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Основной стратегией лечения сахарного диабета является контроль постпрандиального уровня
глюкозы, в связи с чем α-амилаза поджелудочной железы, гидролизующая сложные углеводы, яв-
ляется важной ферментативной мишенью для научных исследований. В настоящем исследовании
водный экстракт и его этилацетатная фракция (ЭАФ) из семян Rhaponticum uniflorum оказывали выра-
женный ингибиторный эффект на активность панкреатической α-амилазы человека. В результате хро-
матографического разделения из ЭАФ впервые были выделены и охарактеризованы 16 метаболитов,
включая 4-О-, 5-О-, 3,4-ди-О-, 3,5-ди-О-, 4,5-ди-О-кофеилхинная кислота, 6-гидроксилютеолин 7-О-
глюкозид, раунозид В, лютеолин 7-О-(6"-О-кофеил)-глюкозид, лютеолин, картамозид, картамоге-
нин, трахелозид, изоферулоил-серотонин, 20-гидроксиэкдизон, 2-дезокси-20-гидроксиэкдизон и
новое природное соединение, которое представляло собой картамогенин 4-О-(6"-О-ацетил)-β-D-
глюкопиранозид (6"-О-ацетил-картамозид). Данные количественной ВЭЖХ указывали на различное
распределение индивидуальных компонентов между эндоспермом и кожурой семени. Исследование
влияния соединений на активность панкреатической α-амилазы человека показало, что некоторые
флавоноиды, кофеилхинные кислоты, лигнаны и производные серотонина оказывали выраженное
ингибиторное действие. Полученные результаты подтверждают вывод о том, что семена Rhaponti-
cum uniflorum могут быть полезным природным источником для разработки средств, ингибирующих
α-амилазу.
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Сахарный диабет является серьезной проблемой
здравоохранения во всем мире, лечение которого
без каких-либо побочных эффектов по-прежнему
остается большой проблемой. Постпрандиальная
гипергликемия, связанная с нарушением углевод-
ного обмена, считается наиболее опасным факто-
ром, вызывающим возникновение и постепенное
ухудшение течения сахарного диабета [1]. Инги-
биторы панкреатической α-амилазы, фермента
играющего ключевую роль в расщеплении слож-
ных углеводов, рассматриваются в качестве эф-
фективных средств для профилактики и лечения
таких метаболических расстройств как диабет и
ожирение [2]. Растения являются важным источ-
ником химических соединений, способных по-
давлять активность α-амилазы и оказывать поло-
жительный биологический эффект на организм
человека. В традиционной восточной медицине
для лечения диабета применяли различные рас-
тительные средства, в том числе сибирский вид
Rhaponticum uniflorum (L.) DC. (Leuzea uniflora (L.)

Holub, Stemmacantha uniflora (L.) Dittrich) семей-
ства Compositae (Asteraceae), отвары семян кото-
рого использовались для лечения мочеизнурения
[3]. Данные литературы указывают на присут-
ствие в корнях и траве R. uniflorum экдистероидов
[4], полисахаридов [5], сесквитерпенов [6], фла-
воноидов [4] и гидроксициннаматов [7], однако
метаболиты семян R. uniflorum ранее не изучались.
Продолжая поиски растительных ингибиторов α-
амилазы [8], представляло интерес определить
химические соединения – носители биологиче-
ского эффекта семян R. uniflorum для их дальней-
шего практического применения в качестве по-
тенциальных противодиабетических агентов.

Цель работы – исследование химического со-
става отвара семян R. uniflorum, выделение основ-
ных соединений и определение их ингибиторного
влияния на активность панкреатической α-ами-
лазы человека.

УДК 547.99+615.015.43
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Общие экспериментальные условия. Семена
R. uniflorum были собраны в Прибайкальском
районе (Республика Бурятия, Россия) и высуше-
ны в микроволновой вакуумной камере Муссон-
1 (“ПК Ингредиент”, Россия) до влажности <5%.
Образец сырья хранится в гербарии Института
общей и экспериментальной биологии СО РАН
(№ BU-COM-0920/29-428).

Для колоночной хроматографии использовали
полиамид, нормально- (SiO2) и обращено-фазовый
силикагель (ОФ-SiO2), сефадекс LH-20, оксид алю-
миния (Al2O3) (“Sigma-Aldrich”, Сент-Луис, США).
Спектрофотометрические исследования проводи-
ли на спектрофотометре СФ-2000 (“ОКБ Спектр”,
Россия).

