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Изучена способность алкалоидов надземной части Genista tinctoria L. (дрок красильный), собранного в период 
цветения в Альшеевском районе Республики Башкортостан, ингибировать репродукцию вируса гриппа 
А(H1N1)pdm09. Компонентный состав суммы алкалоидов и отдельных фракций определен хромато-масс-
спектрометрическим методом. Цитотоксичность и противогриппозные свойства алкалоидов G. tinctoria изучены 
in vitro в культуре клеток MDCK в отношении штамма вируса гриппа А/California/07/09 (H1N1)pdm09, в качестве пре-
парата сравнения использован римантадин. На основании полученных данных рассчитаны 50% цитотоксическая доза 
CС50, 50% ингибирующая доза IC50, а также индекс селективности SI, характеризующий избирательность действия 
образца в отношении вируса. Согласно полученным данным, наибольшей противогриппозной активностью обладает 
фракция 4 суммы алкалоидов G. tinctoria (SI = 10), в которой содержатся алкалоиды 12-N-метилцитизин, (-)-цитизин, 
d-лупанин, 12-N-формилцитизин, анагирин, баптифолин, а также фракция 5 (SI = 7), содержащая (-)-цитизин, анагирин 
и баптифолин. Анагирин является мажорным компонентом фракции 4, его содержание составляет 0,13% от веса воз-
душно-сухого сырья, а баптифолин – 5, его содержание 0,14%. Необходимо отметить, что по сравнению с суммой ал-
калоидов G. tinctoria и фракциями 2 и 3, фракции 4 и 5, обогащенные тетрациклическими хинолизидиновыми алкалои-
дами (анагирином и баптифолином), проявляют более выраженную противогриппозную активность. Выявленная зако-
номерность может служить основанием для дальнейшей оптимизации противогриппозных свойств указанных алка-
лоидов посредством их химических трансформаций. 

Ключевые слова: Genista tinctoria L., хинолизидиновые алкалоиды, вирус гриппа А(H1N1)pdm09, индекс селек-
тивности. 

Сокращения: AMDIS – automated mass spectral deconvolution and identification system (система автоматической 
деконволюции и идентификации масс-спектров); CC – цитотоксическая концентрация; HBV – вирус гепатита В; HCV – 
вирус гепатита С; HIV – вирус иммунодефицита человека; HSV – вирус простого герпеса; IC – ингибирующая концен-
трация; MDCK – Madin-Darby anine kidney cell (клетки почек собаки); MEM – minimum essential medium (среда Игла); 
MTT – 3-[4,5-диметил-2-тиазолил]-2,5-дифенилтетразолий бромид; SI – индекс селективности; RRT – относительное 
время удерживания; ВСС – воздушно-сухое сырье; РКЭ – развивающиеся куриные эмбрионы. 

Работа выполнена с использованием оборудования ЦКП «Химия» УфИХ РАН. 

Введение 

Лекарственные растения традиционно при-
меняются для лечения инфекционных заболева-
ний, включая вирусные [1–7]. Известно, что экс-
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тракты растений родов Sophora, Acacia, Chamaecytisus, Thermopsis семейства бобовых (Fabaceae) – основ-
ных продуцентов хинолизидиновых алкалоидов – активны в отношении вирусов гепатита С (HCV) и B 
(HBV), вируса простого герпеса I (HSV-I), вируса гриппа А (H1N1) и некоторых других [8–15]. Кроме того, 
выделенный в индивидуальном виде алкалоид алоперин проявляет исключительно высокие противогрип-
позные свойства [16], а его синтетические производные рассматриваются в качестве перспективных аген-
тов для терапии синдрома приобретенного иммунодефицита, вызываемого вирусом HIV-1 [17].  

