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Антиоксидантную активность апорфинового алкалоида глауцина – 1,2,9,10-тетраметокси-6-α-апорфин (ГЛ), 

выделяемого из мачка желтого Glaucinum flavum, и фенантренового алкалоида дес-глауцина – 1-[2-(N-метил-
аминоэтил)]-3,4,6,7-тетраметоксифенантрен (д-ГЛ), синтезированного в среде субкритической воды, изучали in vivo 
биолюминесцентным методом и в антирадикальной реакции с ДФПГ.  

In vivo антиоксидантную активность алкалоидов оценивали по снижению индукции биолюминесценции 
штамма E. coli MG1655 (pKatG-lux), вызванной обработкой бактерий Н2О2. При добавлении в тест систему как ГЛ, так 
и д-ГЛ регистрировали уменьшение фактора индукции биолюминесценции, что указывает на снижении токсического 
действия Н2О2 на бактериальные клетки за счет антиоксидантной активности алкалоидов. Показатели антиоксидантной 
активности, определенные в биолюминесцентном тесте, в случае д-ГЛ были значительно выше, чем для изомера – ГЛ. 
Так, при концентрации д-ГЛ 0,2 мМ величина протекторной активности составила 86%, в то время как для ГЛ при этой 
же концентрации в 9,5 раз ниже – 9,3 %.  

Поведение ГЛ и его фенантренового алкалоида д-ГЛ также сильно различается в реакции с ДФПГ. Дес-глауцин 
реагирует с ДФПГ намного быстрее и приводит к существенным изменениями в спектре поглощения ДФПГ. Величи-
ны EC50, полученные в тесте с ДФПГ, для д-ГЛ составила 0,3 мМ, тогда как для ГЛ EC50= 5,3 мМ.  

Таким образом, показано, что трансформация модельного алкалоида глауцина в его изомер с использованием 
среды субкритической воды позволяет получить фенантреновый алкалоид дес-глауцин, антиоксидантная активность 
которого многократно превышают активность исходного природного глауцина. 

Ключевые слова: антиоксидантная активность, апорфиновые алкалоиды, глауцин, фенантреновые алкалоиды, 
дес-глауцин, субкритическая вода, биолюминесценция, ДФПГ.  

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ в рамках го-
сударственного задания по проекту №1895. 

Введение 

В настоящее время растет число исследований физико-химических и фармацевтических свойств 
вторичных растительных метаболитов высших растений, которые уже в течение длительного времени ис-
пользуются как в народной, так и в традиционной медицине. Из-за их многочисленных фармакологических 
преимуществ, продемонстрированных временем, такие соединения представляют собой перспективный 
источник синтеза новых терапевтических соединений для лечения различных заболеваний, кроме того, 

могут быть использованы как нутрицевтики – ком-
поненты биологически активных добавок.  

Одной такой перспективной группой соеди-
нений растительного происхождения является се-
мейство апорфиновых алкалоидов, включающее 
такие соединения, как болдин, глауцин и т.д. [1–4]. 
Строение молекул и химические свойства апорфи-
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новых алкалоидов обусловливают широкий спектр их биологической активности, в том числе мощные ан-
тиоксидантные свойства [3, 4]. 

Вещества, обладающие антирадикальной активностью, традиционно используются в лечении и про-
филактике так называемых свободнорадикальных патологий. Известно, что свободные радикалы (СР), 
в том числе и активные формы кислорода (АФК), непрерывно генерирующиеся в онтогенезе всех живых 
организмов и вследствие своей высокой реакционной способности являются потенциально опасными. 
В здоровой клетке их концентрация поддерживается на определенном уровне благодаря генерации и раз-
рушению свободных радикалов внутриклеточными ферментами и низкомолекулярными антиоксидантами. 
Повышение концентрации СР (АФК) в клетке, так называемый окислительный стресс, приводит к широ-
кому спектру заболеваний [5–9], среди которых воспаления, дисфункции нервной деятельности, старение 
организма, онкология, диабет, инфаркт и др. В результате этого регулирование окислительно-
восстановительного статуса остается перспективным терапевтическим подходом. В связи с этим сущест-
венное значение для разработки новых эффективных лекарственных препаратов приобретает поиск пер-
спективных природных и синтетических соединений, обладающих высокой антиоксидантной активно-
стью [10–13], и разработка эффективных методов оценки их биологической активности.  