Масс-спектры регистрировали на TQ-масс-
спектрометре LCMS-8050 (“Shimadzu”, Япония)
[7], спектры ЯМР – на спектрометре VXR 500S
(“Varian”, США). Препаративную ВЭЖХ осу-
ществляли на жидкостном хроматографе LC-20
Prominence (“Shimadzu”), снабженном колонкой
Shim-pak PREP-ODS (20 × 250 мм, d – 15 мкм) и
фотодиодным детектором SPD-M30A (“Shimad-
zu”), при скорости – 1.0 мл/мин и температуре
колонки 20°С.

Экстракция и выделение соединений из семян
R. uniflorum. Измельченное сырье (1 кг) экстраги-
ровали водой (1 : 15, 90°С) трижды, после чего
водный экстракт упаривали досуха в вакууме (320 г).
Экстракт обрабатывали последовательно гекса-
ном, этилацетатом и бутанолом при температуре
кипения в аппарате Соклета до истощения, что
приводило к получению гексановой (20 г), этил-
ацетатной (ЭАФ, 55 г) и бутанольной фракций
(125 г). Фракцию ЭАФ далее анализировали мето-
дом хромато-масс-спектрометрии (ВЭЖХ с диод-
но-матричным и масс-спектрометрическим де-
тектированием, ВЭЖХ-ДМД-МС) на TQ-масс-
спектрометре LCMS-8050 (“Shimadzu”, Япония)
в условиях, описанных ранее [7]. Для выделения
индивидуальных соединений ЭАФ (50 г) разделя-
ли методом колоночной хроматографии на поли-
амиде (1.5 кг; элюент вода – фракция А, 60%-ный
этанол – фракция В, 0.5%-ный аммиак в 90%-
ном этаноле – фракция С). Фракцию А (25 г) хро-
матографировали на колонке с Al2O3 (2 × 50 см,
хлороформ–метанол 100 : 0 → 70 : 30), а затем на
колонке с ОФ-SiO2 (1 × 20 см, вода–ацетонитрил
95 : 5 → 70 : 30), что привело к выделению 20-гид-
роксиэкдизона (10 г) и 2-дезокси-20-гидроксиэк-
дизона (140 мг).

Для разделения фракций В (15 г) и С (18 г) при-
меняли колоночную хроматографию на Сефадек-
се LH-20 (2 × 90 см) с элюцией в градиенте мета-
нол–вода 90 : 10 → 0 : 100, в результате чего были
получены 10 фракций, которые далее хроматогра-

фировали на колонке с SiO2 (2 × 40 см, этилаце-
тат–этанол 100 : 0 → 70 : 30), а затем на колонках
с ОФ-SiO2 (1 × 20 см, вода–ацетонитрил 95 : 5 →
→ 50 : 50) и Сефадексе LH-20 (1 × 60 см, мета-
нол–вода–уксусная кислота 90 : 5 : 5 → 20 : 75 : 5).
Для дополнительной очистки применяли препа-
ративную ВЭЖХ, используя воду и ацетонитрил в
качестве элюентов I и II, соответственно (про-
грамма элюирования: 0–40 мин 5–30% I в II, 40–
90 мин 30–45% I в II, 90–120 мин 45–58% I в II).
В результате из фракции В были выделены 6-гид-
роксилютеолин 7-О-глюкозид (1.5 г), трахелозид
(1.0 г), картамозид (5.5 г), лютеолин (80 мг) и кар-
тамогенин (900 мг), а из фракции С – 6"-О-аце-
тил-картамозид (40 мг), 4-О-кофеилхинная кис-
лота (80 мг), 5-О-кофеилхинная кислота (8.2 г),
3,4-ди-О-кофеилхинная кислота (55 мг), 3,5-ди-О-
кофеилхинная кислота (4.5 г), 4,5-ди-О-кофеил-
хинная кислота (45 мг), раунозид В (1.2 г), лютеолин
7-О-(6"-О-кофеил)-глюкозид (1.5 г) и изоферуло-
ил-серотонин (820 мг). Идентификацию выде-
ленных соединений осуществляли по данным
УФ, ЯМР спектроскопии и масс-спектрометрии
[4–7, 9].

