваться 
для разработки потенциального терапевтического 
противоопухолевого агента [17]. Экстракт травы 
петрушки и апиин проявляют ингибирующую ак-
тивность на нейраминидазу вируса гриппа [18]. 

Выявлена нематицидная активность эфирного 
масла и метанольного экстракта травы P. crispum 
против Meloidogyne spp. (M. incognita, M. hapla и  
M. arenaria) [19] и акарицидное действие плодов 
петрушки, содержащихся в них апиола и его произ-
водных на Dermatophagoides pteronyssinus, Derma-
tophagoides farina и Tyrophagus putrescentiae [20]. 

В опытах на крысах установлено, что эта-
нольный экстракт P. сrispum гепатотоксичен и 
нефротоксичен в пероральных дозах, равных или 
превышающих 1000 мг/кг. Таким образом, требу-
ется осторожность при назначении во избежание 
передозировки и взаимодействия с некоторыми 
лекарствами. Кроме того, петрушка способна к 
биоаккумуляции токсичных металлов, что требует 
ее выращивания на почвах, куда не попадают 
сточные воды [21].  

Гомеопатическая фармакопея Германии [22] 
содержит статью P. crispum, включающую харак-
теристики настойки гомеопатической матричной 
(НГМ), изготавливаемой из свежей травы, собран-
ной в начале цветения, с использованием 90%-
ного этилового спирта. Подлинность устанавли-
вают на флавоноиды по цианидиновой пробе и ме-
тодом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на го-
товых пластинках со слоем силикагеля в системе 
этилацетат−толуол (7:93). Испытуемый раствор 
готовят экстракцией НГМ гексаном. В качестве 
растворов сравнения используют растворы борне-
ола и борнилацетата в спирте метиловом. Обна-
ружение зон на хроматограмме проводят опры-
скиванием раствором анисового альдегида с по-
следующим нагреванием при 105−110 °С в тече-
ние 5−10 мин. Содержание сухого остатка не ме-
нее 1,8%, плотность − от 0, 900 до 0,920. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − изучение 
некоторых групп биологически активных веществ 
и разработка методик стандартизации и критериев 
качества P. crispum НГМ. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Исследуемые образцы НГМ P. crispum изго-

тавливали из свежесобранной травы по правилам 
гомеопатической технологии в соответствии с ме-
тодом 3 ОФС 42-0027-05 «Настойки гомеопатиче-
ские матричные». Испытание методом ТСХ осу-
ществляли на пластинках со слоем силикагеля 
Сорбфил ПТСХ-П-А УФ (ТУ 26-11-17-89, Россия), 
спектры поглощения растворов регистрировали на 
спектрофотометре Cary 100 Scan («Varian», США). 
Анализ методом газожидкостной хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием (ГЖХ-
МС) проводили с помощью хромато-масс-спектро-
метра Varian 450GC-220MS (США) с масс-анализа-
тором типа «ионная ловушка».  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

В качестве критериев подлинности на НГМ  
P. crispum предложены качественные реакции на 
дубильные вещества (с железа окисного хлори-
дом), флавоноиды по цианидиновой пробе, сахара 
и гликозиды (с раствором пикриновой кислоты в 
щелочной среде), УФ-спектр разведения НГМ 
(1:250) в спирте этиловом 70%-ном, на котором в 
области 250−400 нм должны присутствовать два 
максимума поглощения при длинах волн 337±1 и 
268±1 нм. Было проведено испытание методом 
ТСХ в системе бутанол−кислота уксусная ледя-
ная−вода (50:5:5:30) с обнаружением веществ фе-
нольной группы в УФ-свете с длиной волны 365 
нм. В качестве раствора вещества сравнения ис-
пользован раствор рутина, положение зоны ад-
сорбции которого совпадает с таковой гликозидов 
апигенина. 

В УФ-свете с длиной волны 365 нм на хрома-
тограмме стандартного раствора обнаруживаются 
зона рутина зеленовато-коричневого цвета с Rf 
около 0,50 (Rs = 1,0). На хроматограмме настойки 
должны обнаруживаться зоны: интенсивная зеле-
новато-коричневого с Rs = 1,0 (гликозиды апиге-
нина), коричневатого с Rs = 1,2, серовато-
коричневого 1,7 (апигенин), беловатого с Rs = 1,4, 
ярко-красного с Rs = 1,5 цветов. Допускается нали-
чие других зон: голубоватого, сероватого и желто-
ватого цветов от линии нанесения до Rs = 0,9. 

Определение сухого остатка и плотности 
проводили по общепринятым методикам; сухой 
остаток не менее 1,5%, плотность − от 0,900 до 
0,925.  
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Содержание фенольных веществ в НГМ  
P. crispum в пересчете на апигенин оценивали ме-
тодом спектрофотометрии. В качестве аналитиче-
ского выбран максимум при 338±2 нм. Вычислен-
ный удельный показатель поглощения аутентич-
ного образца апигенина с чистотой 95% в 70%-
ном этиловом спирте равен 880. 

Около 0,1 г (точная навеска) матричной на-
стойки помещали в мерную колбу вместимостью 
25 мл, доводили до метки спиртом этиловым 70%-
ным и перемешивали. Оптическую плотность по-
лученного раствора измеряли на спектрофотомет-
ре при длине волны 338±2 нм в кювете с толщи-
ной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения 
использовали 70%-ный спирт этиловый (рисунок). 

Параллельно измеряли оптическую плотность 
раствора РСО апигенина. В мерную колбу вме-
стимостью 25 мл помещали около 0,002 г (точная 
навеска) РСО апигенина, доводили 70%-ным 
спиртом этиловым объем раствора до метки, пе-
ремешивали. Затем 2 мл полученного раствора 
помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, 
доводили 70%-ным спиртом этиловым объем рас-
твора до метки и перемешивали. 

Содержание веществ фенольного характера в 
пересчете на апигенин в процентах (Х) вычисляли 
по формуле: 

0

0

25 2 100
25 25

A mX
A m
⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅ ⋅

, 

где А0 и А − оптическая плотность РСО апигенина 
и испытуемого раствора соответственно; m0 и m − 
масса апигенина и настойки, г 

или по формуле 
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где А − оптическая плотность испытуемого раст-
вора; m − масса настойки, г; 1%

1смА  − удельный по-
казатель поглощения апигенина, равный 880. 

Содержание веществ фенольного характера в 
пересчете на апигенин в исследуемых образцах 
НГМ было от 0,051 до 0,148%.  

Проведена валидация методики по показате-
лям правильности, сходимости, воспроизводимо-

сти, специфичности, линейности ( 113,21у х= ±  
0,0643± , 2 0,994R = ). Относительная погрешность 

определения разработанной методики не превы-
шает ±5,88 % (табл. 1). 

Проанализирован состав летучих веществ 
НГМ, полученной из сырья, заготовленного в Ка-
лужской области в 2014 г., методом ГЖХ-МС. Ле-
тучие вещества извлекали из НГМ хлороформом, 
затем растворитель отгоняли, остаток растворяли 
в этилацетате.  

Хроматографическое разделение компонентов 
пробы осуществляли на кварцевой капиллярной 
колонке FactorFOUR VF-5ms (30 м × 0,25 мм). Газ 
носитель – гелий с постоянной скоростью потока 
1,0 мл/мин. В инжектор хроматографа при темпера-
туре 200 °С (делениие потока 5) вводили по 1 мкл 
пробы. Температурная программа колонки: 50 °С – 
1 мин, нагрев до 110 °С со скоростью 20 °С/мин, 
110 °C – 1 мин, нагрев до 250 °С со скоростью 
7°С/мин, изотерма при 250 °С до 33 мин.  

Разделенные компоненты идентифицировали 
с использованием библиотеки масс-спектров NIST 
Version 2f и алгоритмов сравнения программного 
обеспечения «Saturn» (Varian). Количественную 
оценку осуществляли методом нормализации по 
площади пиков (полный ионный ток) идентифи-
цированных соединений с использованием авто-

Таблица 1. Метрологические характеристики результатов количественного определения  
фенольных веществ в пересчете на апигенин  

n f p (%) T (p, f) X % S2 S Sx ΔXср ΔX Ē % E % 

5 4 95 2,78 0,147 9,7 ⋅10−6 3,1⋅10−3 1,39⋅10−3 3,87⋅10−3 8,65⋅10−3 2,63 5,88 

УФ-спектры раствора РСО апигенина (1) и разведения настойки 
P. crispum (2) в спирте этиловом  
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Окончание табл. 2 

1 2 3 4 5

27 8,781 Миристицин 499884 5,19

28 8,872 Неизвестное 40803 0,42

29 9,082 Неизвестное 19037 0,20

30 9,434 Неизвестное 100056 1,04

31 9,579 Апиол 313256 3,25

32 9,609 7(11)-Селинен-4α-ол ( можжевеловая камфора) 76056 0,79

33 9,699 7(11)-Селинен-4α-ол ( можжевеловая камфора) 89614 0,93

34 9,75 Неизвестное 57901 0,60

35 9,813 Неизвестное 31275 0,32

36 9,919 1-Гептатриакотанол 131968 1,37

37 10,041 Изоаромадендрен эпоксид 84770 0,88

38 10,208 Неизвестное 69325 0,72

39 10,3 Неизвестное 74486 0,77

40 10,493 13-метил-тетрадекановой кислоты этиловый эфир (С15:0) 44276 0,46

41 10,668 Z-(13,14-эпокси)тетрадец-11-ен-1-ол ацетат 86531 0,90

42 10,793 Бутилоктиловый эфир 1,2-бензолдикарбоксиловой кислоты 280659 2,91

43 10,822 Цис -1- этилиденоктагидро-7а-метил-1Н-инден 462585 4,80

44 10,941 Олеиновая кислота (С18:1) 260977 2,71

45 10,962 Пальмитиновой кислоты (С16:0) этиловый эфир 295593 3,07

46 11,138 Фалкаринол 59244 0,62

47 11,351 Неизвестное 48694 0,51

48 11,483 Изобергаптен 141202 1,47

49 11,672 3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол 1170000 12,15

50 11,815 Фитол 120621 1,25

51 11,898 9-цис,11-транс-октадекадиеновой кислоты этиловый эфир (С18:2) 1770000 18,38 

52 11,902 н-Пропиловый эфир 9,12-октадекадиеновой кислоты (С18:2) 409741 4,25

53 11,935 Линоленовой кислоты этиловый эфир (С18:3) 1670000 17,34

54 12,036 2-[[2-[(2-этилциклопропил)-метил]циклопропаноктановой  
кислоты метиловый эфир 

11456 0,12

55 12,074 Неизвестное 45457 0,47

56 12,158 Эйкозен (С20) 59312 0,62

57 12,209 Трикозан (C23) 68294 0,71 

58 12,558 Изопимпинеллин 23078 0,24

59 13,286 7-Гексадеценаль 48917 0,51

60 13,429 10,13-эйкозадиеновой кислоты этиловый эфир (С20:2) 48339 0,50

61 13,628 Неизвестное 21514 0,22

62 13,731 Неизвестное 25645 0,27

63 13,817 Эйкозен-1 (С20) 22573 0,23

64 13,894 2-Гексил-1-деканол 17107 0,18

65 15,557 Тетракозан (C24) 9175 0,10 

В с е г о 9630947 100
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ВЫВОДЫ 

1. На основании полученных результатов пред-
ложены критерии подлинности и методики
оценки качества НГМ Petroselinum crispum,
которые будут включены в проект фармако-
пейной статьи.

