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Впервые модельные фенантреновые секо-алкалоиды (секо-глауцин и секо-болдин), полученные в среде субкри-

тической воды СБВ) из растительных апорфиновых алкалоидов, изучены как антиоксиданты и ингибиторы ацетилхо-

линэстеразы (АХЭ). Антиоксидантную активность (in vitro) модельных апорфиновых и фенантреновых алкалоидов: бол-

дина, секо-болдина, глауцина и секо-глауцина (БД, с-БД, ГЛ и с-ГЛ) исследовали в реакции со стабильным свободным 

радикалом ДФПГ (1,1-дифенил-2-пикрилгидразил). In vivo антиоксидантную активность определяли в биолюминесцент-

ной тест-системе с использованием генетически модифицированных штаммов E. coli. В экспериментах in vitro (ДФПГ-

тест) и in vivo (биотест) фенантреновые алкалоиды с-ГЛ и с-БД демонстрируют более высокую антиоксидантную актив-

ность, чем их апорфиновые предшественники ГЛ и БД. 

Для исследования (in vitro) антихолинэстеразной активности алкалоидов и их фенантреновых секо-изомеров ис-

пользован метод Эллмана с небольшими модификациями. Данные по ингибирующей активности фермента АХЭ апор-

финовыми и фенантреновыми алкалоидами, выраженные в виде значений IC50, полученных из зависимостей кривых 

«доза-ответ», демонстрируют, что ингибирующая активность для секо-болдина (IC50=0.21 мМ) и секо-глауцина 

(IC50=0.04 мМ) выше, чем для исходных апорфиновых алкалоидов болдина (IC50=0.29 мМ) и глауцина (IC50=0.44 мМ), 

соответственно.  

Таким образом, показано, что полученные в СБВ фенантреновые алкалоиды проявляют более высокую антиок-

сидантную активность и лучшую ингибирующую АХЭ-активность, чем их апорфиновые предшественники. 
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Введение 

В последнее десятилетие лавинообразно растет число работ, направленных на синтез новых фарма-

цевтических субстанций, исходя из растительных 

метаболитов, успешно применяемых в народной 

медицине. Одной из перспективных групп расти-

тельных метаболитов являются апорфиновые алка-

лоиды. Апорфиновые алкалоиды I (рис. 1) демон-

стрируют широкий спектр биологической и анти-

оксидантной активности [1, 2]. Показано [3], что 

растительные и получаемые полусинтетическим 

путем из апорфинов I фенантреновые производные 

II (секо-алкалоиды) проявляют зачастую более вы-

сокие показатели антиоксидантной активности и 
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могут демонстрировать новые, отличные от исходных апорфиновых субстанций, терапевтические примене-

ния. Кроме того, известно, что полученные из растительных апорфинов I фенантреновые секо-алкалоиды II 

могут служить в качестве исходных при синтезе тетрагидронафто- [2,1-f] изохинолиновых алкалоидов III 

(так называемых литебаминов), обладающих широким спектром биологической активности. Согласно лите-

ратурным данным, литебамин способен ингибировать ацетилхолинэстеразу [4], что делает его и этот класс 

соединений перспективными агентами для лечения болезни Альцгеймера [5–7]. 

Ранее показано получение литебамина и его производных из апорфинового алкалоида глауцина путем 

ступенчатой рециклизации через его фенантреновый аналог секо-глауцин [8]. В целом, создание и изучение 

новых фармацевтических субстанций, таких как, например, литебамин и его производные III, стартуя с рас-

тительных апорфинов, представляется актуальным как с теоретической, так и с практической точки зрения.  