6"-О-Ацетил-картамозид {картамогенин 4-О-
(6"-О-ацетил-)-β-D-глюкопиранозид, 15}. C29H34O12,

УФ-спектр (МеОН, λmax, нм): 324.  –5.3 (c 0.7,
MeOH). HR-ESI-MS, m/z: 573.421 ([M–H]–; рас-
четное значение 573.557 для C29H33O12). ESI-MS,
m/z: положительная ионизация – 613 [M + K]+,
597 [M + Na]+, 575 [M + H]+, 571 [(M + K)–
C2H2O]+, 555 [(M + Na)–C2H2O]+, 551 [{(M + H) +
+ H2O)}–C2H2O]+, 533 [(M + H)–C2H2O]+, 371
[(M + H)–C2H2O–C6H10O5]+, 353 [(M + H)–C2H2O–
C6H10O5–H2O]+, 247, 219; отрицательная иониза-
ция – 619 [(M–H) + HCOOH]–, 609 [(M–H) +
+ 2H2O]–, 577 [{(M–H)–C2H2O} + HCOOH]–, 573
[M–H]–, 567 [{(M–H)–C2H2O} + 2H2O]–, 531
[(M–H)–C2H2O]–, 369 [(M–H)–C2H2O–C6H10O5]–.
Спектр ЯМР 1Н (500 Гц, 300 К, МеОН-d4, δ, м.д.):
картамогенин: 7.20 (1Н, д, J = 2.0, Н-2), 6.83 (1Н,
д, J = 7.8, Н-5), 7.18 (1Н, дд, J = 7.8, 2.0, Н-6), 7.53
(1Н, д, J = 2.0, Н-7), 6.70 (1Н, д, J = 2.0, Н-2'), 7.26
(1Н, д, J = 8.0, Н-5'), 6.75 (1Н, дд, J = 8.0, 2.0, Н-6'),

3.01 (1Н, дд, J = 14.0, 5.6, Н- ), 3.78 (1Н, дд, J =

= 14.0, 9.0, Н- ), 4.11 (1Н, м, Н-8'), 4.41 (1Н, дд,

J = 9.0, 7.0, Н- ), 4.27 (1Н, дд, J = 9.0, 2.0, Н- ),
3.85 (3H, с, OCH3), 3.75 (3H, с, OCH3), 3.70 (3H, с,
OCH3); 4-О-глюкоза: 5.05 (1Н, д, J = 7.5, Н-1"),
3.53 (1Н, м, Н-2"), 3.50 (1Н, м, Н-3"), 3.38 (1Н, м,
Н-4"), 3.85 (1Н, м, Н-5"), 4.50 (1Н, дд, J = 12.0, 2.0,

Н- ), 4.25 (1Н, дд, J = 12.0, 5.4, Н- ); 6"-О-аце-
тил: 1.61 (3H, с, CH3CO). Спектр ЯМР 13С (125 Гц,

D
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300 К, МеОН-d4, δ, м.д.): картамогенин: 128.5 (C,
C-1), 116.9 (CH, C-2), 150.7 (C, C-3), 149.5 (C, C-4),
113.1 (CH, C-5), 125.4 (CH, C-6), 138.7 (CH, C-7),
129.8 (C, C-8), 174.3 (C, C-9), 132.3 (C, C-1'), 114.3
(CH, C-2'), 149.2 (C, C-3'), 151.2 (C, C-4'), 115.3
(CH, C-5'), 121.8 (CH, C-6'), 38.0 (CH2, C-7'), 41.5
(CH, C-8'), 71.5 (CH2, C-9'); 4-О-глюкоза: 102.2
(CH, C-1"), 74.5 (CH, C-2"), 77.7 (CH, C-3"), 71.2
(CH, C-4"), 75.0 (CH, C-5"), 64.8 (CH, C-6"); 6"-О-
ацетил: 19.7 (CH3, CH3CO), 170.5 (C, CH3CO).

Картамозид (картамогенин 4-О-β-D-глюкопи-
ранозид, 12). Спектр ЯМР 1Н (500 Гц, 300 К, Ме-
ОН-d4, δ, м.д.): 4-О-глюкоза: 5.01 (1Н, д, J = 7.6,
Н-1"), 3.50 (1Н, м, Н-2"), 3.47 (1Н, м, Н-3"), 3.35
(1Н, м, Н-4"), 3.43 (1Н, м, Н-5"), 3.58 (1Н, дд, J =

= 12.1, 1.9, Н- ), 3.40 (1Н, дд, J = 12.1, 5.6, Н- ).
Спектр ЯМР 13С (125 Гц, 300 К, МеОН-d4, δ, м.д.):
4-О-глюкоза: 102.4 (CH, C-1"), 74.5 (CH, C-2"),
77.9 (CH, C-3"), 70.8 (CH, C-4"), 76.2 (CH, C-5"),
60.9 (CH, C-6").