Недавно нами показано, что отдельные фракции сумм алкалоидов Thermopsis schischkinii Czefr. 
и Chamaecytisus ruthenicus (Fisch. Ex Woloszcz.) Klaskova, произрастающих на территории Республики 
Башкортостан и Южного Урала, проявляют заметную противогриппозную активность [14, 15]. С целью 
выявления алкалоидоносных видов среди растений этого семейства, обладающих противогриппозной ак-
тивностью, а также структурных типов хинолизидиновых алкалоидов, отвечающих за ее проявление, нами 
исследованы цитотоксичность суммы алкалоидов Genista tinctoria L. и ее отдельных фракций, а также их 
способность ингибировать in vitro репродукцию вируса гриппа А(H1N1)pdm09. Данный тип биологической 
активности для G. tinctoria до настоящего времени не изучался. 

Экспериментальная часть 

Сбор и подготовка растительного сырья. В качестве исходного материала для исследования ис-
пользована надземная часть G. tinctoria, собранная в фенофазу цветения (16.06.2014) в лесостепной зоне 
Республики Башкортостан (Альшеевский район). Видовая принадлежность растения определена д.б.н. 
Н.И. Федоровым (Уфимский институт Биологии РАН). Гербарный образец G. tinctoria хранится в гербарии 
ИБ УНЦ РАН (№ 203-2014). Растения срезали на высоте 7–10 см от основания, сразу нарезали на части (3–
5 см) и сушили при температуре 20–25 °С.  

Выделение суммы алкалоидов и хроматографическое разделение. Экстракцию 100 г измельченного 
воздушно-сухого сырья проводили водно-ацетоновой смесью (1 : 9) методом настаивания до получения 
отрицательной пробы с кремневольфрамовой кислотой. Сумму алкалоидов извлекали классическим мето-
дом в виде свободных оснований согласно [18], сначала переводя алкалоиды в соли (обработка 5% водным 
раствором серной кислоты), затем удаляя из кислого экстракта примеси «неалкалоидного» характера (экс-
тракция диэтиловым эфиром и хлороформом последовательно), далее обрабатывая кислый слой бикарбо-
натом натрия (до рН = 11) и экстрагируя свободные основания хлороформом. Полученные хлороформные 
экстракты объединяли, сушили безводным Na2SO4 и концентрировали. Вес суммы алкалоидов надземной 
части G. tinctoria составил 0,9 г (0,9% от веса воздушно-сухого сырья).  

Разделение суммы алкалоидов проводили методом колоночной хроматографии на силикагеле 60 
с размером частиц 0,05–0,1 мм (MACHEREY-
NAGEL, Германия). Полярность элюента повы-
шали в следующем порядке:  CHCl3, 
CHCl3 : MeOH = 97 : 3, CHCl3 : MeOH = 9 : 1, 
CHCl3 :  MeOH = 7 : 1, MeO. Получили пять фрак-
ций 1–5, вес которых составил 0,09, 0,07, 0,23, 
0,29 и 0,22 7 г соответственно. 

Хромато-масс-спектрометрические иссле-
дования. Хромато-масс-спектрограммы регистри-
ровались на приборе Thermo Finnigan MAT95XP, 
метод ионизации электронный удар 70 eV, темпе-
ратура инжектора 250 °С, колонка НР-5MS, 30 м ´ 
0,25 мм ´ 0,25 мкм толщина фазы; режим: на-
чальная температура 120 °С 3 мин, изотерма 
250 °С 10 мин. Компоненты исследуемых смесей 
идентифицировали по полным масс-спектрам и по 
библиотеке хромато-масс-спектрометрических 
данных при использовании систем обработки 
данных AMDIS (automated Mass Spectral 
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Deconvolution and Identification System [19]) и дополнительно подтверждали методом «свидетелей», 
в качестве которых использовали алкалоиды (-)-цитизин, 12-N-метилцитизин, d-лупанин, анагирин и бап-
тифолин, выделенные нами ранее [20–22]. Количественный анализ выполняли методом внутренней норми-
ровки по площадям хроматографических пиков без использования корректирующих коэффициентов. За 
100% принимали сумму площадей пиков компонентов. Содержание алкалоидов в экстрактах рассчитывали 
в % от веса воздушно сухого сырья (ВСС) – 100 г измельченного растения. 