В представленной работе в качестве модельного объекта исследования выбран природный апорфи-
новый алкалоид глауцин (ГЛ). Глауцин – 1,2,9,10-тетраметокси-6-α-апорфин, выделяемый из мачка желто-
го Glaucinum flavum, обладает широким спектром биологической активности [1, 4]. В последнее время ак-
тивно развиваются исследования по оптимизации методов получения производных апорфина с целью по-
лучения новых фармакологически активных препаратов и снижения их токсичности. Известно, что фенан-
треновые производные, получаемые полусинтетическим путем из упомянутых выше апорфиновых расти-
тельных алкалоидов, обладают, как правило, более высокими показателями биологической активности, 
чем исходные апорфины, и могут демонстрировать новые, отличные от исходных субстанций, примене-
ния [3]. При этом фенантреновые растительные алкалоиды в природе представлены значительно слабее, 
чем их апорфиновые аналоги. Как следствие, это ограничивает использование фенантреновых раститель-
ных алкалоидов в лечебной практике. С другой стороны, их использование сдерживается отсутствием не-
дорогих и экологически чистых методов синтеза фенантреновых алкалоидов из их апорфиновых расти-
тельных аналогов, представленных в природе достаточно широко.  

  

Апорфиновый алкалоид глауцин – 
1,2,9,10-тетраметокси-6-α-апорфин (ГЛ) 

Фенантреновый алкалоид дес-глауцин – 1-[2-(N-
метиламиноэтил)]-3,4,6,7-тетраметоксифенантрен (д-ГЛ) 

В этой связи весьма актуальным представляется поиск полусинтетических методов для получения 
новых субстанций на основе апорфиновых алкалоидов и изучение их антиоксидантных свойств. В качестве 
альтернативного метода синтетической трансформации природного глауцина в Южном федеральном уни-
верситете (ЮФУ) разработан метод получения его фенантренового изомера – дес-глауцина (д-ГЛ) (seco-
glaucine) с использованием субкритической воды (СБВ) [2]. Фенантреновый изомер глауцина – дес-
глауцин (1-[2-(N-метиламиноэтил)]-3,4,6,7-тетраметоксифенантрен) обладает высокой фармакологической 
активностью и меньшим токсическим эффектом по сравнению с глауцином.  

Цель данной работы – изучение антиоксидантной активности апорфинового алкалоида глауцина 
(ГЛ) и полученного в субкритической воде фенантренового алкалоида – дес-глауцина (д-ГЛ). 
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Экспериментальная часть 

Получение фенантренового алкалоида дес-глауцина. Глауцин был произведен Чимкентским хим-
фармацевтическим заводом (Казахстан) и представляет собой рацемическую смесь. ДФПГ фирмы Aldrich. 
Дес-глауцин (96%) получен по методике, описанной авторами в работе [2]: путем химической модифика-
ции глауцина в среде субкритической воды при температуре 250 °С. 

Эксперимент состоял в следующем. Раствор 0,3 г (0,001 моля) гидрохлорида глауцина в 6 мл 
(0,33 моля) воды нагревали в реакторе объемом 10 см3 в течение 2 ч при температуре 250 °С. Теплый рас-
твор отфильтровывали от механических примесей. Образовавшийся после осаждения кристаллический 
осадок зеленого цвета отфильтровывали и промывали. 