Гидролиз. Для осуществления кислотного гид-
ролиза навеску 6"-О-ацетил-картамозида (5 мг)
нагревали с 2 М ТФУ (4 мл) при 100°С в течение
2 ч, далее гидролизат упаривали в вакууме досуха.
Сухой остаток растворяли в 50%-ном этаноле
(2 мл) и пропускали раствор через полиамидный
картридж (3000 мг, “Capital Analytical”, Велико-
британия), элюируя последовательно водой (50 мл;
элюат I) и 70%-ным этанолом (100 мл; элюат II).
Для выявления присутствия моносахаридов порцию
элюата I дериватизировали 3-метил-1-фенил-2-
пиразолин-5-оном и анализировали методом ВЭ-
ЖХ, как описано ранее [10]. Для определения
принадлежности моносахаридов к D- и L-ряду в
элюате I использовали метод восстановительного
аминирования с L-триптофаном [11] с последую-
щим анализом методом ВЭЖХ [10]. Гидролиз с
0.5%-ной NaOH проводили как описано ранее
[12].

Биологическая активность. Влияние экстрак-
тов, фракций и индивидуальных соединений на
активность α-амилазы изучали спектрофотометри-
ческим методом [8] с использованием α-амилазы
поджелудочной железы человека (400 ед./мл; “Lee
Biosolutions”, США), α-амилазы слюнной железы
человека (тип IX-A, 3000 ед./мг белка; “Sigma-Al-
drich”) и α-амилазы поджелудочной железы сви-
ней (тип I-A, 1000 ед./мг белка; “Sigma-Aldrich”).
Акарбоза использовалась в качестве положитель-
ного контроля. Ингибиторная активность выра-
жалась величиной IC50 (концентрация, вызываю-
щая 50% ингибирование активности фермента) в
мкг/мл, которую определяли графически после
построения зависимости ингибиторной активно-
сти от концентрации.

Для ВЭЖХ-микрофракционирования исполь-
зовали условия хроматографического анализа,

A"6 B"6

указанные в работе [7], при которых отдельные
фракции собирались каждые 30 с. После этого
элюаты концентрировали досуха и растворяли в
50 мкл 50%-ного метанола, добавляли 50 мкл во-
ды, 2.5 мл 2%-ной суспензии крахмала, окрашен-
ного ремазол-бриллиантовым синим R (“Sigma-
Aldrich”), 500 мкл α-амилазы поджелудочной же-
лезы человека (0.4 ед./мл), инкубировали 50 мин
при 37°C. Оптическую плотность пробы опреде-
ляли при длине волны 620 нм [8]. Элюаты с наи-
более выраженным ингибированием фермента
предотвращали образование синего комплекса, в
противоположность неактивным пробам, кото-
рые давали интенсивное окрашивание. Отсут-
ствие активности определялось для фракции со
временем удерживания 0.5–1.0 мин.

Тест на летальность. Цисты Artemia salina (50 мг;
“Арсал”, Россия) инкубировали при 25°С в 1 л ис-
кусственной морской воды (“Sigma-Aldrich”), в
которую через 24 ч вносили 15 мл 0.06%-ной сус-
пензии дрожжей и продолжали инкубацию еще
48 ч. Для анализа на одну пробу отбирали 10 жи-
вых личинок Artemia salina, которых помещали в
5 мл искусственной морской воды, содержащей
исследуемое вещество (20–2000 мкг/мл) или
0.9%-ный раствор NaCl (контроль). Через 24 ч
проводили подсчет живых личинок, после чего
рассчитывали показатель 50%-ной летальности с
применением программы MediCalc (“MedCalc
Software Ltd”, Бельгия).