2. Исследование летучих веществ, содержащих-
ся в образце НГМ, методом ГЖХ-МС выяви-
ло основные компоненты: этиловые эфиры 9-
цис,11-транс-октадекадиеновой и линолено-
вой кислот, 3,7,11,15-тетраметил-2-гексаде-
цен-1-ол, миристицин, цис-1-этилиденокта-
гидро-7а-метил-1Н-инден и апиол, что пока-
зывает, что состав летучих веществ петрушки
и соответственно НГМ вариабелен от места и
условий произрастания.
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The article presents data on the chemical composition, application in medicine, analysis of Petroselinum crispum. 
For quantitative estimation of phenols in the tincture homeopathic matrix Petroselinum crispum, prepared from fresh raw material (herba) 

maceration in 90% (by volume) with an alcohol, used the technique absorption spectrophotometry is carried out in the maximum at 313 nm using the 
specific absorption coefficient of apigenin in 70% alcohol equal to 980. 

Contents phenolic substances calculated as apigenin in the samples tincture Petroselinum crispum was from 0.051 to 0.148%. 
A study of volatile substances in the homeopathic tincture matrix Petroselinum crispum GLC-MS instrument on Varian 450GC-220MS (column 

FactorFOUR VF-5ms). The volatiles were removed with chloroform and then the solvent was evaporated and the residue dissolved in ethyl acetate. 
In tinctures detected 38 substances − ethyl cis-9, trans-11-octadecadienoic and linolenic acids (18.38 and 17.34% respectively), 3,7,11,15-

tetramethyl-2-hexadecene-1-ol (12; 15%), myristicin (5.19%), cis-1-etiliden-octahydro-7a-methyl-1H-indene -1-etilidenoсtahydro-7a-methyl-1H-
indene (4.80%) and apiol (3.25%). We have also found a series of terpene compounds cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, juniper camphor, β-phellandrene, 
izoaromadendren epoxide hydrocarbons hexadecene, heneicosane, docosane, eicosene, tricosene, tetracosane, phytol, falkarinol, free oleic acid esters 
of fatty acids, including cyclopropenoid fatty acids, isobergapten and isopimpenellin. 

Key words: Petroselinum crispum, homeopathic tincture, composition, quantification. 
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For use of herbal medicines all over the globe, it is important to evaluate antioxidant activity. The total phenolic content (TPC) and an-
tioxidant activity of ethanolic extract of Phyllanthus amarus were evaluated using the Folin-Ciocalteau method, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity and Hydrogen peroxide scavenging activity. The results of present study shows 
potent antioxidant activity of ethanolic extract of plant. 
Key words: antioxidant, Phyllanthus amarus, DPPH, H2O2. 

Due to adverse effects of antibiotics on the host in-
cluding hypersensitivity, immune-suppression and aller-
gic reactions much attention is now focused on plant ex-
tracts with biologically active compounds used in tradi-
tional herbal medicine. India has a very long, safe and 
continuous usage of many herbal drugs in the officially 
recognized alternative systems of health viz. Ayurveda, 
Unani, Siddha, Homeopathy and Naturopathy. 

Phyllanthus amarus (PA) is widespread through-
out the tropics and subtropics in sandy regions as a 
weed in cultivated and waste lands and also found 
through the roads, valleys, on the riverbanks and near 
lakes. This plant is a common arable weed of dis-
turbed ground in southern Florida, the Bahamas, the 
West Indies and tropical America and is naturalized in 
the old world tropics [1]. Phyllanthus, so aptly called 
the wonder plant perhaps has more useful properties 
to offer than mankind could ever use [2]. This herb 
finds its use worldwide for treating problems of stom-
ach, urinogenital system, liver, kidney and spleen. It 
plays a significant role in Ayurveda, an Indian system 
of medicine, and is used to treat jaundice, gastropathy, 
diarrhoea, dysentery, fevers, ulcers and wounds [3]. 

Measurement and use of plant antioxidant has 
become indispensible for scientific research and in-
dustrial purposes.Biological compounds with antioxi-
dant properties contribute to the protection of cells 
and tissues against deleterious effects of reactive oxy-
gen species and other free radicals [4]. In the present 
study, total phenolic contents (TPC) and antioxidant 
activity of ethanolic extract of PA was evaluated by 
DPPH and H2O2.  

MATERIAL AND METHODS 
Preparation of plant extract. Phyllanthus ama-

rus whole plant was obtained from the authenticated 
ayurvedic dealer and identified by the experts of 
Botany Department, Jiwaji University, Gwalior (In-
dia). The shade dried plant was pulverized. The pow-
der of the plant was socked in 75% ethanol for 10 
days with vigorous shaking. Extract was filtered and 
lyophilized in freeze drier to furnish ethanolic extract.  

Free radical scavenging activity by DPPH assay. 
The free radical scavenging activity of Phyllanthus 
amarus was measured by 1, 1-diphenyl-2-picryl-hyd-
razil (DPPH•) using the method of Blois [5] in tripli-
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cate. Briefly, a 0.1 mM solution of DPPH dye in etha-
nol was prepared and 1 ml of this solution was added 
to 3 ml of PA solution in water at different concentra-
tions (10−50 µl/ml) respectively. Vitamin C used as a 
standard at same concentration. The mixture was 
shaken vigorously and allowed to stand at room tem-
perature for 20 minutes. Then the absorbance was 
measured at 517 nm using a UV-Vis spectrophotome-
ter. Lower absorbance values of the reaction mixture 
indicated higher free radical scavenging activity.  

Calculation:  
DPPH • Scavenging effect (%) = 
= [(A0 − A1/A0) × 100], 

where A0 is the absorbance of the control and A1 is the 
absorbance in test sample.  

Hydrogen peroxide scavenging activity. The 
hydrogen peroxide scavenging activity of PA was de-
termined using the method of Ruch et al. [6]. Sample 
with different concentration (10−50 μl/ml and 100−500 
μg/ml)) of both extracts was added to 3.4 of 0.1M 
phosphate buffer (pH 7.4) and mixed with 0.6 ml of  
43 mM hydrogen peroxide. After 10 min, the absorb-
ance at 230 of the reaction mixture was recorded. For 
each concentration, mixture without sample was used 
as control and mixture without H2O2 was used as blank 
and percentage inhibition was calculated.  

Calculation:  
% inhibition [H2O2] = [(A0−A1)/A0] × 100, 

where A0 was the absorbance of the control, and A1 
was the absorbance of the sample. Ascorbic acid was 
taken as standard. 

Total phenolic contents. Folin-Ciocalteu meth-
od is sensitive, quantitative and relatively independent 
of the degree of polymerization (e.g. mono-, di or tri-
mer), Phenols stoichiometrically reduce phospho-
molybdic/phosphotungstic acid and was determined. 
[7]. The amounts of phenolics in PA was determined 
with Folin-Ciocalteu reagent. To 50 ml of each sam-
ple (3 replicates), 2.5 ml of 10 times dilution of Folin-
Ciocalteu reagent and 2 ml of Na2CO3 were added and 
the resulting mixture was incubated for 2 h. The ab-
sorbance of all samples was measured at 765 nm.  

Calculation: the total phenol was determined us-
ing a standard curve prepared with different concen-
tration of tannic acid. The results were expressed in 
milligrams per gram fresh weight. 

RESULTS AND DISCUSSION 
To evaluate the antioxidant activity of natural 

compounds, DPPH assay is widely used as a free radi-
cal. Antioxidant activity of PA using DPPH dye is 

shown in table 1. PA at different doses, i.e. 10–50 
µg/ml showed free radical scavenging activity in dose 
dependent manner. Maximum percentage inhibition of 
DPPH radicals by the antioxidant activity of PA using 
DPPH dye was about 75.9% at a concentration of 
50µg/ml. Ascorbic acid, as a standard drug showed 
about 88.3% inhibition of the DPPH radicals at  
50 µg/ml. H2O2 scavenging activity of PA was dose 
dependent as demonstrated in table 2. The maximum 
H2O2 scavenging activity of PA at 50 µg/ml is 80.6% 
which is comparable with ascorbic acid 50 µg/ml. The 
amount of total phenolic components of PA were cal-
culated as tannic acid equivalents which was found to 
be 430 µg/mg in samples indicating considerable free 
radical scavenging activity: 

Extract  ........................................  Phyllanthus amarus 
Concentration  .....................................................  1 mg 
Tannic acid equivalent  ..............................  430 µg/mg 
Plants are the source of free radical scavengers 

like polyphenols, flavonoids and phenolic compounds 
which help in prevention and repairing damages 
caused by ROS [8]. At low or moderate concentra-
tions, generally reactive oxygen species (ROS) exert 
beneficial effects on cellular responses and immune 
function but at high levels, a deleterious process can 
damage cell structures, including lipids, proteins, and 
DNA.The human body has several mechanisms to 
counteract oxidative stress by producing antioxidants, 
which are either naturally produced in situ, or exter-
nally supplied through foods 

Table 1. Free radical scavenging activity at various concen-
trations of PA 

Concentration, 
μg/ml 

DPPH Inhibition (%) 
Ascorbic acid Phyllanthus amarus 

10 70.9 ± 3.91  60.8 ± 3.36 
20 77.4 ± 4.27 70 ± 3.86 
30 80.2 ± 4.43 72 ± 3.98 
40 84.6 ± 4.67 74.8 ± 4.13 
50 88.3 ± 4.88 75.9 ± 4.19 

Values are mean ± SE of triplicate determinations. 

Table 2. H2O2 Scavenging Phyllanthus amarus crude extract 

Concentration, 
μg/ml 

Inhibition (%) 
Ascorbic acid Phyllanthus amarus 

10 26 ± 1.43 28.17 ± 1.55 
20 35 ± 1.93 29 ± 1.60 
30 48 ± 2.65 40 ± 2.21 
40 62 ± 3.42 58 ± 3.20 
50 85 ± 4.69 80.6 ± 4.45 

Values are mean ± SE of triplicate determinations. 
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The DPPH assay is used to determine antioxidant 
potential of natural compounds. It is reduced from a 
purple compound to a light yellow compound by elec-
trons from oxidant compounds. Reaction of DPPH 
with hydroxyl groups involves a homolytic substitu-
tion of one of the phenyl rings of DPPH yielding 2-(4-
hydroxyphenyl)-2-phenyl-1- picryl hydrazine as a ma-
jor product. The concentration of DPPH at the end of 
a reaction will depend on the concentration and struc-
ture of the compound being scavenged [9−11]. Thus, 
the ability of the test samples to quench this radical is 
a measure of its antioxidative ability. 

Total phenolics constitute one of the major 
groups of compounds acting as primary antioxidants 
or free radical terminators hence it was reasonable to 
detect their amount in the herbal preparation. Strong 
antioxidant activity of the Phyllanthus amarus was 
found which was nearly same when compared to 
ascorbic acid as standard. Plant exhibited antioxidant 
activity by inactivating lipid free radicals or prevent-
ing decomposition of hydroperoxides into free radi-
cals [12]. The plant exhibited anti-diabetic, anti-
cancer, anti-inflammatory properties and several other 
activities [13, 14]. The occurrence of alkaloids, flavo-
noids, hydrolysable tannins, lignans, phenolics and 
polyphenols in the extract may be responsible for anti-
oxidative action in biological system, acting as scav-
engers of singlet oxygen and free radicals. The bene-
ficial effects derived from phenolic compounds can be 
attributed to their antioxidant activity. This is also 
supported by the findings of other authers who 
worked on Tephrosiapurpurea L., Viscum album, Ca-
esalpinia pulcherrima and Crocus sativus [15−17]. 

CONCLUSION 
This data provides a scientific explanation of 

presence of potent antioxidant potential of Phyllan-
thus amarus, which will be helpful in use of this plant 
for medicinal purpose globally.  
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Из-за многочисленных побочных эффектов при преме антибиотиков, включая гиперчувствительность, подавление иммунитета и аллерги-
ческие реакции, в настоящее время большое внимание уделяется растительным экстрактам, которые содержат биологически активные соедине-
ния, используемые в традиционной фитотерапии.  

Индия − страна, имеющая очень долгую и непрерывную историю использования многих травяных препаратов в официально признанных 
альтернативных системах здравоохранения, таких как Аюрведа, Унани, Сиддха, Гомеопатия и Натуропатия. 