В недавних работах продемонстрировано получение в среде субкритической воды (СБВ) фенантре-

новых секо-алкалоидов из апорфиновых на примере глауцина и болдина (рис. 2) [9–12].  
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Рис. 1. Структурные формулы типичных растительных алкалоидов и их производных 
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Рис. 2. Структурные формулы исследуемых соединений и схема трансформации в среде СБВ: глауцина 

в секо-глауцин, болдина в секо-болдин 
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Глауцин-(S)-N-метил-1,2,7,8-тетраметоксидибензо [de, g] октагидро-хинолин, выделяемый из мачка 

желтого, обладает широким спектром биологической активности [13, 14]. Доступность глауцина делает его 

удобной моделью для химических модификаций. Болдин-[(S)-2,9-дигидрокси-1, 10-диметоксиапорфин] ши-

роко известен как мощный растительный антиоксидант и демонстрирует противовоспалительное, противо-

опухолевое, антидиабетическое и цитопротекторное действие. В исследованиях, направленных на выясне-

ние механизма антиокислительного действия болдина, было установлено, что молекула болдина действует 

как эффективный поглотитель гидроксильных радикалов – (НО). Согласно литературным данным, болдин и 

секо-болдин способны ингибировать АФК, генерируемые в эндотелиальных клетках ангеотензином-II [15]. 

В литературе отмечается, что важной является способность полученных полусинтетическим путем секо-ал-

калоидов предотвращать перекисное окисление липидов и повреждение белков и/ или выполнять роль по-

глотителя свободных радикалов [16]. 

Известно, что генерализованный воспалительный ответ связан с патогенезом различных нейродеге-

неративных заболеваний, например атеросклероза и болезни Альцгеймера, которые, как теперь полагают, 

имеют воспалительную основу, что может составить новые терапевтические стратегии для борьбы с этими 

заболеваниями [17]. Одной из таких стратегий является поиск растительных метаболитов, способных ока-

зывать нейропротекторное действие путем ингибирования АХЭ или ингибирования окислительного стресса. 

Такой перспективной группой растительных метаболитов могут стать апорфиновые (глауцин, болдин) и по-

лученные на их основе фенантреновые алкалоиды (секо-глауцин и секо-болдин). Анализ литературных дан-

ных показал, что лишь в нескольких научных работах исследована ингибирующая активность этих соедине-

ний [18, 19].  

Так, в работе [20] была исследована активность алкалоидов болдина (IC50=8.6 мкМ) и секо-болдина 

(IC50=10 мкМ), извлеченных из метанольного экстракта растений B. alloiophylla и B. Kunstleri рода Бейлшми-

дия (Beilschmiedia), сем. Лавровые (Lauraceae). Другой группой исследователей были изучены ингибирую-

щие свойства болдина в отношении АХЭ и бутирилхолинэстеразы (БуХЭ) и показано, что он способен по-

давлять оба фермента, причем демонстрируя неконкурентоспособный механизм ингибирования, который 

является наиболее распространенным механизмом ингибирования для холинэстераз [18]. Недавно [21, 22] в 

опытах in vivo показано, что болдин, вводимый перорально в течение 12 недель мышам APP / PS1 (мышиная 

модель болезни Альцгеймера), оказывал противовоспалительное действие в отношении нейронов гиппо-

кампа. Помимо снижения маркеров окислительного стресса и площади инфаркта, мыши продемонстриро-

вали улучшенную исследовательскую активность с уменьшением дефицита пространственного распознава-

ния объектов и дефицита рабочей памяти. Обучение и память были значительно улучшены с помощью бол-

дина, вводимого внутрибрюшинно в течение 7 дней подряд как у молодых, так и у старых мышей, не влияя 

на локомоцию (перемещение животных в пространстве). Он ослаблял окислительный стресс в мозге, снижал 

уровни малонового диальдегида и нитрита, повышал глутатион и подавлял активность ацетилхолинэстеразы 

[23]. Таким образом, апорфиновые алкалоиды (глауцин, болдин) и их фенантреновые производные (секо-

глауцин, секо-болдин) могут быть новым интересным фармакологическим инструментом для ослабления 

развития патологий при болезни Альцгеймера. 