Статистический анализ проводили с использо-
ванием однофакторного дисперсионного анализа
(ANOVA). Значимость различий средних опреде-
ляли с помощью многорангового теста Дункана.
Отличия при р < 0.05 считались статистически
значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование влияния водного отвара (ВО)
R. uniflorum на активность трех α-амилаз млеко-
питающих показало, что он демонстрировал наи-
большее ингибирование α-амилазы поджелудоч-
ной железы человека – IC50 397.11 мкг/мл (табл. 1).
После экстракции ВО различными растворителя-
ми были получены фракции, из которых наибо-
лее активной оказалась этилацетатная фракция
(IC50 96.25 мкг/мл), для исследования которой
было проведено ее разделение с применением
хромато-масс-спектрометрии (ВЭЖХ-ДМД-МС) и
колоночной хроматографии.

Согласно данным ВЭЖХ-ДМД-МС в этилаце-
татной фракции семян R. uniflorum было выявле-
но присутствие 16 соединений (1–16), идентифи-
кацию которых осуществляли по результатам
определения хроматографической подвижности
(рис. 1а), УФ-, масс-спектров (табл. 2) в сравне-
нии с известными соединениями и данными ли-
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Таблица 1. Показатели 50%-ного ингибирования активности (IC50, мг/мл) α-амилазы млекопитающих препара-
тами из R. uniflorum (мг/мл ± SD)

* Отличия достоверны при p < 0.05 в сравнении с группой акарбозы.

Препарат
α-Амилаза

поджелудочная
железы человека

поджелудочная
железы свиней

слюнные железы 
человека

Водный отвар (ВО) 397.11 ± 12.42* >500 495.63 ± 15.84*
Гексановая фракция ВО >500 >500 >500
Этилацетатная фракция ВО 96.25 ± 2.98* 163.14 ± 5.05* 126.03 ± 3.52*
Бутанольная фракция ВО 363.15 ± 11.25* >500 402.56 ± 11.65*
Акарбоза (вещество сравнения) 57.34 ± 1.61 32.65 ± 0.97 81.16 ± 2.59

тературы, а также после выделения и анализа
спектров ЯМР (рис. 2).

Компоненты 1, 2, 5, 6 и 8 обладали близким
УФ-профилем, типичным для производных ко-
фейной кислоты [13], а характер масс-спектров
указывал на присутствие фрагмента хинной кис-

лоты ацилированного одним (1, 2) или двумя (5, 6,
8) ее остатками [4]. Учитывая хроматографиче-
скую подвижность компонентов в сравнении с
веществами-референтами, указанные соедине-
ния были идентифицированы как 4-О-кофеил-
хинная (1), 5-О-кофеилхинная (2), 3,4-ди-О-ко-

Рис. 1. Хроматограмма (ВЭЖХ-ДМД) этилацетатной фракции семян Rhaponticum uniflorum при 240 и 330 нм (а) и ин-
гибиторная активность ВЭЖХ-элюатов в отношении панкреатической α-амилазы (б). Номера пиков соединений со-
ответствуют обозначениям в табл. 2.
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феилхинная (5), 3,5-ди-О-кофеилхинная (6) и
4,5-ди-О-кофеилхинная кислоты (8).

Близким к кофеилхинным кислотам УФ-про-
филем обладали компоненты 12 и 16. В масс-
спектре отрицательной ионизации соединения 12
присутствовали сигналы депротонированной ча-
стицы (m/z 531) и ее фрагмента, обусловленного
удалением гексозильного остатка (m/z 369). В
спектре положительной ионизации были отмече-
ны сигналы частиц с m/z 247 и 219, характерных
для лигнановых производных типа 7,8-дидегид-
роарктигенина [9]. После выделения и анализа
спектров ЯМР соединение 12 было идентифици-
ровано как картамозид (картамогенин-4-О-глю-
козид), ранее выделенный из семян Rhaponticum

carthamoides [9] и впервые обнаруженный у R. uni-
florum. Соединение 16 было определено как агли-
кон картамозида – картамогенин. Близким к 12
масс-спектральным профилем обладал компо-
нент 9, молекулярная масса которого была на 18
а.е.м. больше, что характерно для производных
гидроксиарктигенина [9]. Хроматографические и
спектральные параметры 9 и лигнанового глико-
зида трахелозида (трахелогенин-4-О-глюкозид)
были идентичны, что позволило впервые выявить
его присутствие в R. uniflorum. Данное соедине-
ние часто встречается в семенах различных видов
Compositae, в том числе и R. carthamoides [9].