Phyllanthus amarus широко распространен в тропиках и субтропиках, в песчаных районах, растет как сорняк в южной Флориде, Багам-
ских островах, Вест-Индии и тропической Америке. Эта трава находит свое применение во всем мире для лечения проблем желудка, мочеполо-
вой системы, печени, почек и селезенки, используется для лечения желтухи, диареи, дизентерии, лихорадки, для заживления язв и ран. 

Исследование и использование антиоксидантных свойств растений стало незаменимым для научных исследований и промышленных це-
лей. Растения являются источниками полифенолов, флавоноидов и фенольных соединений, которые вносят свой вклад в защиту клеток и тка-
ней против вредного воздействия активных форм кислорода (АФК) и других свободных радикалов. При низких или умеренных концентрациях 
АФК, как правило, оказывают благоприятное воздействие на клеточные реакции и иммунную систему, при высоких − могут привести к повре-
ждению клеточных структур, в том числе липидов, белков и ДНК. Человеческий организм имеет несколько механизмов противодействия окисли-
тельному стрессу, производя антиоксиданты внутри тела или через продукты питания. 

В настоящем исследовании определяли общее содержание фенольных соединений (ФС), а антиоксидантную активность водно-
спиртового экстракта Phyllanthus amarus оценивали по реакции ингибирования 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила (ДФПГ) и перекиси водорода. 

1. Определение активности свободных радикалов проводили с использованием ДФПГ в методе Блуа. 0,1 мМ раствора красителя ДФПГ в 
этаноле прибавляли к водно-спиртовым экстрактам филантуса при различных концентрациях. Витамин С использовали в качестве стандарта в 
той же концентрации. Смесь энергично встряхивали и оставляли при комнатной температуре в течение 20 мин. Затем измеряли спектрофото-
метром оптическую плотность при 517 нм.  

2. Пероксидазную активность водных экстрактов Phyllanthus amarus определяли с использованием метода Руха. Образцы с различной 
концентрацией водно-спиртовые экстракты филантуса в фосфатном буфере (рН 7,4) смешивали с 0,6 мл 43 мМ перекиси водорода и через 10 
мин измеряли оптическую плотность при 230 нм. Смесь без образца использовали в качестве контроля. 

3. Общее содержание фенольных соединений определяли методом Фолина−Дениса: к водно-спиртовому экстракту филантуса добавляли 
реактив Фолина−Дениса, Na2CO3, затем полученную смесь инкубировали в течение 2 ч. Спектр поглощения всех образцов измеряли при 765 нм. 

Для оценки антиоксидантной активности природных соединений широко используется ДФПГ-анализ в качестве свободного радикала. 
Максимальный процент антиоксидантной активности проявили водно-спиртовые экстракты филантуса при концентрации 50 мкг/мл путем инги-
бирования ДФПГ (75,9%). Аскорбиновая кислота, в качестве стандарта показала примерно 88,3% ингибирования ДФПГ-радикалов в 50 мкг/мл. 
Водно-спиртовые экстракты филантуса в концентрации 50 мкг/мл продемонстрировали пероксидазную (Н2О2) активность 80,6%, что сравнимо с 
аскорбиновой кислотой. Содержание суммы фенольных соединений в образцах водно-спиртовых экстрактов филантуса − 430 мг, т.е. водно-
спиртовые экстракты филантуса показали значительную антиоксидантную активность.  

Полученные данные научно обосновывают наличие мощного антиоксидантного эффекта Phyllanthus amarus, что обусловливает примене-
ние этого растения в лечебных целях во всем мире. 
Ключевые слова: антиоксидант, Phyllanthus amarus, DPPH, H2O2. 
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Представлен отечественный и зарубежный опыт проведения скрининговых и доклинических исследований потенциальных гас-
тропротективных биологически активных веществ (БАВ). Предложены наиболее рациональные методические подходы к поиску 
и разработке БАВ для лечения заболеваний желудочно-кишечного тракта с использованием моделей эрозивно-язвенных пора-
жений желудка и двенадцатиперстной кишки. 

Ключевые слова: экспериментальные модели язв желудка и двенадцатиперстной кишки, ульцерогенная активность, гастро-
протекторное действие. 

На сегодняшный день рынок лекарственных 
препаратов с доказанной противоязвенной актив-
ностью превышает 500 наименований, тем не ме-
нее проблема эффективной терапии этой патоло-
гии далека от своего разрешения [1]. 

Ведущими направлениями лекарственной те-
рапии язвенного процесса остаются нормолизация 
кислотно-пептического фактора желудочной секре-
ции, стимуляция защитных механизмов слизистой 
оболочки желудочно-кишечного тракта к повреж-
дающему действию экзогенных и эндогенных фак-
торов – цитопротективное действие, а также стиму-
ляция регенеративных процессов для ускорения 
заживления язвенного дефекта. Задача поиска эф-
фективных противоязвенных средств в указанных 
направлениях продолжает оставаться актуальной.  

Чтобы определить и с большей достоверно-
стью охарактеризовать свойства и механизм дейст-
вия исследуемого потенциального противоязвенно-
го средства, разработано довольно большое коли-

чество экспериментальных моделей язвы желудка 
и двенадцатиперстной кишки (мыши, крысы, мор-
ские свинки, кролики, собаки, собаки бигли и др.), 
различающихся по способу воспроизведения (вид 
ульцерогена) и механизму развития патоло-
гического процесса. Кроме того, по скорости раз-
вития язвенных дефектов слизистой оболочки, 
длительности их спонтанного заживления экспе-
риментальные модели условно делят на «острые», 
«субхронические» и «хронические», что позволяет 
проводить скрининговые (поиск) и длительные 
наблюдения за клиникой хронического процесса 
при разработке потенциального препарата.  

В доступной литературе за последние 50–60 лет 
не появлялось руководства, в котором обобщены и 
систематизированы методы, используемые для вос-
произведения эрозивно-язвенных поражений желуд-
ка и двенадцатиперстной кишки в эксперименте.  

Данные практические рекомендации являют-
ся единственным современным пособием, в кото-
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матической системы обработки. Результаты пред-
ставлены в табл. 2.  

В испытуемом растворе из НГМ P. crispum 
идентифицировано 38 веществ природного проис-
хождения. Основными компонентами пробы яв-
ляются этиловые эфиры 9-цис,11-транс-октадека-
диеновой и линоленовой кислот (18,38 и 17,34% 
соответственно), полученные этилированием жир-
ных кислот при хранении настойки, 3,7,11,15-
тетраметил-2-гексадецен-1-ол (12,15%), миристи-

цин (5,19%), цис-1-этилиденоктагидро-7а-метил-
1Н-инден (4,80%) и апиол (3,25%). Найдены также 
соединения терпенового ряда цис-п-мента-2,8-
диен-1-ол, можжевеловая камфора, β-фелландрен, 
изоаромадендрен эпоксид, углеводороды гексаде-
цен, генейкозан, докозан, эйкозен, трикозен, тет-
ракозан, фитол, фалкаринол, свободная олеиновая 
кислота, эфиры жирных кислот (в том числе цик-
лопропилсодержащей), кумарины изобергаптен и 
изопимпенеллин. 

Таблица 2. Содержание летучих компонентов в НГМ P. crispum 

№ 
Время  

удерживания, 
мин 

Название вещества Площадь  
пика 

Содержание, 
% 

1 2 3 4 5

1 3,502 o-Ксилол 25099 0,26

2 3,11 Нонилацетат 112948 1,17

3 3,961 Неизвестное 15154 0,16

4 4,392 Неизвестное 15031 0,16

5 4,49 Неизвестное 16637 0,17

6 5,029 β-Фелландрен 9804 0,10

7 5,606 α-п-Диметилстирен (дегидро-п-цимен) 8289 0,09

8 5,685 Неизвестное 11116 0,12

9 6,027 Неизвестное 5163 0,05

10 6,318 Неизвестное 4514 0,05

11 6,457 Цис-п-мента-2,8-диен-1-ол 34034 0,35

12 6,558 Неизвестное 9267 0,10

13 6,628 Гексадецен (С16) 8109 0,08

14 6,711 Генейкозан (C21) 3645 0,04 

15 6,816 Неизвестное 16658 0,17

16 6,967 Неизвестное 9694 0,10

17 7,03 Неизвестное 11157 0,12

18 7,237 Неизвестное 13632 0,14

19 7,42 Неизвестное 9471 0,10

20 7,504 Неизвестное 35560 0,37

21 7,844 Докозан (C22) 10826 0,11 

22 8,076 Z-8-метил-9-тетрадекановая кислота (С15:0) 107170 1,11

23 8,148 2-Гексил-1-октанол 172867 1,79

24 8,426 Метил-(2-гидрокси-3-этокси-бензил)-эфир 38339 0,40

25 8,534 Неизвестное 21085 0,22

26 8,715 Неизвестное 96257 1,00
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ром представлен обобщенный отечественный (в 
том числе собственный) и зарубежный опыты 
проведения скрининговых и доклинических ис-
следований потенциальных противоязвенных (гас-
тропротективных) биологически активных ве-
ществ (БАВ). Предлагаются наиболее рациональ-
ные методические подходы к поиску и разработке 
БАВ (как природного, так и синтетического про-
исхождения) для лечения заболеваний желудочно-
кишечного тракта с использованием моделей эро-
зивно-язвенных поражений желудка и двенадца-
типерстной кишки, отражающих основные этио-
патогенетические факторы язвообразования. При 
этом учитывались основные требования, предъяв-
ляемые к скрининговому и доклиническому ис-
следованию лекарственных веществ: быстрота по-
лучения результатов, их достоверность и минимум 
материальных затрат. 

Язвенная болезнь – хроническое, циклически 
протекающее заболевание с разнообразной клини-
ческой картиной, основным морфологическим 
проявлением которого является рецидивирующая 
язва желудка или двенадцатиперстной кишки, 
возникающая на фоне гастрита, вызванного ин-
фекцией Helicobacter pylori [2]. Язвенная болезнь 
по распространенности, тяжести течения, ослож-
нениям и смертности занимает ведущее место сре-
ди заболеваний желудочно-кишечного тракта. В 
России язвенной болезнью страдает, по различным 
данным, от 5 до 15% (в среднем, около 10%) 
взрослого населения [1].  

Патогенез язвенной болезни достаточно сло-
жен и во многом не совсем ясен. Генетическая 
предрасположенность, нарушение равновесия ме-
жду факторами агрессии и защиты, наличие H. py-
lori (патогенетическая роль HP в развитии и хро-
низации язвы в настоящее время является обще-
признанной) – три основных фактора, которые 
рассматриваются в настоящее время как основные 
для появления и рецидивирования язвенной бо-
лезни [3]. У здоровых людей слизистая оболочка 
желудка резистентна к постоянному воздействию 
соляной кислоты и пепсина, что достигается хо-
рошо известными цитопротективными механиз-
мами, обеспечиваемыми простагландинами (ПГ), 
которые присутствуют в желудочном соке здоро-
вых людей. Цитопротекция − способность слизи-
стой оболочки предохранять клетки эпителия от 
гибели. Среди факторов агрессии, повреждающих 
клетки эпителия, следует учитывать: стресс, несте-
роидные противовоспалительные средства (НПВС), 
НСl, пепсин, желчь, ишемию и H. руlori. Поверхно-

стному эпителию слизистой оболочки принадлежит 
ведущая роль в цитопротекции, так как он мало 
проницаем для H+ вследствие постоянно продуци-
руемых им бикарбонатов (ионов НСО3), посту-
пающих в слизь. Слизь, секретируемая поверхност-
ным эпителием, состоит из двух слоев: один легко 
удаляется при пищеварении, другой (прикреплен-
ная слизь) несет основную защитную функцию. 
Этот слой состоит из муцинов, фосфолипидов, тре-
фойловых пептидов. Способствуют цитопротекции 
интенсивное клеточное обновление, высокий уро-
вень васкуляризации, оксид азота, секреция защит-
ных молекул (ПГ, эпидермальный фактор роста 
(EGF), трансформирующий фактор роста альфа 
(TGF-α)) [4].  