Цитотоксичность и противогриппозная активность. Цитотоксические свойства и противогрип-
позная активность суммы алкалоидов G. tinctoria и фракций, содержащих алкалоиды, были исследованы 
в ФГБУ «НИИ гриппа» МЗ РФ (С.-Петербург). В эксперименте использовали штамм вируса гриппа 
А/California/07/09(H1N1)pdm09, полученный из Центра по контролю за заболеваемостью (CDC, Atlanta, 
USA). В качестве препарата сравнения использовали препарат римантадин, методики изучения цитотокси-
ческих свойств и противогриппозной активности подробно описаны в [23, 24].  

Клетки почек собаки MDCK (Madin-Darby canine kidney cell) сеяли на 96-луночные микропланшеты (Or-
ange scientific № 5530100) по 0,2 мл в лунку и культивировали при 37 °С при 5% СО2 до образования монослоя.  

Для определения цитотоксичности соединений готовили серию двукратных разведений каждого 
из препаратов от 1000 до 4 мкг/мл на среде МЕМ (Биолот, Санкт-Петербург). Клетки инкубировали в при-
сутствии растворенных препаратов в течение 48 часов при 36 °С и 5% СО2, после чего степень деструкции 
клеточного монослоя оценивали при помощи МТТ-теста. С этой целью отмытые от среды клетки инкуби-
ровали 1 ч с раствором МТТ (Calbiochem №475989, 0,5 мкг/мл) в физиологическом растворе. Лунки про-
мывали и заливали 0,1 мл DMSO, после чего оптическую плотность клеток измеряли на микропланшетном 
ридере Victor2 1420 (Perkin Elmer, Финляндия) при длине волны 535 нм. На основании полученных данных 
рассчитывали концентрацию препарата в лунке, при которой происходит 50% деструкция клеточного мо-
нослоя (CС50). 

Вирус гриппа культивировали в 10–11-дневных развивающихся куриных эмбрионах (РКЭ), вводя 
в аллантоисную полость 1–10 ИД50/0,2 мл вируссодержащей жидкости. Вирусы гриппа культивировали 
48 ч при +36°С. 

В культуру клеток MDCK добавляли препараты, растворенные в среде MEM (среда Игла) и выдер-
живали планшеты 1 ч при 36 °С и 5% СО2. Клеточную культуру заражали 10-кратными разведениями ви-
руса от 10-1 до 10-6. Планшеты с вирусом и препаратами инкубировали в CO2 инкубаторе 48 ч при 36 °С 
и 5% СО2. По истечении срока инкубации культуральную жидкость переносили в соответствующие лунки 
планшетов с круглым дном и вносили равное количество 1% суспензии куриных эритроцитов. Реакцию 
гемагглютинации учитывали через 40 мин при комнатной температуре. За титр вируса принимали величи-
ну, противоположную десятичному логарифму максимального разведения вируса, способного вызвать 
полную агглютинацию эритроцитов. На основании полученных результатов рассчитывали 50% ингиби-
рующую концентрацию (IC50) для каждого препарата, снижающую репродукцию вируса вдвое, и индекс 
селективности (отношение CC50 к IC50). 

Обсуждение результатов 

Согласно данным хромато-масс-спектрометрическеского анализа, основными компонентами суммы 
алкалоидов G. tinctoria, собранного в период цветения, являются алкалоиды 12-N-метилцитизин, (-)-
цитизин, d-лупанин, N-формилцитизин, анагирин и баптифолин (табл. 1), что согласуется с нашими пре-
дыдущими данными [22].  

На основании результатов проведенных in vitro исследований цитотоксической активности суммы 
алкалоидов G. tinctoria и фракций 2–5 (табл. 2) установлено, что сумма алкалоидов G. tinctoria, а также 
фракций 3–5, не проявляют заметной цитотоксичности. Значения их CС50 составляют более 300  мкг/мл,  
в то же время фракция 2 в концентрации 88 мкг/мл приводит к деструкции 50% клеточного монослоя кле-
ток линии MDCK.  