Соединение 13 обладало типичным для произ-
водных изоферуловой кислоты спектром поглоще-

Рис. 2. Структурные формулы соединений, обнаруженных в семенах R. uniflorum: 1 – 4-О-кофеилхинная кислота, 2 –
5-О-кофеилхинная кислота, 3 – 6-гидроксилютеолин 7-О-глюкозид, 4 – 20-гидроксиэкдизон, 5 – 3,4-ди-О-кофеил-
хинная кислота, 6 – 3,5-ди-О-кофеилхинная кислота, 7 – 2-дезокси-20-гидроксиэкдизон, 8 – 4,5-ди-О-кофеилхин-
ная кислота, 9 – трахелозид, 10 – раунозид В, 11 – лютеолин 7-О-(6"-О-кофеил)-глюкозид, 12 – картамозид, 13 – изо-
ферулоил-серотонин, 14 – лютеолин, 16 – картамогенин.
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нием с λmax у 292 и 314 нм, а также масс-спектраль-
ным профилем, отмеченным ранее для эфиров N-
цинамоил-серотонинов [9]. После выделения и
дополнительной ЯМР спектральной характери-
стики 13 было идентифицировано как N-транс-
изоферулоил-серотонин, впервые обнаруженный
в R. carthamoides [9]. Ранее в R. uniflorum данное
соединение выявлено не было.

Два соединения 4 и 7 были идентифицированы
как экдистероиды по характерному для данной
группы соединений УФ- и масс-спектрометриче-
скому профилю. Компоненты содержали в масс-
спектрах положительной ионизации набор сиг-
налов, отнесенных к протонированной частице и
частицам аддуктов с ионами Na+ и K+, а также на-
бор сигналов, вызванных постепенным удалени-
ем воды боковой группы и др. После сравнения с
данными известных веществ 4 и 7 были идентифи-
цированы как 20-гидроксиэкдизон и 2-дезокси-
20-гидроксиэкдизон, соответственно. Оба соеди-
нения ранее были обнаружены в траве и корнях
R. uniflorum [7].

Соединения 3, 10, 11 и 14 были определены как
флавоноиды ввиду характерного для производ-
ных флавона типа поглощения в УФ-области
спектра [13]. После анализа полученных данных с
таковыми известных соединений компоненты
были определены как 6-гидроксилютеолин 7-О-
глюкозид (3), раунозид В (10), лютеолин 7-О-(6"-
О-кофеил)-глюкозид (11) и лютеолин (14), кото-
рые ранее были выявлены в листьях и цветках
R. uniflorum [4], но обнаружены в семенах этого
вида впервые.

Соединению 15 соответствовала молекулярная
формула C29H34O12 по данным масс-спектромет-
рии и спектроскопии ЯМР 13С. В масс-спектре
положительной ионизации присутствовали сиг-
налы протонированного иона (m/z 575) и частиц,
образованных последовательным удалением
фрагмента ацетильной группы (m/z 575 → 533) и
остатка гексозы (m/z 533 → 371), что так же на-
блюдалось в спектре отрицательной ионизации
(рис. 3а, 3б). Спектр поглощения был близок к
спектрам лигнановых гликозидов (рис. 3в). После
гидролиза с 0.5%-ным NaOH наблюдалось образо-
вание картамозида, а гидролиз с 2 М ТФУ приводил
к образованию картамогенина и D-глюкозы. Спек-
тры ЯМР 1Н и 13С были близки к таковым картамо-
зида (картамогенин 4-О-β-D-глюкопиранозид)
за исключением присутствия дополнительных
сигналов ацетильной группы в спектре 1Н (δН
1.61) и 13С (δС 19.7, 170.5) м.д. Сдвиг в слабое поле
сигналов Н-6" (δН 3.40, 3.58 → 4.25, 4.50) и С-6"
(δН 60.9 → 64.8) в сравнении с картамозидом ука-
зывал на присутствие заместителя по положению
С-6" глюкопиранозы, которым оказалась ацетиль-
ная группа, на что указывали корреляции в спектре

гетероядерной многосвязной корреляционной
спектроскопии HMBC (δН/δС 3.40, 3.58/170.5). Та-
ким образом, соединение 15 представляло собой
картамогенин 4-О-(6"-О-ацетил)-β-D-глюкопи-
ранозид или 6"-О-ацетил-картамозид (рис. 3г),
являющийся новым природным соединением.