Репаративную регенерацию гастродуоде-
нальных язв регулируют многие факторы роста. 
Основным считается эпидермальный фактор роста 
(ЭФР), обладающий многими свойствами, необхо-
димыми для обеспечения высокого качества за-
живления. Он ингибирует секрецию HCl, предо-
храняет слизистую оболочку от острых поврежде-
ний и обеспечивает ее адаптацию при поврежде-
ниях желудка, стимулирует синтез ДНК и протеи-
нов, ускоряет пролиферацию и миграцию эпите-
лия. Многочисленными исследованиями установ-
лено, что основные патогенетические механизмы 
развития язвенной болезни желудка и двенадцати-
перстной кишки различны. Язвенное поражение 
двенадцатиперстной кишки возникает на фоне ги-
пертонуса блуждающего нерва, ведущего к агрес-
сии чрезвычайно кислого, богатого протеолитиче-
скими ферментами желудочного сока, который 
выделяется в большом количестве даже в межпи-
щеварительные фазы [5]. При этом в результате 
тесных генетических и анатомических связей и 
нарушений кортико-висцеральных взаимоотноше-
ний при язвенной болезни двенадцатиперстной 
кишки в патологический процесс вовлекаются ге-
патобилиарная система, поджелудочная железа и 
тонкая кишка. Подтверждением этому является 
возникновение у 70−87% таких больных дискине-
зии печени и желчных путей, в результате чего 
развивается длительный застой желчи в пузыре и 
желчных путях. 

Из трех вышеперечисленных причин разви-
тия язвенной болезни наиболее важная − наруше-
ние баланса между агрессивными факторами со-
держимого просвета верхних отделов желудочно-
кишечного тракта и защитными цитопротектив-
ными факторами, обеспечивающими поддержание 
целостности и нормального функционирования 
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слизистой оболочки. Это и является по современ-
ным представлениям ведущим звеном в патогенезе 
язвенной болезни [6]. В частности, возникает пеп-
тическая язва, когда превалирует усиленное обра-
зование и проникновение агрессивных ульцеро-
генных факторов (желудочный сок, соляная ки-
слота, пепсин) в просвет двенадцатиперстной 
кишки над защитными механизмами слизистой 
оболочки желудка (слизь, щелочная секреция, 
микроциркуляция, репаративная регенерация эпи-
телия слизистой оболочки) [7].  

Кроме того, в патогенезе язвенной болезни и 
ее рецидивов большое значение имеют нарушения 
нервной регуляции, стресс [8], которые могут про-
являться признаками ваготонии, соляралгии, нев-
ротических состояний и др. и оказывать влияние 
на клинические проявления заболевания, актив-
ность ульцерозного процесса и функции желудка, 
а также изменения в эндокринной регуляции и об-
мене биогенных аминов, выполняющих роль ме-
диаторов [8]. Отмечаются разнообразные сбои со 
стороны иммунной системы организма: повыша-
ется количество бластных и трансформированных 
лимфоцитов, увеличивается содержание флуорес-
цирующих продуктов перекисного окисления ли-
пидов в сыворотке крови, что свидетельствует об 
усилении свободно-радикального окисления ли-
пидов, и др. [9].  

Нарушение этих механизмов диктует разра-
ботку и создание препаратов, способствующих 
уменьшению повреждающего воздействия желу-
дочного содержимого и/или повышению рези-
стентности контактирующих с ним тканей. Для по-
давления кислотно-пептических факторов приме-
няются препараты, снижающие кислотность среды 
в желудке, а для активизации цитозащитных меха-
низмов − препараты, увеличивающие способность 
слизистой оболочки желудка и двенадцатиперстной 
кишки противостоять действию кислоты и пепсина. 
Одни препараты могут снижать выделение желу-
дочного сока и пепсиногена (антагонисты Н2-
рецепторов – циметидин, ранитидин, фамотидин), а 
другие оказывают нейтрализующее воздействие на 
уже выделенную кислоту (антациды): сукральфат, 
де-нол, диосмектит и др. [10]. 

Однако значительно большее внимание уде-
ляется изучению медикаментозных препаратов – 
цитопротекторов (гастал, сукральфат, висмут три-
калия дицитрат, простагландины), действие кото-
рых способствует или приводит к усилению мест-
ных факторов защиты [6] поверхности язвы от ки-
слотно-пептического воздействия и к ее рубцева-

нию [11]. В этом плане, например, интерес пред-
ставляют простагландины (цитопротективные 
«местные гормоны» в слизистой оболочке желуд-
ка), нарушение синтеза которых играет сущест-
венную роль в патогенезе язвенной болезни. Про-
стагландины, эпидермальный фактор роста и со-
матостатин регулируют клеточный метаболизм, 
повышают резистентность клеток к повреждению, 
cтимулируют слизеобразование и секрецию би-
карбонатов, обеспечивающих пристеночную ней-
трализацию H+ ионов способностью тормозить 
секрецию желудочного сока, выделение соляной 
кислоты и пепсина [2], непосредственно влияя на 
обкладочные клетки и одновременно подавляя ос-
вобождение гастрина. И сегодня нет ни одного 
другого заболевания, для лечения которого было 
бы предложено большое число лекарств и не ле-
карственных методов лечения, что можно объяс-
нить, с одной стороны, стремлением воздейство-
вать на известные этиологические факторы и зве-
нья патогенеза язвенной болезни, с другой сторо-
ны, недостаточной их эффективностью [12]. 

В свете вышесказанного, в зависимости от 
механизма действия противоязвенные препараты 
могут быть разделены на следующие группы [10, 
13, 31]: 

I. Препараты, нейтрализующие желудочный 
сок: антациды: активированный уголь, алмагель, 
висмута трикалия дицитрат (де-нол), сукральфат, 
маалокс, гастал, лансопразол, диосмект. 

II. Препараты, блокирующие рецепторы па-
риетальных клеток: блокаторы H2-рецепторов: 
циметидин, ранитидин (синонимы: ранисан, улко-
дин), фамотидин; блокаторы мускариновых рецеп-
торов: пирензепин, антихолинергики; блокаторы 
гастриновых рецепторов: проглумид. 

III. Депрессоры секреции желудочного сока
(ингибиторы протонной помпы): омепразол и его 
аналоги − пантопразол (санпраз), эзомепразол 
(моноизомер омепразола) и др. 

IV. Цитопротекторы: простагландины, су-
кральфат, мизопростол, висмута трикалия дицит-
рат (де-нол), целекоксиб, магалдрат, солкосерил, 
деринат, пирензепин, метилурацил, алоэ и др. 

V. Эрадикаторы H. pylori: лансопразол, ин-
гибиторы протонной помпы, ультоп и др. 

VI. Иммуномодуляторы: ультоп, панавир.
VII. Препараты, оказывающие воздействие

на ЦНС: сульпирид, седативные средства. 
VIII. Фитопрепараты, обладающие гастро-

протективной активностью: аллантон, калефлон, 
ротокан, беллацехол.  
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Приведенный неполный список применяю-
щихся в настоящее время противоязвенных 
средств подтверждает не только многообразие 
этиопатогенетических факторов в развитии язвен-
ного процесса, но и затрудняет формулировку 
унитарной теории его возникновения и развития, а 
следовательно, разработку единой эксперимен-
тальной модели, воспроизводящей данную пато-
логию и максимально отражающей основные осо-
бенности заболевания. Вследствие этого для воз-
можности с большей достоверностью охарактери-
зовать свойства и механизм действия исследуемо-
го потенциального противоязвенного средства, а 
также область возможного применения, его изуче-
ние проводят на различных экспериментальных 
моделях острой, подострой или хронической язв 
желудка и двенадцатиперстной кишки.  

Экспериментальные язвы желудка и двена-
дцатиперстной кишки воспроизводят введением 
ульцерогенных веществ (химических или лекарст-
венных препаратов) с различным механизмом на-
рушения целостности слизистой оболочки, меха-
ническим повреждением слизистой или хирурги-
ческим вмешательством, например, для создания 
гастродуоденальной патологии с целью регурги-
тации пищеварительного сока двенадцатиперст-
ной кишки в желудок.  

Экспериментальные исследования должны 
осуществлятся согласно «Правилам проведения 
работ с использованием экспериментальных жи-
вотных» (Приказ МЗ СССР № 755 от 12.08.1987 г.) 
и Федеральному Закону о защите животных от 
жестокого обращения от 01.01.1997 г., с соблюде-
нием конвенции по защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментальных и дру-
гих научных целей, принятой Европейским Сою-
зом в 1986 г., и Директивы 86/609 ЕЭС, основан-
ной на тексте этого соглашения «Dr. Robert 
Hubrecht, Current EU Legislation Controlling Animal 
Experiments» (Страсбург, 18.03.86 г.). 

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ СЕКРЕТОРНОЙ ФУНКЦИИ 
ЖЕЛУДКА У ЖИВОТНЫХ  

Секреторная и двигательная функции желуд-
ка являются основными в его деятельности и тес-
но взаимосвязаны друг с другом. Нормальный 
ритм эвакуации содержимого желудка в двенадца-
типерстную кишку является одним из определяю-
щих факторов регуляции секреции ферментов, со-
ляной кислоты и гастродуоденальных гормонов. В 
условиях патологии (гастрит, язвенная болезнь, эн-

тероколит и др.) происходит «поломка» нормаль-
ной регуляции секреторной и двигательной функ-
ций желудка, что сопровождается патологической 
эвакуацией кислого желудочного содержимого в 
луковицу двенадцатиперстной кишки.  

Как известно, действие, например, антацид-
ных средств обусловлено или нейтрализацией со-
ляной кислоты желудочного сока (опыты in vitro), 
или торможением секреции. При изучении влия-
ния такого типа веществ на секреторную функцию 
желудка проводят их тестирование в острых и 
хронических опытах на крысах и морских свинках 
в сравнении с антацидной активностью таких по-
пулярных соединений как блокаторы Н2-рецепто-
ров типа ранитидина и блокаторов «протонного 
насоса» (омепразол, эзомепразол, пантопразол и 
др.) [14]. Влияние соединений на базальную и 
стимулированную секрецию изучают на крысах по 
методу Shay [15], который позволяет определить 
основные показатели секреции – объем, кислот-
ность и пептическую активность. Стимуляцию 
секреции и кислотообразующей функции обкла-
дочных клеток желудка осуществляют подкожным 
введением гистамина (2,5 мг/кг), карбахолина 
(0,25 мг/кг) и пентагастрина (0,2 мг/кг). Использо-
вание в качестве стимуляторов желудочной секре-
ции карбахолина и гистамина позволяет модели-
ровать разные фазы желудочного пищеварения 
(сложнорефлекторную и химическую). Методы 
исследования кислотообразующей, ферментообра-
зующей функции желудка у животных, количест-
венное определение пепсина подробно описаны 
Е.В. Краевским [16].  

Изучение секреторной функции желудка в ус-
ловиях хронического опыта можно проводить на 
крысах, морских свинках с фистулой желудка. 
Причем морская свинка является более удобной 
моделью, так как желудочная фистула никогда у 
них не выпадает. Животные с ней живут неограни-
ченное время. Получаемый натощаковый сок, как 
правило, чист, а его количество, получаемое за 
один час, в 7–10 раз больше, чем у крысы. Для изу-
чения секреторной деятельности желудка у крыс в 
хроническом эксперименте И.Б. Куваева, Л.С. Бас-
салык [17] предложили использовать изготовлен-
ную ими фистулу из органического стекла. Время 
«работы» крыс с фистулой желудка 3−6 мес., неко-
торые животные могут жить больше года. 