In vivo антиоксидантная активность алкалоидов в условиях окислительного стресса индуцированного 
перекисью водорода (биолюминесцентный анализ). In vivo антиоксидантная активность алкалоидов ГЛ и д-ГЛ 
изучена в условиях окислительного стресса индуцированного Н2О2 для модельного биолюминесцентного 
штамма Escherichia coli MG1655 (pKatG-lux), разработанного в Государственном НИИ генетики и селекции 
промышленных микроорганизмов (Москва) [14], предоставленного лабораторией экспериментального мута-
генеза НИИ биологии ЮФУ. Принцип метода и процедура анализа подробно описаны в работах [14–15]. Из-
мерения выполнены на микропланшетном люминометре ЛМ-01A («Immunotech», Чехия). 

Эффективность действия алкалоидов характеризовали протекторной (антиоксидантной) активно-
стью алкалоидов (А, %), которую рассчитывали как процент (%) уменьшения in vivo токсической активно-
сти Н2О2 в присутствии алкалоида [15]: 

%,100)1(
Ip
IA a-=   

где Ia и Ip – факторы индукции биолюминесценции в условиях окислительного стресса, индуцированного 
перекисью водорода в присутствии протектора (антиоксиданта) и без него соответственно.  

Антирадикальная активность алкалоидов в тесте с ДФПГ. Антирадикальная активность глауцина 
и дес-глауцина изучена в реакции с ДФПГ (1,1-дифенил-2-пикрилгидразил) [16]. Спектры поглощения 
глауцина и дес-глауцина имеют нулевое поглощение в области свыше 400 нм и позволяют анализировать 
изменения в спектре поглощения ДФПГ без дополнительной корректировки. 

Для приготовления растворов использовали этанол. Для анализа к 2 мл ДФПГ (0,1 мМ) добавляли 
1 мл ГЛ или д- ГЛ в различных концентрациях и измеряли величину оптической плотности на длине волны 
l = 517 нм на спектрофотометре СПЕКС ССП 705 (производитель ЗАО «Спектроскопические системы», 
РФ). Антирадикальную активность (Radical Scavenging Activity (RSA)) рассчитывали по формуле [16] 

,
0

300

=

== -
=

t

tt

D
DDRSA  

где Dt=0 и Dt=30 – величина оптической плотности ДФПГ в начальный момент реакции и через 30 мин после 
начала реакции с алкалоидом.  

Обсуждение результатов  

Антиоксидантная активность алкалоидов in vivo. На первом этапе изучено влияние алкалоидов на 
кинетику биолюминесценции штамма E. coli MG1655 (pKatG-lux) в отсутствии окислительного стресса 
(без добавления Н2О2). Какого-либо токсического действия ГЛ и д-ГЛ в отношении биолюминесценции не 
зарегистрировано. 

В условиях окислительного стресса как ГЛ, так и д-ГЛ приводили к уменьшению индукции биолю-
минесценции, следовательно, снижению токсического действия Н2О2 на бактериальные клетки. Для ГЛ и д-
ГЛ получены высокие значения протекторной активности (A) (рис. 1), величина которой определяется ак-
тивностью алкалоида в нейтрализации АФК (активных форм кислорода), генерируемых Н2О2 [14]. В случае 
дес-глауцина протекторная активность in vivo была значительно выше,  чем для изомера –  глауцина.  Так,  
при концентрации д-ГЛ 0,2 мМ величина А составила 86%, в то время как для ГЛ при этой же концентра-
ции в 9,5 раз ниже – 9,3%.  
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Для д-ГЛ получены достаточно высокие значения протекторной активности по сравнению с други-
ми ранее изученными антиоксидантами. В частности, по литературным данным [17] для биолюминесцент-
ного теста протекторная активность для аскорбата составляет 49%, для урата – 66%, а известного синтети-
ческого антиоксиданта аллантоина – 93% (рис. 2).  