Рис. 3. Масс-спектры (а – положительная ионизация,
б – отрицательная ионизация; Ac – ацетил, Glc –
глюкоза), спектр поглощения (в) и структура (г) 6"-О-
ацетил-картамозида (соединение 15).
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Сведения о количественном распределении
отдельных соединений в частях семени R. uniflorum
указывали на то, что для эндосперма характерно на-
копление кофеилхинных кислот (8.89 мг/г), лигна-
нов (34.85 мг/г) и экдистероидов (27.20 мг/г), в то
время как в кожуре наблюдалось аккумуляция
флавоноидов (9.78 мг/г) и производных серото-
нина (2.03 мг/г) (табл. 3). Ранее сходный характер
распределения был выявлен в семенах R. car-
thamoides, для которых наибольшее содержание
лигнанов трахелозида и картамозида было уста-
новлено в эндосперме, а ферулоил-серотонина –
в кожуре семян [14].

Проведенные исследования биологической ак-
тивности индивидуальных соединений из семян
R. uniflorum показали, что наиболее эффективными
ингибиторами панкреатической α-амилазы челове-
ка были раунозид В (IC50 10.50 мкг/мл) и лютеолин
7-О-(6"-О-кофеил)-глюкозид (IC50 14.83 мкг/мл),
активность которых была выше таковой акарбозы
(табл. 3). Оба флавоноида содержали свободную
орто-дигидрокси-группировку в кольце В агли-
кона и кофеильном фрагменте, что является
структурным фактором, повышающим ингиби-

торное влияние соединений на α-амилазу [15].
Среди кофеилхинных кислот и лигнанов наи-
большая эффективность была выявлена для 4,5-
ди-О-кофеилхинной кислоты (IC50 26.84 мкг/мл)
и картамогенина (IC50 30.32 мкг/мл).

Активность изоферулоил-серотонина была близ-
ка к таковой акарбозы, а экдистероиды и трахелозид
слабо ингибировали активность α-амилазы подже-
лудочной железы человека (IC50 > 500 мкг/мл). При-
менение ВЭЖХ-микрофракционирования с по-
следующим анализом активности полученных
элюатов показало, что наибольший вклад в суммар-
ную активность отвара семян R. uniflorum вносило
присутствие картамозида, изоферулоил-серото-
нина, 3,5-ди-О-кофеилхинной кислоты, карта-
могенина и 5-О-кофеилхинной кислоты (до 86%
от суммарной активности пробы), что обусловле-
но высоким содержанием указанных соединений
в препарате (рис. 1б).

С использованием теста на летальность с Arte-
mia salina была определена токсичность выделен-
ных соединений, составившая >1000 мкг/мл для
всех веществ, что позволило предположить отно-
сительную безопасность при их применении.

Таблица 3. Концентрация индивидуальных соединений в эндосперме и кожуре семян R. uniflorum и показатель
ингибирования панкреатической α-амилазы человека (IC50)

* Отличия достоверны при p < 0.05 в сравнении с группой акарбозы (IC50 = 57.34 ± 1.61 мкг/мл).

Соединение
Концентрация, мг/г сухой массы

IC50, мкг/мл
в эндосперме в кожуре

Кофеилхинные кислоты
4-О-Кофеилхинная кислота 0.46 ± 0.01 <0.10 125.32 ± 3.70*
5-О-Кофеилхинная кислота 1.48 ± 0.03 0.77 ± 0.02 67.11 ± 2.01*
3,4-Ди-О-кофеилхинная кислота 0.57 ± 0.01 <0.10 61.02 ± 1.89*
3,5-Ди-О-кофеилхинная кислота 6.12 ± 0.12 4.01 ± 0.08 41.27 ± 1.19*
4,5-Ди-О-кофеилхинная кислота 0.26 ± 0.00 <0.10 26.84 ± 0.75*

Флавоноиды
6-Гидроксилютеолин 7-О-глюкозид 3.05 ± 0.06 3.19 ± 0.07 28.14 ± 0.84*
Раунозид В 0.63 ± 0.01 2.39 ± 0.04 10.50 ± 0.30*
Лютеолин 7-О-(6′′-О-кофеил)-глюкозид 0.71 ± 0.02 2.57 ± 0.05 14.83 ± 0.45*
Лютеолин < 0.10 1.07 ± 0.02 25.67 ± 0.77*

Лигнаны
Трахелозид 5.48 ± 0.09 2.32 ± 0.04 >500
Картамозид 28.62 ± 0.65 3.41 ± 0.07 85.63 ± 2.09*
6′′-О-Ацетил-картамозид <0.10 <0.10 159.16 ± 4.77*
Картамогенин 0.75 ± 0.02 2.27 ± 0.04 30.32 ± 0.46*