На заключительном этапе фармакологического 
изучения, например, антацидных средств проводят 
исследования на собаках с фистулой желудка по 
В.А. Басову [18]. Секрецию стимулируют подкож-
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ным введением гистамина (0,04 мг/кг) и пентагаст-
рина (0,004 мг/кг). Подробно методические подхо-
ды при проведении исследований в этом направле-
нии описаны в литературе [14, 19].  

Опыт показывает, что в начале исследований 
целесообразно использовать экспериментальную 
модель, которая позволяет выявить влияние изу-
чаемых веществ на основные звенья процессов, 
участвующих в патогенезе язвенной болезни – 
секрецию соляной кислоты и нарушение защитно-
го барьера слизистой оболочки желудка. С этой це-
лью для изучения базальной и стимулированной 
секреции многие исследователи применяют метод 
лигатирования пилоруса у крыс по Shay [15]. Дан-
ный метод позволяет определить, во-первых, влия-
ние вещества на основные показатели секреции – 
объем, кислотность и пептическую активность, во-
вторых, наличие или отсутствие дефектов слизи-
стой оболочки (противоязвенное действие).  

Определение желудочной секреции и ки-
слотности желудочного сока у крыс 

1. Методы: S. Dai, K. Shay, O. Yamamoto.
Белых крыс массой 150−250 г [15] обоих по-

лов за 24 ч до опыта лишают пищи, оставляя сво-
бодный доступ к воде.  

1а. Метод сбора желудочного сока у бодрст-
вующих крыс, разработанный S. Dai и C.W. Ogle.  

Под легкой эфирной анестезией животных 
фиксируют к станку, вскрывают брюшную по-
лость, на пилорический отдел желудка наклады-
вают петлю из нержавеющей стали, концы кото-
рой выводят наружу. После полного выздоровле-
ния (7−10-й послеоперационный день) крыс остав-
ляют без пищи в течение 48 ч со свободным дос-
тупом к питью (8%-ная сахароза в 0,2%-ном рас-
творе NaCl), которое убирают за час до экспери-
мента. Перед началом эксперимента животных, 
находящихся в состоянии бодрствования, взвеши-
вают, затем затягивают петлю и возвращают в ин-
дивидуальные, ограничивающие движения клетки 
на 2 ч. В конце эксперимента крыс умерщвляют 
передозировкой эфира, извлекают желудки, сок 
сливают в пробирки для измерения объема и оп-
ределения общей кислотности, а слизистую обо-
лочку желудков исследуют на предмет геморраги-
ческих повреждений. Авторы считают, что их ме-
тод более физиологичен, чем метод Shay, так как 
не связан с наркотизацией животных и у них отме-
чается меньшее количество эрозивных поврежде-
ний слизистой оболочки, нарушающих сбор сока. 

1б. Оперирование животных  по Shay. 
Берут на лигатуры пищевод и пилорус [15, 19], 

делают надрез стенки пищевода, вставляют в по-
лость пищевода катетер, промывают желудок фи-
зиологическим раствором и затем перевязывают 
пищевод и пилорус. Исследуемое вещество вводят 
внутривенно или интрадуоденально. При перо-
ральном введении вещество вводят за час до нало-
жения лигатуры. Гистамин в дозе 2,5 мг/кг вводят 
подкожно, затем брюшную полость послойно за-
шивают. Через 5 или 14 ч крыс умерщвляют пере-
дозировкой эфира, извлекают желудки, сливают 
желудочный сок каждой крысы в мерную пробир-
ку, измеряют его объем, центрифугируют (3000 
об/мин, в течение 10 мин). Концентрацию кислоты 
определяют титрованием 0,1н. NaOH до pH 7,0. Ак-
тивность пепсина определяют методом Ансон в 
модификации М.П. Черникова, используя бычий 
альбумин в качестве субстрата [20]. Aктивность ки-
слоты и пепсина выражают в мкг/ч и мг/ч соответ-
ственно. 

2. Метод H. Saton [21].
Исследования проводят на старых (7 недель) 

крысах-самцах массой 190–230 г, которых лишают 
пищи на 24 ч. Вода без ограничения.  

2а. Секреция желудочного сока у крыс с пере-
вязанным привратником. 

Под легкой эфирной анестезией у крыс 
вскрывают брюшную полость, накладывают лига-
туру на пилорус. Исследуемый препарат, раство-
ритель вводят интрадуоденально сразу после ли-
гации пилоруса и брюшную полость зашивают. 
Через 3 ч животных забивают передозировкой 
эфира, вскрывают брюшную полость, извлекают 
желудки и сливают желудочный сок в мерные 
центрифужные пробирки, измеряют его объем у 
каждой крысы отдельно и центрифугируют сок 
при 3000 об/мин 10 мин. Концентрацию кислоты 
определяют автоматической титрацией при pH 7,0 
с 0,1н. NaOH и высчитывают общую кислотность 
за трехчасовой период. 

2б. Секреция желудочного сока у анестези-
рованных крыс. 

У анестезированных уретаном (1,2 г/кг в/б) 
крыс вскрывают по средней линии брюшную по-
лость, извлекают желудок и накладывают лигату-
ру на пилорус, препарат и его растворитель вводят 
интрадуоденально сразу после лигации пилоруса, 
желудок возвращают на место и брюшную по-
лость зашивают. Через 30 мин всем животным для 
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стимулирования секреции вводят подкожно гис-
тамин (30 мг/кг). Забивают крыс через 3 ч, извле-
кают желудки, вскрывают их по большой кривиз-
не и собирают желудочный сок. Общую кислот-
ность определяют, как описано выше. Активность 
пепсина определяют несколько измененным мето-
дом Anson, используя в качестве субстрата бычий 
гемоглобин. 

Для определения точного времени наступле-
ния торможения секреции желудочного сока после 
стимулирования гистамином измерения его коли-
чества проводят через 0,5, 2, 4, 8 и 24 ч после вве-
дения препарата внутрь.  

ПОДГОТОВКА ЖИВОТНЫХ  
К ВОСПРОИЗВЕДЕНИЮ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 
ЯЗВ ЖЕЛУДКА И ДВЕНАДЦАТИПЕРСТНОЙ 
КИШКИ. МЕТОДЫ ПОДСЧЕТА ЯЗВЕННЫХ 
ДЕФЕКТОВ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ  

Следующий этап после определения влияния 
на секреторную активность – изучение влияния 
исследуемого вещества на целостность слизистой 
оболочки желудка или двенадцатиперстной кишки 
на различных острых, субхронических или хрони-
ческих экспериментальных моделях патологии. 
Ориентиром в подборе нужной модели могут слу-
жить результаты, полученные на Shay модели экс-
периментальных язв.  

Противоязвенную активность веществ изуча-
ют на разных видах животных обоего пола: мышах, 
крысах, морских свинках, кроликах, собаках, соба-
ках биглях и др., у которых воспроизводят раз-
личные по патогенезу модели язв желудка и двена-
дцатиперстной кишки: воздействием на структуры 
головного мозга; нарушением высшей нервной дея-
тельности; чрезвычайными воздействиями на раз-
личные отделы периферической вегетативной 
нервной системы (как симпатической, так и пара-
симпатической), парэнтеральным введением уль-
церогенных веществ (химических и лекарствен-
ных препаратов) с различным механизмом нару-
шения целостности слизистой оболочки желудка  
и двенадцатиперстной кишки, хирургическим 
вмешательством, нарушающим физиологический 
путь пищеварения [22] и др. Как правило, для про-
ведения массовых серийных исследований изу-
чаемых веществ чаще используют парэнтеральные 
способы воспроизведения патологии, а также бо-
лее дешевых и доступных лабораторных живот-
ных – мышей, крыс, морских свинок.  

По скорости развития язвенных дефектов, 
длительности спонтанного заживления их условно 
делят на «острые», «субхронические» и «хрони-
ческие». 

К «острым» моделям (длительностью при-
мерно до трех дней) относят: стрессовые язвы, 
воспроизводимые иммобилизацией, электрости-
муляцией, охлаждением, перегрузкой плаванием, 
бегом, обескровливанием, голоданием и др.); язвы, 
воспроизводимые хирургическим вмешательством 
− наложением лигатуры на пилорус; язвы, воспро-
изводимые введением лекарственных препаратов 
и химических веществ: этанола, преднизолона, се-
ротонина, гистамина, нестероидных противовос-
палительных перепаратов (аспирин, индометацин, 
бутадион), цистеамина, атофана.  

К «субхроническим» моделям (длительно-
стью до 20 дней) относят: язвы, воспроизводимые 
введением кофеиново-мышьяковистой смеси; ле-
карственных препаратов: резерпина, преднизоло-
на, бутадиона (двенадцатидневная модель); язвы, 
воспроизводимые наложением зажимов Пеана на 
двенадцатиперстную кишку.  

К «хроническим» моделям (длительностью до 
нескольких месяцев и года) относят: язвы, воспро-
изводимые введением химических веществ (уксус-
ная кислота, цистеамин, атофан) и др.; язвы, вос-
производимые криогенным методом; язвы, воспро-
изводимые хирургическим вмешательством, нару-
шающим физиологический путь пищеварения (ею-
ногастральный анастомоз с целью регургитации 
пищеварительного сока двенадцатиперстной кишки 
в желудок) и др.  

Изучаемые вещества (минимум в двух дозах) 
вводят животным внутрижелудочно, внутрибрю-
шинно, подкожно, внутримышечно, в зависимости 
от используемой модели, химической структуры, 
длительности эксперимента. Перед проведением 
экспериментов, в зависимости от используемой 
экспериментальной модели, животных лишают 
пищи (в основном, на 24, 36, 48 ч), оставляя сво-
бодный доступ к воде. В день проведения экспе-
римента животных распределяют на необходимое 
число групп по 10 особей (минимум – 6), в число 
которых входит контрольная группа и группа жи-
вотных для препарата сравнения. Если предпола-
гается большой процент гибели животных от при-
меняемого ульцерогенного агента, то в группы 
может быть включено и большее число особей. 
Для проведения массовых скрининговых исследо-
ваний используют «острые модели язв», воспроиз-
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водимые парэнтеральными способами введения 
ульцерогенов.  

Животных, погибших до окончания экспери-
мента, не учитывают. 

После окончания эксперимента животных 
умерщвляют методом кранио-цервикальной дис-
локации (мыши), передозировкой эфира, ингаля-
цией в СО2-камере и другими способами.  

Желудок и двенадцатиперстную кишку (око-
лопилорическую часть длиной 6−7 см) извлекают 
из брюшной полости, разрезают их по большой 
или малой кривизне, промывают физиологическим 
раствором и проводят макроскопическую визуаль-
ную оценку состояния слизистой оболочки: учи-
тывают количество эрозий, язв (отдельно учиты-
вают пенетрирующие и перфорирующие язвы) и 
градируют их по величине и площади.  

Площадь у дефектов округлой формы изме-
ряют (условно) по большому диаметру, в случае 
неправильной формы − измеряют длину и ширину. 
Определение площади язвенных дефектов дает 
дополнительную информацию о получаемых ре-
зультатах, так как количественный показатель не 
всегда отражает существо процесса [23]. Исполь-
зуют различные варианты измерения размера яз-
венных дефектов в слизистой оболочке желудка и 
двенадцатиперстной кишке. Так, при измерении 
повреждений слизистой оболочки желудка, ис-
пользуют шкалу повреждений в миллиметрах, или 
в баллах (в основном, для измерения дефектов в 
слизистой двенадцатиперстной кишки). Например:  

у мышей эрозии желудка подразделяют на 
мелкие, средние (диаметром 0,5 мм), крупные 
(протяженностью 1,5–2 мм) [24]; 

у крыс в случае петехий для подсчета их объ-
единяют в общее количество, равное 1 мм; эрозии: 
мелкие − до 1,5 мм, средние − от 1,5 до 2,5 мм, 
крупные − > 2,5 мм и полосовидные (если протя-
женность более 5 мм, их делят на фрагменты дли-
ной по 5 мм и учитывают как отдельные повреж-
дения); по В.Н. Шаталову [25] – эрозии (незави-
симо от их количества) – 1 балл; наличие одной 
язвы − 2 балла, двух язв и более – 3 балла; наличие 
прободных и пенетрирующих язв − 4 балла; по 
F.J. Minano [26] градацию язвенных дефектов сли-
зистой проводят по шкале от 0 до 5: 0 − нет язв;  
1 − гиперемированная или геморрагическая слизи-
стая; 2 − не более, чем 5 маленьких язв, d < 3мм;  
3 − много маленьких язв, d > 3 мм; 4 − много 
больших язв; 5 − прободная язва.  