В этой связи целью данной работы является изучение и сравнение антиоксидантных и антихолинэсте-

разных свойств апорфиновых и фенантреновых алкалоидов для поиска новых ингибиторов АХЭ на основе 

растительных метаболитов, нацеленных на лечение болезни Альцгеймера. 

Экспериментальная часть 

Химические вещества (реактивы): Фермент ацетилхолинэстераза (АХЭ) из Electrophorus electricus 

(electric eel) (АХЭ, тип VI-S,3.1.1.7, 200-1000 единиц / мг белка), ацетилтиохолин йодид (АТХй) (≥98%, США), 

5,5′-дитиобис (2-нитробензойная) кислота (ДТНБ) (99%, США, ReagentPlus®: ReagentPlus является зарегистри-

рованной торговой маркой Sigma-Aldrich Co. LLC), болдин (аналитический стандарт, США), 1,1-дифенил-2-

пикрилгидразила (ДФПГ) были приобретены у Sigma-Aldrich. Глауцина гидрохлорид ч.д.а. был произведен 

Чимкентским химфармацевтическим заводом (Казахстан) и представляет собой рацемическую смесь. 

Определение антиоксидантной активности (АОА) алкалоидов в тесте с ДФПГ (in vitro) и в биолю-

минесцентном тесте (in vivo). Антиоксидантную активность (in vitro) апорфиновых и фенантреновых алка-

лоидов: болдина, секо-болдина, глауцина и секо-глауцина (БД, с-БД, ГЛ и с-ГЛ) исследовали в реакции со 

стабильным свободным радикалом ДФПГ (1,1-дифенил-2-пикрилгидразил) [24, 25], как описано ранее [26]. 
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In vivo антиоксидантную активность исследуемых алкалоидов в условиях окислительного стресса, ин-

дуцированного Н2О2 определяли в биолюминесцентной тест-системе [27, 28] с использованием генетически 

модифицированного штамма E. coli (MG1655 pKatG-lux), разработанного в Государственном НИИ генетики 

и селекции промышленных микроорганизмов (Москва) [27]. Перекись водорода H2O2 была использована как 

удобный источник гидроксильных радикалов – наиболее реакционноспособных свободных радикалов кис-

лорода. Перекись добавляли в концентрации 10-2 M. Измерение интенсивности биолюминесценции культур, 

содержащих анализируемые соединения, а также контрольных культур проводили в течение 2–3 ч на 96-

луночном микропланшетном люминометре LM-01A («Immunotech», Чехия).  

В работе [26] ранее изучена АОА алкалоидов глауцина и секо-глауцина с использованием приведен-

ных выше тест-систем, а данные по антиоксидантной активности, полученные в биотесте и в тесте с ДФПГ 

для болдина и секо-болдина, приводятся впервые. 

Определение антихолинэстеразных свойств алкалоидов. Для исследования антихолинэстеразной ак-

тивности (in vitro) был использован метод Эллмана [29] с небольшими модификациями, описанный в работе 

[30]. Для кинетических исследований использовали коммерческий фермент АХЭ из электрического угря 

(лиофилизированный порошок, содержащий трис-буферные соли) фирмы Sigma. 

Рабочий раствор фермента (2 ед/мл) готовили в фосфатном буфере с pH=7.0 (0.02 М). Для стабили-

зации растворов фермента и реактивов использовали фосфатные буферы с рН 7.0 и 7.4 (0.1 М). Рабочие 

растворы ДТНБ (С=0.25 мМ) и АТХй (С=1.88 мМ) приготовлены в фосфатном буфере pH=7.4. Основные 

растворы алкалоидов (2 мМ) готовили в этаноле и затем разбавляли до рабочих концентраций фосфатным 

буфером (pH=7.4). 