Производные серотонина
Изоферулоил-серотонин <0.10 2.03 ± 0.03 50.02 ± 1.45*

Экдистероиды
20-Гидроксиэкдизон 26.95 ± 0.56 6.12 ± 0.14 >500
2-Дезокси-20-гидроксиэкдизон 0.25 ± 0.00 <0.10 >500
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ОЛЕННИКОВ, КАЩЕНКО

Научные сведения, касающиеся эффективно-
сти ингибирования α-амилазы фенольными со-
единениями растений, в большей своей части по-
лучены в результате использования ферментов
бактериального (Bacillus licheniformis, B. amyloliq-
uefaciens), грибного (Aspergillus oryzae) происхож-
дения, а также α-амилазы поджелудочной железы
свиньи и слюнной железы человека [2]. Экспери-
менты, проведенные с применением α-амилазы
поджелудочной железы человека немногочислен-
ны, однако известно, что бисдеметоксикуркумин
[16], дегидродиэвгенол B [17] и ругозин D [8] ха-
рактеризуются наибольшей эффективностью ин-
гибирования фермента со значениями IC50 7.70,
9.68 и 30.84 мкг/мл соответственно. Однако, сле-
дует отметить, что токсичность куркуминоидов,
производных эвгенола и эллаготаннинов группы
ругозина, определенная методом с Artemia salina,
составляла <1000 [18], <1 [19] и <100 мкг/мл [20]
соответственно, что характеризовало эти соеди-
нения как более токсичные в сравнении с метабо-
литами семян R. uniflorum.

Проведенные исследования впервые показа-
ли, что водный отвар семян R. uniflorum является
эффективным ингибитором панкреатической α-
амилазы человека, что обусловлено высоким со-
держанием фенольных соединений различных
структурных типов. Наибольшим ингибиторным
действием обладали раунозид В, лютеолин 7-О-
(6"-О-кофеил)-глюкозид, лютеолин, 4,5-ди-О-
кофеилхинная кислота, 6-гидроксилютеолин 7-
О-глюкозид и картамогенин, активность которых
установлена впервые. Эти соединения могут быть
использованы для создания новых потенциаль-
ных антидиабетических средств, получаемых из
растений.

Исследование выполнено при поддержке Ми-
нистерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации в рамках научного проекта
№ 121030100227-7.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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New Inhibitors of Pancreatic α-amylase from Rhaponticum uniflorum
D. N. Olennikovа, * and N. I. Kashchenkoа

а Institute of General and Experimental Biology SD RAS, Ulan-Ude, 670047 Russia
*e-mail: olennikovdn@mail.ru

The basic strategy for the treatment of diabetes mellitus is the control of postprandial glucose levels, and
therefore pancreatic α-amylase that hydrolyzes complex carbohydrates is an important enzymatic target for
the scientific research. In the present study, an aqueous extract and its ethyl acetate fraction (EAF) from the
seeds of Rhaponticum uniflorum had a pronounced inhibitory effect on the activity of human pancreatic
α-amylase. Sixteen metabolites were isolated after the chromatographic separation of EAF and characterized
as 4-O-, 5-O-, 3,4-di-O-, 3,5-di-O-, 4,5-di-O-caffeoylquinic acid, 6-hydroxyluteolin 7-O-glucoside,
rhaunoside B, luteolin 7-O-(6"-O-caffeoyl)-glucoside, luteolin, carthamoside, carthamogenin, trachelo-
side, isoferuloyl-serotonin, 20-hydroxyecdysone, 2-deoxy-20-hydroxyecdysone and a new natural com-
pound, which was carthamogenin 4-O-(6''-O-acetyl)-β-D-glucopyranoside (6''-O-acetyl-cartamoside).
Quantitative HPLC data indicated a different distribution of the individual components between the endo-
sperm and the seed coat. The study of the compounds effect on the activity of human pancreatic α-amylase
showed that some flavonoids, caffeoylquinic acids, lignans and serotonin derivatives had a pronounced in-
hibitory effect. These results support the conclusion that Rhaponticum uniflorum seeds may be a useful natural
source for the development of α-amylase inhibitory agents.

Keywords: Rhaponticum uniflorum, human pancreatic α-amylase inhibitors, phenolic compounds
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