Градация дефектов в слизистой оболочке две-
надцатиперстной кишки в баллах: по Szabo с соавт.: 
0 − нет язв; 1 − поверхностные эрозии в слизистой 
оболочке; 2 − глубокие язвы с трансмуральным нек-
розом; 3 − перфорированные язвы; по Keshavarzian с 
соавт. [27]: 0 – отсутствие дефекта; 2 − поверхност-
ное повреждение слизистой оболочки кишки; 3 − яз-
венный дефект, занимающий всю толщину стенки 
двенадцатиперстной кишки; 4 − язва с перфорацией; 
по Futagawa с соавт.: 0 − нет повреждений; 1 − пете-
хии; 2 − маркированные геморрагии; 3 − мелкие  
язвы; 4 − глубокие язвы; 5 − перфорированные язвы; 
по H. Ohno с соавт.: 0 – отсутствие повреждений;  
1 − петехия; 2 – маркированное кровоизлияние;  
3 – четкая язва; 4 − глубокая язва; 5 – перфориро-
ванная язва.  

Площадь измеряют (условно) по большому 
диаметру у дефектов округлой формы. В случае 
дефекта неправильной формы измеряют длину 
большого и меньшего диаметров. Определение 
площади язвенных дефектов дает дополнительную 
информацию о получаемых результатах, так как 
количественный показатель не всегда отражает 
существо процесса [23].  

Суммируют язвенные дефекты слизистой 
оболочки по следующей схеме: подсчитывают в 
каждой группе процент животных с язвенными 
дефектами, число и площадь дефектов. Средние 
показатели этих параметров служат для оценки 
терапевтической эффективности исследуемого 
вещества, которая характеризуется индексом Па-
улса [28] – это интегральный показатель соотно-
шения числа язвенных дефектов в контрольной и 
опытной группах.  

Индекс Паулса (Х) рассчитывают по формуле:  
Х= А × В/100%,  

где А – среднее число язвенных дефектов или сред-
няя площадь этих дефектов в данной группе; B – 
процент крыс с язвенными дефектами в группе. 

Превышение величины индекса Паулса в 
контрольной группе над индексом Паулса в опыт-
ных группах до двух и более единиц свидетельст-
вует о наличии у исследуемых веществ противояз-
венной активности [1, 28, 29]. 

Кроме определения этих показателей О.Д. Бар-
наулов и А.К. Савельев [30] предлагают оценивать 
противоязвеный эффект по соотношению количе-
ства эрозий и язв на одно животное, т.е. удельного 
веса поражений различной тяжести (в процентах 
от общего числа поражений). Авторы считают, что 
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именно эти показатели позволяют обнаружить да-
же минимальное положительное влияние иссле-
дуемых веществ (например, холинолитиков) на 
трофику тканей желудка.  

После визуальной градации поражений сли-
зистых оболочек желудков животных, при необ-
ходимости, осуществляют гистологический кон-
троль глубины и характера язвенных дефектов в 
контрольной и опытных группах. Для подтвер-
ждения воспроизводимости полученных результа-
тов желательно повторение экспериментов. 
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The article presents summarized domestic (including own) and foreign experience of screening and preclinical studies of potential antiulcer 
(gastroprotective) biologically active substances (BAS). We suggest the most expedient approaches to search and development of BAS (both natural 
and synthetic) proposed for treatment of gastrointestinal disorders using models of gastric and duodenal erosive-ulcerative lesions, which reflect main 
factors of ulcer development. These approaches take into account the main requirements to screening and preclinical studies of therapeutic agents: 
quick obtaining of results, reliability of results, and minimal expenses. 

Key words: еxperimental models of gastric and duodenal ulcer, ulcerogenic activity, gastroprotective effect. 
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Представлен оригинальный способ применения комбинированного способа консервации печени для трансплантации. Показано, 
что применение комбинированного консерванта позволяет профилактировать ишемически-реперфузионное повреждение в пе-
ченочном трансплантате. 

Ключевые слова: трансплантация печени, неоксигенированная перфторорганическая эмульсия. 

Трансплантация печени в настоящее время 
является «золотым стандартом» при лечении тер-
минальных стадий заболеваний печени независи-
мо от этиологии. Количество «удачных» транс-
плантаций печени связано не с числом потенци-
альных доноров, а с качеством трансплатата, его 
функциональностью. Существуют причины, по 
которым даже безупречно проведенная пересадка 
печени приводит к гибели пациента ввиду первич-
ного нефункционирования трансплантата.  

Ишемически-реперфузионное повреждение 
(ИРП) трансплантата является основным фактором 
повреждения тканей при трансплантации, и, следо-
вательно, основной причиной первично нефунк-
ционирующего трансплантата [1, 5, 13, 14]. Окси-
дативный стресс, обусловленный дисбалансом про-
изводства и инактивацией активных форм кислоро-
да (АФК), играет важную роль в ИРП из-за окисли-
тельной деструкции липидов, белков и нуклеино-
вых кислот в пораженной ткани [2, 9]. 

Медикаментозная терапия является перспек-
тивной методикой для профилактики ИРП при 
трансплантации органов. Однако прежде чем про-
водить медикаментозную интервенцию должно 
быть принято во внимание то, что механизм обра-
зования свободных радикалов очень сложен и тре-
бует углубленного понимания патогенеза ИРП. 
Свободные радикалы обладают чрезвычайно ко-

ротким периодом полураспада. Сроки вмешатель-
ства имеют решающее значение. Некоторые меди-
каментозные препараты могут оказывать проокис-
лительные эффекты при определенных обстоя-
тельствах [4, 6, 7].  

Различия между дозой медикаментозного 
препарата, временем и способом введения могут 
привести к непредвиденным результатам. Оценка 
медикаментозного воздействия препаратов требу-
ет лабораторных испытаний, в которых эффекты 
от лечения могут быть тщательно изучены, а толь-
ко затем рекомендованы для клинического приме-
нения [1, 8, 10]. Учитывая то обстоятельство, что 
проблема противоишемической защиты транс-
плантата печени далека от своего окончательного 
решения, представляется достаточно актуальной 
разработка современных методов воздействия, по-
зволяющих эффективно бороться с этими рас-
стройствами [3, 6, 13].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − изучение и 
оценка применения комбинированного способа 
консервации для профилактики ИРП при транс-
плантации печени у лабораторных животных. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Исследования проводили на 60 кроликах-сам-

цах породы шиншилла в возрасте 6−7 мес., массой 
2000±150 г. Кролики были разделены на три груп-
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пы по 20 животных. В первой группе консервацию 
печени проводили раствором «Кустодиол» (НТК – 
гистидин-триптофан-кетоглутарат). Во второй груп-
пе применяли комбинированный способ: раствор 
НТК и неоксигенированная перфторорагническая 
эмульсия (соотношение НТК и эмульсии – 4:1 со-
ответственно). В третьей группе консервацию пе-
чени проводили в неоксигенированной перфторор-
ганической эмульсии.  

Консервацию печени осуществляли беспер-
фузионным методом в течение 8 ч, при температу-
ре 4−5 °С. С целью изучения биохимических пока-
зателей, системы гемостаза и общего анализа кро-
ви при эксплантации и после реперфузии брали 
кровь. Данные обрабатывали в программе Statis-
tica 6.0, для описательных статистик были рассчи-
таны средние значения, стандартное отклонение, 
ошибка среднего. Для выявления различий в сред-
них значениях признаков использовали критерий 

Манна−Уитни. Проценты сравнивали с помощью 
углового преобразования Фишера. Чтобы устано-
вить взаимосвязи, строили таблицы сопряженности 
и применяли критерий Пирсона. Различия считали 
значимыми при уровне значимости р < 0,05 [15]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
До консервации трансплантатов печени кро-

ликов и после 8-часовой консервации транспланта-
тов печени были рассчитаны в группах средние 
значения, стандартное отклонение, стандартная 
ошибка. С помощью критерия Манна−Уитни срав-
нивались средние значения показателей во второй и 
третьей группах трансплантатов печени кроликов 
до консервации. Результаты сравнения показателей 
до консервации представлены в табл. 1.  

Результаты сравнения показателей в группах 
трансплантатов печени кроликов после 8-часовой 
консервации показаны в табл. 2. 

Таблица 1. Результаты сравнения средних значений показателей в исследуемых группах  
до консервации трансплантатов печени кроликов 

Показатель 
Группа Уровень значимости различий (р) 

1-я 2-я 3-я р1−2 р1−3 р2−3 

Билирубин общий, мкмоль/л  3,31 3,21 2,73 0,989209 0,239323 0,159544 

АсАТ, Ед/л 52,09 51,84 55,48 0,797197 0,481827 0,180577 

АлАТ, Ед/л 59,60 58,48 58,62 0,675014 0,635866 0,818150 

ПТИ, % 88,25 91,25 87,90 0,417078 0,978362 0,473481 

АЧТВ, с 36,25 35,60 36,40 0,279252 0,913317 0,350703 

Фибриноген, г/л 2,95 3,00 2,99 0,786775 0,755086 0,755743 

Таблица 2. Результаты сравнения средних значений показателей в исследуемых группах  
после 8-часовой консервации трансплантатов печени кроликов 

Показатель 
Группа Уровень значимости различий (р) 

1-я 2-я 3-я р1−2 р1−3 р2−3 

Билирубин общий, мкмоль/л  5,81 5,44 6,31 0,002086 0,002100 0,000000 

АсАТ, Ед/л 606,73 322,82 1040,15 0,000000 0,000000 0,000000 

АлАТ, Ед/л 614,17 277,60 978,10 0,000000 0,000000 0,000000 

ПТИ, % 62,80 74,70 39,60 0,000000 0,000000 0,000000 

АЧТВ, с 53,60 45,35 56,55 0,000000 0,045296 0,000000 

Фибриноген, г/л 1,66 2,32 1,39 0,000000 0,000245 0,000000 

П р и м е ч а н и е :  АсАТ – аспартатаминотрансфераза, АлАТ – аланинаминотрансфераза, ПТИ – протромбиновый индекс, 
АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время. 
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С помощью дисперсионного анализа с по-
вторными измерениями сравнивались средние 
значения показателей в разных группах и разных 
замерах. Результаты дисперсионного анализа при 
оценке среднего значения общего билирубина 
представлены на рис. 1, на котором видно, что 
произошли статистически значимые изменения в 
среднем значении показателей в различных груп-
пах до и после консервации трансплантатов пече-
ни кроликов (р = 0,00001). Причем, если до кон-
сервации трансплантата в третьей группе наблю-
дался самый низкий уровень билирубина, то после 
8-часовой консервации трансплантатов печени 
кроликов наиболее низкий уровень наблюдался во 
второй группе, в то время как самый высокий уро-
вень билирубина − у трансплантатов печени кро-
ликов третьей группы. 

Результаты дисперсионного анализа при 
оценке среднего значения аспартатаминотрансфе-
разы (АсАТ) до и после 8-часовой консервации 
представлены на рис. 2. Показано, что на иссле-
дуемый показатель влияет взаимосвязь факторов 
(р = 0,00001): имеются статистически значимые 
различия в средних значениях показателя до и по-
сле 8-часовой консервации трансплантатов печени 
кроликов в зависимости от группы. Так, если до 
консервации средние значения АсАТ в трех груп-
пах различались незначимо, то после консервации 
имели место статистически значимые различия: 
наиболее низкий уровень АсАТ наблюдался во 
второй группе, в то время как в первой и третьей 
группах уровень АсАТ был статистически значи-
мо выше. 