Для определения активности ингибирования АХЭ исследуемыми соединениями готовили серию рас-

творов алкалоидов с различной концентрацией (от 0.1 мМ до 1.7 мМ). Реакционную систему готовили при 

комнатной температуре 25 °С в 1 см кварцевой кювете. Реакция была инициирована после добавления фер-

мента. Реакционная система состояла из 0.6 мл раствора алкалоида, 0.36 мл субстрата ацетилтиохолина йо-

дида (1.88 мМ) и 1.44 мл реагента Эллмана-ДТНБ (0.25 мМ), к которой после 5 мин инкубации добавляли 

0.12 мл раствора фермента АХЭ (2 ед/мл). Бланк для холостой пробы (контроля) состоял из всех химических 

веществ, кроме ингибитора. Смесь перемешивали и измеряли оптическую плотность на длине волны 412 нм 

в течение 6 минут от начала реакции (после добавления фермента) на спектрофотометре СПЕКС ССП 705 

(УФ-Вид, 190–1100 нм) (производитель ЗАО «Спектроскопические системы», РФ). Гидролиз иодид ацетил-

тиохолина контролировали по образованию желтого аниона 5-тио-2-нитробензоата в результате реакции 

ДТНБ с тиохолинами, катализируемой АХЭ. Измерения и расчеты оценивались с использованием программ-

ного обеспечения UV-VIS analyst. Анализ проводят трижды (n = 3). Результаты представлены как среднее 

значение. Процент ингибирования рассчитывают по формуле: 

%ингибирования = 1 − [
Поглощение опытной пробы при 412 нм

Поглощение контроля при 412 нм
] × 100. 

Результаты были выражены как значения IC50, рассчитанные как концентрация алкалоидов, которая 

приводит к 50% ингибированию активности ацетилхолинэстеразы. 

Обсуждение результатов 

В соответствии с задачами работы на начальном этапе была изучена АОА болдина (БД) и секо-бол-

дина (с-БД) для прямого сравнения антиоксидантной активности апорфиновых и фенантреновых алкалоидов 

на примере БД и с-БД.  

На рисунке 3 представлена зависимость антиоксидантной активности АОА от концентрации алкало-

идов в реакции с ДФПГ (рис. 3а) и в биолюминесцентном тесте (биотесте) (рис. 3б) для БД и с-БД. 

Из результатов следует (рис. 3а), что у БД в отличие от с-БД наблюдается увеличение антиоксидант-

ной активности с повышением концентрации. В случае фенантренового с-БД, при больших концентрациях 

(более 0.1 мМ) уменьшение величины АОА (RSA) может быть связано с низкой растворимостью алкалоида 

в этаноле. В области малых концентраций БД и с-БД демонстрирует высокую антиоксидантную активность 

в нейтрализации радикальных состояний. Как и в тесте с ДФПГ, в биотесте in vivo значения АОА (в %) с 

увеличением концентрации алкалоидов для растворов БД были выше, чем для с-БД.  
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Рис. 3. Зависимость антиоксидантной активности АОА (RSA) от концентрации алкалоидов БД и с-БД 

(С= 0.001 мМ – 2 мМ) в реакции с ДФПГ (а) и значения АОА, определенные в тесте in vivo на штамме 

E. coli MG1655 (pKatG-lux) в условиях окислительного стресса (б) 

На следующем этапе сравнили антиоксидантную активность (RSA) четырех исследуемых алкалоидов 

в концентрации 7∙10-4 М. Результаты показывают, что наибольшую активность в ДФПГ-тесте, как и в тесте 

на биосенсорных штаммах, проявил фенантреновый алкалоид секо-глауцин (рис. 4). 

На следующем шаге были изучены характеристики ингибирующей активности выбранных модель-

ных соединений. 

На рисунке 5 приведены типичные гистограммы ингибирующей активности для 1 мМ растворов глау-

цина и болдина.  

Как следует из рисунка 5, процент ингибирования растворов глауцина и болдина достигает макси-

мальных значений на 3 мин реакции с ферментом. Поэтому кривые «доза-эффект» строили исходя из значе-

ний ингибирования алкалоидами (в %), полученными на 3 мин реакции с АХЭ (рис. 6). 