Значения IC50, характеризующие способность тестируемых фракций ингибировать репродукцию ви-
руса гриппа A(H1N1)pdm09, лежат в более узком интервале концентраций – от 15 до 89 мкг/мл, и значения 
их достаточно высоки по сравнению с [16, 17]. Необходимо отметить, что наиболее цитотоксичная фрак-
ция 2 является и наиболее активной, ее IC50 составляет 15 мкг/мл.  
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Таблица 1. Алкалоидный состав суммы алкалоидов G. tinctoria и фракций 2–5 

Фракция Σ 2 3 4 5 
Вес фракции, г 0,9 0,07 0,23 0,29 0,22 

Элюент, CHCl3 : MeOH – 97 : 3 9 : 1 7 : 1 МеОН 
Алкалоид RRTа M+ Qб Алкалоидный состав, %в 

12-N-метилцитизин 0,94 204 97 0,05 + 0,04 0,01 – 
(-)-Цитизин 1,00 190 98 0,04 – 0,01 0,02 0,01 
d-Лупанин 1,22 248 96 0,06 + 0,04 0,02 – 
12-N-формилцитизин 1,51 218 94 0,11 0,01 0,07 0,03 – 
Анагирин 1,54 244 98 0,32 0,05 0,07 0,13 0,07 
Баптифолин 1,91 260 89 0,23 – + 0,08 0,14 
Примечание. а) Относительное время удерживания; б) Вероятность сходства зарегистрированных и библиотечных спек-
тров; в) От веса ВСС. 

Оценка величин индекса селективности, 
характеризующего избирательность действия 
фракции по отношению к вирусу по сравне-
нию с клетками, показала, что фракция 4 с IC50 

= 30 мкг/мл и CС50 > 300 мкг/мл, имеет наибо-
лее высокий противогриппозный потенциал. 
Индекс ее селективности равен 10, что превос-
ходит таковой для препарата сравнения ри-
мантадин (SI = 5) [23].  

 

Заключение 

Таким образом, анализируя данные о взаимосвязи «структурный тип алкалоида – противогриппоз-
ная активность», можно сделать следующий вывод: фракции 4 и 5, обогащенные тетрациклическими хино-
лизидиновыми алкалоидами (анагирином и баптифолином), являются наиболее перспективными с точки 
зрения поиска новых противогриппозных агентов на основе веществ растительного происхождения, что 
согласуется с результатами, полученными нами ранее [14]. Данная закономерность является основанием 
для дальнейшей оптимизации противогриппозных свойств указанных алкалоидов посредством их химиче-
ских трансформаций. 
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The ability of alkaloids of the aerial part of Genista tinctoria L. (a dye dye) collected during the flowering period in the 

Alsheevsky district of the Republic of Bashkortostan, to inhibit the reproduction of the influenza A (H1N1) virus pdm09 was 
studied. The component composition of the sum of alkaloids and individual fractions is determined by the chromatography-
mass spectrometric method. Cytotoxicity and anti-influenza properties of G. tinctoria alkaloids have been studied in vitro in the 
culture of MDCK cells with respect to the strain of influenza A / California / 07/09 (H1N1) pdm09, rimantadine was used as the 
reference preparation. Based on the data obtained, a 50% cytotoxic dose of C50, a 50% inhibitory dose of IC50, and a SI selec-
tivity index characterizing the selectivity of the action of the sample against the virus were calculated. According to the data 
obtained, fraction 4 of the sum of alkaloids of G. tinctoria (SI = 10), containing alkaloids 12-N-methylcytisine, (-)-cytisin, d-
lupanin, 12-N-formylcytisine, anagirine, baptilin, and fraction 5 (SI = 7) containing (-)-cytisin, anagirine and baptiphlin. 
Anagyrin is a major component of fraction 4, its content is 0.13% of the weight of air-dry raw materials, and baptilin-5, its con-
tent is 0.14%. It should be noted that, in comparison with the sum of G. tinctoria alkaloids and fractions 2 and 3, fractions 4 and 
5 enriched with tetracyclic quinolizidine alkaloids (anagirine and baptifolin) show more pronounced anti-influenza activity. The 
revealed regularity can serve as the basis for further optimization of the anti-influenza properties of these alkaloids by means of 
their chemical transformations. 

Keywords: Genista tinctoria L., quinolizidine alkaloids, influenza A (H1N1) pdm09 virus, selectivity index. 
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