В результате анализа выявлены статистиче-
ски значимые изменения в средних значениях по-
казателя, произошедшие до и после 8-часовой 
консервации в разных группах (р = 0,00001). Если 
до консервации трансплантатов печени кроликов 
средние значения аланинаминотрансферазы 
(АлАТ) в трех группах различались незначимо, то 
после 8-часовой консервации трансплантатов наи-
более низкий уровень наблюдался во второй груп-
пе, а самый высокий − в третьей группе. 

Было изучено применение неоксигенирован-
ной эмульсии перфторорганических соединений 
для профилактики ИРП при трансплантации пече-
ни у лабораторных животных. Исследования,  
проведенные на лабораторных животных, показа-
ли, что по всем показателям статистически значи-
мых различий в средних значениях показателей в 
сравниваемых группах до консервации не выявле-
но. После консервации трансплантатов печени 
кроликов отмечаются статистически значимые 
различия в группах в зависимости от консерви-
рующего раствора.  

При сравнении с помощью критерия Ман-
на−Уитни во второй группе (с комбинированным 
консервантом) после 8-часовой консервации 
трансплантатов печени кроликов по сравнению с 
первой и третьей группами выявлен статистически 
значимо ниже уровень общего билирубина (p1−2 = 
0,002086, p2−3 = 0,000000), а наиболее высокий 
уровень билирубина отмечался в третьей группе. 
Аналогичная ситуация наблюдалась с уровнем 
свободного и связанного билирубина. 

При сравнении с помощью критерия Ман-
на−Уитни во второй группе (комбинированный 

Рис. 1. Графики средних значений общего билирубина  в трех 
группах до (первый замер) и после 8-часовой (второй замер) 
консервации 

Рис. 2. Графики средних значений аспартатаминотрансферазы 
(АсАТ) в трех группах до (первый замер) и после 8-часовой 
(второй замер) консервации  
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консервант) после 8-часовой консервации транс-
плантатов печени кроликов по сравнению с первой 
и третьей группами выявлен статистически значи-
мо ниже уровень АсАТ и АлАТ – синдром цито-
лиза: (АсАТ p1−2 = 0,000000, p2−3 = 0,000000; 
АлАТ p1−2 = 0,000000, p2−3 = 0,000000), а наиболее 
высокий уровень АсАТ и АлАТ отмечался в 
третьей группе. 

При сравнении с помощью критерия Ман-
на−Уитни во второй группе после 8-часовой кон-
сервации трансплантатов печени кролика по срав-
нению с первой и третьей группами выявлен ста-
тистически значимо выше уровень гемостаза 
(фибриноген, ПТИ, АЧТВ), т. е. показатели наибо-
лее приближены к норме: (фибриноген p1−2 = 
= 0,000006, p2−3 = 0,000000; ПТИ p1−2 = 0,000000, 
p2−3 = 0,000000, АЧТВ p1−2 = 0,000000,  
p2−3 = 0,000000), а проявления наиболее тяжелой 
гипокоагуляции отмечлись в третьей группе. 

По результатам исследования применение пер-
фторорганической эмульсии как самостоятельного 
консерванта невозможно, так как она:  

не предотвращает отек клетки (осмолярность 
– 280−310 мОсм/л; рН – 7,2−7,8);

не влияет на калий-натриевый насос, ввиду 
концентраций ионов натрия и калия, приближен-
ных к плазме крови; 

не поддерживает гомеостаз и рН клетки из-за 
отсутствия в составе буферной системы.  

Перфторорганическая эмульсия не влияет на 
внутриклеточный метаболизм и тем самым не 
поддерживает внутриклеточный гомеостаз во вре-
мя холодовой ишемии. Применение перфторорга-
нической эмульсии заключается в акцепции ак-
тивных форм кислорода и отсутствии влияния на 
клеточный метаболизм в условиях ишемии [11]. 

Применение раствора НТК позволяет в усло-
виях гипотермии инактивировать функции клеток 
органа путем удаления внеклеточного натрия и 
кальция, а также интенсивной буферизации вне-
клеточного пространства с помощью гистидина, 
чтобы продлить период холодовой ишемии. Со-
став раствора НТК аналогичен внеклеточной жид-
кости с высокой буферной системой и понижен-
ной по сравнению с плазмой концентрацией ионов 
натрия и калия, что позволяет предотвратить кле-
точный отек и задержать клеточную деструкцию и 
служит буфером для поддержания надлежащего 
гомеостаза. В то же время консервация органа в 
растворе НТК лимитирована во времени из-за об-

разования активных форм кислорода и поврежде-
ния клеточной стенки [3, 8, 10]. 

Основным преимуществом неоксигенирован-
ной перфторуглеродной эмульсии является ее ин-
тактность к тканям и органам, т.е. препарат не ме-
таболизируется в клетках (гепатоцитах) в отличие 
от других антигипоксантов. Уникальная тропность 
перфторорганической эмульсии к кислороду по-
служила основанием для применения комбиниро-
ванного консерванта с целью акцепции и нейтра-
лизации АФК, а следовательно, снижения свобод-
но-радикального окисления и ИРП в органах и 
тканях [11, 12].  

Применение комбинированного консерванта 
позволяет профилактировать ИРП в печеночном 
трансплантате путем поглощения АФК молекула-
ми перфторорганической эмульсии, тем самым 
предотвращая повреждение органов и тканей. В 
исследовании показано, что комбинированный 
консервант статистически значимо уменьшает 
ИРП печеночного трансплантата со значительным 
снижением уровня АлАТ и АсАТ по сравнению с 
группами, в которых применялся обычный кон-
сервант. Таким образом, в группе с комбиниро-
ванным консервантом отмечается статистически 
значимое снижение ИРП после 8-часовой консер-
вации печеночного трансплантата кролика. 

ВЫВОДЫ  

1. Современное представление о ИРП печеноч-
ного трансплантата остается краеугольным
камнем в клинической практике. Тем не менее
терапевтический подход, такой как фармако-
логическая интервенция, может способство-
вать предотвращению или ограничению ИРП.

2. Применение комбинированного консерванта,
новой терапевтической концепции для про-
филактики ИРП печеночного трансплантата
позволяет получить трансплантат лучшего
качества за счет инактивации АФК и умень-
шения перекисного окисления липидов.
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Liver transplantation is a standard treatment for patients with end-stage liver disease and unresectable liver tumors. The number of patients 
waiting for a liver transplant is increasing. This situation led to the adoption of extended criteria donor liver. The use of transplants from "marginal" 
donors has led to increased biliary strictures, acute and hyperacute rejection of organs and primary non-functioning graft, and thus the growth of 
retransplantation. Ischemic reperfusion injury is a major cause of graft initially nonfunctioning graft. Drug therapy is a promising technique for the 
prevention of disturbance in organ transplantation. This article studied and evaluated the use of the combined method for the prevention of disturbance 
in liver transplantation in laboratory animals. Studies carried out on rabbits divided into 3 groups of 20 animals. In the first group performed a liver 
preservation solution Custodiol. In the second group used a combined method: Custodiol and not oxygenated emulsion perfluororganic compounds in a 
ratio of 4:1. In the third group of liver preservation carried not oxygenated emulsion perfluororganic compounds. Preserved liver carried without 
perfusion method for 8 hours at a temperature of 4-5 °C. When comparing the second group after the graft preservation rabbit liver as compared with 
the first and third groups are statistically significantly lower cytolysis syndrome and anticoagulation. The most severe manifestations of the syndrome 
of cytolysis and heavy hypocoagulation observed in the third group. The use of the new combined method of preserving liver transplant can reduce 
ischemia-reperfusion injury of the liver, reduce the risk of primary nonfunctioning graft prevention hepatocellular failure in post-transplant period. 

Key words: liver transplantation, not oxygenated perfluororganic emulsion. 
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Изучено влияние низкомолекулярного пептидного комплекса, полученного протеолизом пепсином лактоферрина из коровьего 
молока, на производственно-значимые штаммы бифидобактерий: Bifidobacterium bifidum и Вifidobacterium adolescentis. Установ-
лено, что влияние пептидного комплекса на рост бифидобактерий оказалось эффективнее, чем у нативного лактоферрина. Ак-
тивированный по ростовому показателю штамм Вifidobacterium adolescentis одновременно демонстрировал способность про-
являть антимикробный эффект в отношении патогенных эшерихий. 

Ключевые слова: лактоферрин коровьего молока, низкомолекулярный пептидный комплекс лактоферрина, производственно-
значимые штаммы бифидобактерий, антимикробный эффект. 

Сывороточный белок коровьего молока – 
лактоферрин (ЛФ) известен как полифункцио-
нальный защитный фактор [1, 2]. Он обладает ан-
тимикробной, антиоксидантной, противоязвенной, 
противоспалительной, противоканцерогенной ак-
тивностями. Значима роль лактоферринов молока 
млекопитающих в поддержании нормальной мик-
рофлоры желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). 
Это достигается путём ингибирования патогенных 
микробов при одновременном положительном 
влиянии на полезную микрофлору. Внесение ЛФ в 
рецептуры продуктов, предназначенных для дет-
ского питания, способствует поддержанию нормо-
биоценоза кишечника. Такие продукты особенно 
востребованы для ослабленных детей с наруше-
ниями пищеварения, грудных младенцев, находя-
щихся на искусственном вскармливании [3]. В 
ЖКТ белки, подвергаясь расщеплению протеоли-
тическими ферментами, образуют пептиды, кото-

рые по физиологическим свойствам могут значи-
тельно отличаться от исходных полипептидов.  

В последние годы отмечается большой инте-
рес к изучению защитных свойств пептидов ЛФ, 
которые по целому ряду биологических показате-
лей оказались более активными, чем исходные на-
тивные белки [4−6].  

Ранее нами из ферментативного гидролизата 
лактоферрина молока был выделен пептидный ком-
плекс, обозначенный как IVЛФ. В экспериментах на 
животных было показано, что он более эффективно, 
чем ЛФ, предотвращает образование химически ин-
дуцируемой язвы в желудке [7] и развитие дисбакте-
риоза в кишечнике при приеме антибиотиков [8]. 

Можно предположить, что более высокое за-
щитное действие на ЖКТ комплекса IVЛФ, по срав-
нению с ЛФ, осуществляется в значительной мере на 
уровне патогенной и полезной микрофлоры кишеч-
ника. Действительно, в работе [9] было показано, 
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что IVЛФ проявляет более сильное, чем ЛФ, бакте-
риостатическое действие на Escherihia coli О157:Н7 
− представителя патогенной микрофлоры, возбуди-
теля энтерогеморрагической коли-инфекции.  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – сравнитель-
ное изучение влияния ЛФ и IVЛФ на изолирован-
ные штаммы пробиотических микроорганизмов – 
бифидобактерии, а именно на их пролиферативную 
и антагонистическую активность против патогена. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Лактоферрин был выделен из коровьего мо-
лока катионообменной хроматографией [10]. Про-
теолиз предварительно переведенного в апо-
форму лактоферрина проводили свиным пепсином 
с активностью 38 U/мг («Sigma-Aldrich», США) 
при 37 °С, рН=2. Концентрация фермента состав-
ляла 3% (w/w субстрата). Реакцию останавливали 
нагреванием в течение 15 мин при 80 °С. После 
нейтрализации 1 н NaOH смесь центрифугировали 
при 15000 g. Принятые в работе условия фермен-
толиза ЛФ соответствуют установленным ранее 
для получения активной антибактериальной пеп-
тидной фракции, обозначенной как IVЛФ [2]. По-
лученный ферментализат был проанализирован с 
использованием электрофореза в SDS-ПААГ и 
высокоэффективной обращёно-фазовой хромато-
графии с масс-спектрометрией.  