Таким образом, результаты анализа биологической активности алкалоидов с использованием био-
люминесцентной тест-системы показали отсутствие токсичности ГЛ и д-ГЛ в отношении биолюминесцен-
ции генетически модифицированного штамма E. coli MG1655 (pKatG-lux), а также высокую антиоксидант-
ную активность в условиях окислительного стресса, вызванного действием Н2О2. Значения антиоксидант-
ной (протекторной) активности, определенные в тесте in vivo, в случае фенантренового алкалоида дес-
глауцина, полученного в субкритической воде, были существенно выше, чем для изомера (глауцина). 

Антирадикальная активность алкалоидов в тесте с ДПФГ. Поведение апорфинового алкалоида ГЛ 
и фенантренового алкалоида д-ГЛ в реакции с ДФПГ сильно отличаются. На рисунке 3 представлена кине-
тика изменения оптической плотности ДФПГ при добавлении одинаковых концентраций ГЛ и д-ГЛ  
(1 мМ). Скорость реакции д-ГЛ с ДФПГ значительно выше, снижение оптической плотности ДФПГ соста-
вила 83% за 5 мин реакции, в то время как в реакции с ГЛ всего 6%.  

Высокая скорость изменения оптической плотности ДФПГ указывает на большую скорость реакции 
д-ГЛ в реакции нейтрализации свободного радикала ДФПГ по сравнению с изомером ГЛ. 

На рисунке 4 представлены величины антиоксидантной активности (RSA), полученные для разных 
концентраций ГЛ и д-ГЛ. Значения антиоксидантной активности в тесте с ДФПГ для фенантренового ал-
калоида дес-глауцина, синтезированного в среде субкритической воды в результате трансформации глау-
цина, значительно выше исходного апорфинового алкалоида. 

Из полученной зависимости установлена эффективная концентрация алкалоида (EC50), которая не-
обходима для уменьшения количества свободных радикалов ДФПГ в 2 раза (табл.). Величина EC50 для  
д-ГЛ составила 0,3 мМ, для ГЛ – 5,3 мМ соответственно. 

 

Рис. 1. Антиоксидантная активность 
ГЛ и д-ГЛ, полученная в 
биолюминесцентном тесте in vivo 
в условиях окислительного стресса, 
вызванного действием Н2О2 

 

 
Рис. 2. Сравнение антиоксидантной активности ГЛ и д-ГЛ с известными антиоксидантами [17] 
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Рис. 3. Кинетика изменения оптической 
плотности ДФПГ (1-контроль) на длине волны 
l=517 нм в присутствии ГЛ 1 мМ (2) и д-ГЛ 
1 мМ (3) 

Рис. 4. Зависимость антиоксидантной активности 
(RSA) ГЛ и д-ГЛ в реакции с ДФПГ  
от концентрации алкалоидов 

Эффективные концентрации (ЕС50) антиоксидантной активности для ГЛ и д-ГЛ, полученные в тест-
реакции с ДФПГ и биолюминесцентной тест-системе in vivo 

Вещество 
Реакция с ДФПГ Протекторная активность в биолюминесцентном тесте in vivo 

ЕС50, мМ ЕС50, мМ 
ГЛ 5,3 0,9 

д-ГЛ 0,3 0,05 
 
Для сравнения в таблице представлены величины EC50, полученные для антиоксидантной активно-

сти ГЛ и д-ГЛ в биолюминесцентной тест-системе. Величины EC50 для ГЛ и д-ГЛ, полученные в тесте in-
vivo, были в 6 раз ниже, чем в тесте с ДФПГ, что указывает на более высокую чувствительность биолюми-
несцентной системы к антиоксидантной активности алкалоидов. Данные таблицы 1 демонстрируют значи-
тельный потенциал биолюминесцентного теста для оценки антиоксидантной активности растительных 
апорфиновых и фенантреновых алкалоидов и их производных.  