В качестве мишени бифидогенного действия 
пептидного комплекса исследовали используемые 
в молочной промышленности штаммы пробиоти-
ческих микроорганизмов – бифидобактерий: 
Bifidobacterium bifidum (штамм 1 – препарат бифи-
думбактерин и три новых штамма №№ 668, 676, 
678 из коллекции микроорганизмов МГУПП), 
Bifidobacterium аdolescentis В-1 (ВКПМ АС-1243 
из коллекции микроорганизмов МГУПП).  

Бактерии выращивали в анаэробных условиях 
в питательном бульоне MRS с цистеином. О росте 
культуры судили по изменению оптической плот-
ности бактериальной суспензии при длине волны 
670 нм и количеству жизнеспособных клеток 
(КОЕ) в бактериальной суспензии, которое опре-
деляли подсчетом колоний, выросших в анаэроб-
ных условиях на чашках Петри, на твёрдом MRS-
агаре. На основании полученных данных были по-
строены калибровочные кривые, которые исполь-
зовали в дальнейших исследованиях.  

Антагонистическую активность бифидобакте-
рий устанавливали относительно тест-культуры па-
тогенных кишечных палочек Escherichia сoli 
О157:Н7, используя метод агародиффузии с лунка-
ми. Метод основан на способности метаболитов 
микроорганизмов диффундировать в агар, заражен-
ный тест-микробом, формируя вокруг лунки (d =  
= 6 мм), заполненной опытным образцом, зоны ин-
гибирования поверхностного роста тест-культуры. 
Расплавленный питательный MRS-агар, смешан-
ный с E. сoli О157:Н7, разливали по чашкам Петри. 
Применение среды MRS обусловлено тем, что на 
ней могут развиваться и E. сoli и B. bifidum. В за-
стывшей среде специальным металлическим ци-
линдром вырезали лунки диаметром 6 мм, в кото-
рые вносили надосадочную культуральную жид-
кость, полученную путём центрифугирования све-
жеприготовленной культуры бифидобактерий, вы-
ращенной в бульоне MRS, после нейтрализации ки-
слотности. Через 16 ч культивирования посевов при 
37 °С измеряли (циркулем-штангельциркулем) раз-
мер прозрачной зоны вокруг лунок (зону торможе-
ния роста патогенных бактерий), которая может 
образоваться за счет продуцируемых пробиотиками 
антимикробных веществ. Количество клеток тест-
культуры, вносимой в питательную среду, состав-
ляло 106 КОЕ в 1 см3; количество клеток культуры 
бифидобактерий, вносимых в лунку также состав-
ляло 106 КОЕ.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Электрофоретические и хроматоспектромет-

рические исследования показали, что полученный 
в результате протеолиза гидролизат состоит из се-
ми пептидов с молекулярной массой ниже 3000 Да 
(таблица). 

С учетом этих данных, а также анализа на ин-
гибирующую активность относительно штамма ки-
шечной палочки (MIC100 ≈ 2 мкг/ см3) пептидный 
комплекс может быть идентифицирован как IVЛФ.  

Известно, что бифидобактерии играют важ-
ную роль в поддержании иммунитета человека и 
прежде всего это касается состояния полезной мик-
робиоты ЖКТ. Повышение уровней её защитных 
популяций приводит к подавлению роста условно-
патогенных и патогенных микроорганизмов, пре-
пятствует развитию дисбактериозов. Сравнитель-
ное исследование влияния ЛФ и IVЛФ на различ-
ные штаммы бифидобактерий показало, что боль-
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шинство из них способны повышать рост под влия-
нием этих агентов, причем более значительный эф-
фект был установлен для пептидного комплекса, но 
при этом он носил штаммозависимый характер. 
Так, из исследуемых бактерий в пределах доз 50–
1000 мкг/см3 оба агента совсем не оказывали влия-
ние на рост B. bifidum 678, а положительный дозо-
зависимый эффект, причем более выраженный для 

IVЛФ, был установлен относительно: B. bifidum 1, 
B. bifidum 668, B. bifidum 676, B. аdolescentis B-1. 
Так, максимальное стимулирующее рост действие 
для штамма B. bifidum 1 наблюдалось при концен-
трации ЛФ примерно 1000 мкг/см3, для IVЛФ −  
в 10 раз ниже.  

Наиболее выраженный стимулирующий эф-
фект среди изучаемых штаммов был отмечен отно-
сительно B. аdolescentis B-1. Как следует из резуль-
татов, представленных на рис. 1, пептидный ком-
плекс лактоферрина активирует рост штамма би-
фидобактерий в десять и более раз, тогда как на-
тивный лактоферрин не оказывает такого действия.  

При этом влияние пептидного комплекса рас-
тет пропорционально дозе до значений, при кото-
рых дальнейшее ее повышение уже становится не-
эффективным. Это может быть обусловлено насы-
щением агентом специфически связывающих его 
рецепторов, ответственных за клеточный рост. Бо-
лее высокая активация бифидобактерий пептидами, 
вероятно, связана с тем, что высвобождаясь из на-
тивного белка, несущие соответствующую функци-
ональную нагрузку низкомолекулярные катионные 
пептиды легче проникают через поверхностные 
клеточные структуры, связываясь с мембранными 
рецепторами, и лучше усваиваются. На взаимодей-
ствие пептида с клетками бактерий также могут 
влиять такие его характеристики, как длина амино-
кислотной цепочки и состав, включая аминокис-
лотную последовательность [5].  

Активацию клеточной пролиферации через 
механизмы, связанные с утилизацией бифидобак-

Таблица. Некоторые характеристики пептидов гидролизата IVЛФ 

№  
пептида 

Молекулярная масса,  
Да 

Число аминокислотных  
остатков 

Аминокислотная последо- 
вательность 

1 2005 83 [573–590] 

2 1887 70 [172–188] 

3 1604 58 [36–47] 

4 1547 28 [63–77] 

5 1258 63 [139–150] 

6 1084 53 [129–138] 

7 1075 78 [671–679] 

 

 

Рис. 1. Активация роста B. adolescentis B-1 нативным ЛФ и пеп-
тидным комплексом IVЛФ (ось абсцисс – концентрация в культу-
ральной среде; ось ординат – количество клеток бифидобакте-
рий, КОЕ в 1 см3 культуральной среды, по сравнению с контро-
лем без добавления пептидов, принятым за 0%) 
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териями трехвалентного железа ЛФ следует ис-
ключить, так как в работе был использован нена-
сыщенный железом белок (в апо-форме). 

Известно, что антибиотические свойства би-
фидобактерий могут быть связаны с выработкой 
бактериоцинов, обладающих бактериостатическим 
действием на E. coli, Staph. aureus, Shigella Sonne, 
Shigella flexneri, Salmonellа. Согласно результатам 
анализа методом агародиффузии с лунками, обла-
дающий высокой ростовой реакцией на IVЛФ 
штамм Bifidobacterium аdolescentis B-1, возможно, 
вырабатывает в качестве антимикробных факторов 
бактериоцины, поскольку антимикробное дейст-
вие наблюдалось после нейтрализации кислотно-
сти в суспензии. Вокруг лунок на агаре образовы-
вались отчётливые зоны торможения роста Esche-
rihia coli О157:Н7. 

Если в суспензию вносили ЛФ и IVЛФ, зона 
торможения увеличивалась, причем эффект был 
более выражен для пептидного комплекса (рис. 2). 

Следует отметить, что повышение под влияни-
ем изучаемых агентов показателей роста культуры и 
выработки антимикробных факторов в процентном 
выражении практически совпадает. Следовательно, 
при активации роста бифидобактерий функциональ-
ная способность клеток продуцировать антимикроб-
ные факторы полностью сохраняется.  

ВЫВОДЫ 

Полученные в работе данные свидетельству-
ют, что IVЛФ может рассматриваться как потен-
циальный более биологически активный, чем ЛФ, 
компонент композиций с промышленными штам-
мами бифидобактерий. Их скрининг на реактив-
ность к IVЛФ по бифидогенности может осущест-
вляться путем анализа на ростовой эффект. 
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Рис. 2. Влияние нативного ЛФ и пептидного комплекса IVЛФ на 
продуцирование B. аdolescentis B-1 антимикробных факторов: 
1– в культуральную среду внесён ЛФ до конечной концентра-
ции 200 мкг/см3; 2 – в культуральную среду внесён IVЛФ до 
конечной концентрации 200 мкг/см3 (ось ординат – прирост зо-
ны торможения роста) 
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Lactoferrin(LF)  has been the focus of intense research lately. Lactoferrin is an 80 kDa iron-binding glycoprotein of the transferrin family that is 
expressed in most biological fluids and is a major component of the mammalian innate immune system. Cow’s milk whey protein lactoferrin is known as 
multifunctional protective factor. Lactoferrin possess antimicrobial, antiviral, antioxidant, antineoplastic and anti-inflammatory activity. While being bro-
ken down in the gastrointestinal tract, the proteins form peptides that can significantly differ from original polypeptides in physiological properties. 
Great interest in study of the protective properties of  lactoferrin peptides is noticed recently. They appeared to be more active than original native pro-
tein. Peptide complex marked as IVLF was isolated from bovine lactoferrin by pepsin hydrolysis. Mass spectrometric researches showed, that the com-
plex consists of 7 peptides with molecular weight less than 3kDa. Their length doesn’t exceed 18 amino acid residues.  Animal experimentation shows, 
that it prevents the formation of chemically induced ulcers in stomach and the development of bowel bacteria overgrowth while using antibiotics. The 
article studies the influence of the low molecular weight peptide complex obtained by pepsin proteolysis of  lactoferrin from cow's milk, on  productively 
significant strains of bifidobacteria, used in dairy industry: Bifidobacterium bifidum and Bifidobacterium аdolescentis. The peptide complex increased 
the growth of the most bifidobacteria strains in the dose range of 100 to 1000 g/cm3 dose-dependently. There was elucidated the most pronounced 
growth reaction by strain Bifidobacterium adolescentis B-1.The peptide complex influenced more effective than native lactoferrine at the bifidobacteria 
growth. The growth activated strain Bifidobacterium аdolescentis B-1 showed antimicrobial activity against pathogenic strain of Escherichia spp. 

Key words: lactoferrin cow's milk, low-molecular peptide complex of lactoferrin, bifidobacteria, antimicrobial activity against of Escherichia spp. 
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Лекарственные препараты,  

разработанные ВИЛАР 

Алпизарин (таблетки, мазь), рег. №№ 85/507/2; 85/507/10; 85/507/16 − про-
тивовирусное средство, получаемое из травы копеечника альпийского 
(Hedysarum alpinum L.) или копеечника желтеющего (Hedysarum flavenscens 
Rerel et Schmalh).  

По сравнению с ацикловиром обладает более широким спектром действия.  

Аммифурин (таблетки, спиртовый раствор), рег. №№ 83/914/9; 70/151/47; 
70/151/48 − фотосенсибилизирующее средство, получаемое из плодов амми 
большой (Ammi majus L.). 

Анмарин (линимент, гель, лосьон (раствор)), рег. №№ 90/248/1; 95/178/5; 
90/248/4 − антифугнальное, противогрибковое средство, получаемое из плодов 
амми большой (Ammi majus L.).  

Гипорамин (таблетки, мазь, суппозитории, лиофилизат), рег. №№ 98/305/1; 
98/305/10; 98/305/12 − противовирусное средство , получаемое из листьев об-
лепихи крушиновидной (Hippophae rhamnoides L.) 

Глицирам (таблетки, гранулы), рег. №№ 76/252/7; 70/730/48; 88/542/3 −  
оказывает противовоспалительное  стимулирующее действие на кору надпочеч-
ников, умеренно отхаркивающее средство, получаемое из корней и корневищ 
солодки голой (Glycyrrhiza glabra L.) и солодки уральской (Glycyrrhiza uralensis 
Fisch.) 
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