Заключение 

Таким образом, изучена антиоксидантная активность апорфинового алкалоида глауцина, как выде-
ляемого из мачка желтого Glaucinum flavum, так и полученного в среде субкритической воды фенантрено-
вого алкалоида дес-глауцина с использованием биолюминесцентного биосенсора на основе штамма E. coli 
MG1655 (pKatG-lux) и в тесте с ДФПГ.  

Показано, что трансформация модельного апорфинового алкалоида – ГЛ в его фенантреновый изо-
мер с использованием среды субкритической воды позволяет получить дес-глауцин, антиоксидантные 
свойства которого многократно превышают активность исходного апорфинового глауцина.  

В результате сравнения протекторной активности фенантренового алкалоида с изученными ранее анти-
оксидантами установлено, что активность дес-глауцина в реакциях нейтрализации АФК, генерируемых H2O2, 
значительно выше, чем для известных антиоксидантов аскорбата и урата, и сопоставима с аллантоином. 

Полученные результаты открывают перспективы использования представленных алкалоидов 
в качестве дополнительной неферментативной антиоксидантной системы для защиты живых организмов 
в условиях окислительного стресса.  

Предлагаемый подход может быть с успехом использован для получения редко встречающихся 
в природе растительных фенантреновых алкалоидов и их производных из широко представленных в расти-
тельном мире алкалоидов апорфинового ряда, а также изучению их антиоксидантных свойств и биологиче-
ской активности. Результаты исследований открывают перспективы создания новых фармацевтических 
субстанций посредством недорогого и экологически чистого синтеза фенантреновых алкалоидов и их про-
изводных в среде субкритической воды. 
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Vetrova E.V., Borisenko N.I.*, Hizrieva S.S., Bugaeva A.F. THE STUDY OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE 
APORPHINE ALKALOID OF GLAUCINE AND THE PHENANTHRENE ALKALOID OF SECO-GLAUCINE OBTAINED 
IN SUBCRITICAL WATER 

Institute of Physical and Organic Chemistry of Southern Federal University, pr. Stachki, 194/2, Rostov-on-Don, 344090 
(Russia), e-mail: boni@ipoc.rsu.ru 
Antioxidant activity of aporphine alkaloid of glaucine – 1,2,9,10-tetramethoxy-6-alpha-aporphine (GL), that extracted 

from Glaucinum flavum, and phenanthrene alkaloid of seco- glaucine – 1-[2- (N-methylaminoethyl)]-3,4,6,7-tetramethoxy-
fenantren (seco-GL), that synthesized in medium of subcritical water were studied by bioluminescent test (in vivo) and in anti-
radical reaction with DPPH. 

Antioxidant activity of alkaloids were evaluated in vivo by bioluminescence of recombinant strain of E. coli MG1655 
(pKatG-lux), induced with H2O2. The influence of GL or seco-GL led to reduced of factor induction of bioluminescence, indi-
cating reducing the toxic effect of H2O2 on the bacterial cells due to the antioxidant activity of alkaloids. Antioxidant activity of 
seco-GL in bioluminescent assay was significantly higher than that of the isomer - GL. Thus, at a concentration of 0,2 mM 
seco-GL protective activity value was 86%, while for the GL at the same concentration in 9,5 times lower – 9,3%.  

Behavior GL and seco-GL were very different in the reaction with DPPH. Seco- glaucine reacted with DPPH much 
faster and leads to significant changes in the absorption spectrum of DPPH. Values of EC50, obtained in the test with DPPH for 
seco-GL was 0,3 mM, while for GL EC50= 5,3 mM. 

Thus, the transformation (in medium of subcritical water) of the model alkaloid - glaucine into its isomer seco-glaucine  
provided production of a phenanthrene alkaloid of seco- glaucine, whose antioxidant activity is many times higher than the 
natural activity of the original glaucine. 

Keywords: antioxidant activity, aporphine alkaloids, glaucine, phenanthrene alkaloids, seco-glaucine, subcritical water, 
bioluminescence, DPPH. 
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