Результаты изучения ингибирующей активности фермента АХЭ апорфиновых и фенантреновых ал-

калоидов, выраженные в виде значений IC50, полученных из зависимостей кривых «доза-ответ», демонстри-

руют, что ингибирующая активность для секо-болдина (IC50=0.21 мМ) и секо-глауцина (IC50=0.04 мМ) выше, 

чем для болдина (IC50=0.29 мМ) и глауцина (IC50=0.44 мМ) соответственно. 

Кривые «доза-эффект» для секо-глауцина и секо-болдина также строили исходя из значений ингиби-

рования алкалоидами (в %), полученными на 3 мин реакции с АХЭ (рис. 6). 

Анализ литературных данных показал, что апорфиновые алкалоиды (глауцин, болдин) и их фенантре-

новые производные (секо-глауцин, секо-болдин) могут быть новым интересным фармакологическим ин-

струментом для ослабления развития патологий при болезни Альцгеймера. В связи с этим в данной работе 

изучено и проведено сравнение антиоксидантной и антихолинэстеразной активности апорфиновых алкало-

идов болдина и глауцина и их фенантреновых секо-производных. Результаты представлены в таблице. 

Рис. 4. Сравнение антиоксидантной 

активности ГЛ, с-ГЛ, БД и с-БД в ДФПГ-

тесте  
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Рис. 5. Значения % ингибирования АХЭ для 1 мМ растворов глауцина (а) и болдина (б) в зависимости 

от времени реакции с ферментом 

 

 

Рис. 6. Кривые (доза-эффект) % 

ингибирования АХЭ для растворов 

алкалоидов (С, 0.1–1 мМ) 

Значения антихолинэстеразной (анти-АХЭ) и антиоксидантной активности (АОА) для апорфиновых и 

фенантреновых алкалоидов, полученных в данной работе, и данные по биоактивности этих соединений, 

приведенные в литературе 

Химическое со-

единение 

IC50 (в мМ) для ингибирования 

АХЭ 

Эффективные концентрации EC50 (в мМ) для АОА алка-

лоидов 

ДФПГ-тест  

(in vitro) 

Антиоксидантная активность в био-

люминесцентном тесте (in vivo) 

Источник данных 
Результаты 

данной работы 
[20] [18] 

Результаты данной 

работы 
Результаты данной работы 

Болдин 0.29 0.0086 0.37 0.035 – 

Секо-болдин 0.21 0.01 – 0.012 – 

Источник данных  [19] [26] [26] 

Глауцин 0.44 0,089 5.3 0.9 

Секо-глауцин 0.04 – – 0.3 0.05 

*Значения IC50 и EC50 для алкалоидов определены по кривым «доза-ответ». 

Таким образом, показано, что полученные в СБВ фенантреновые секо-алкалоиды проявляют лучшую 

ингибирующую активность в отношении фермента ацетилхолинэстеразы (АХЭ), чем исходные апорфино-

вые алкалоиды.  

Из полученных зависимостей установлено «эффективное содержание» алкалоида (EC50), которое 

необходимо для уменьшения количества свободных радикалов ДФПГ в 2 раза (табл.). Величина EC50 для с-

ГЛ составила 0.3 мМ, для ГЛ – 5.3 мМ, как было описано ранее в работе [26]. Из данных, приведенных в 

таблице, определено, что наиболее эффективной концентрацией обладает секо-болдин (EC50=0.012 мМ), т.е. 

50% протекторный эффект достигается при очень малой концентрации секо-болдина. 

Здесь следует отметить, что согласно ранее опубликованным литературным данным [18], значения 

эффективной концентрации (IC50) для фенантренового алкалоида секо-болдина были меньше, чем для 

апорфинового алкалоида болдина, протестированных на АОА в системах с генерацией активных форм 

кислорода АФК (окислительный стресс), что согласуется с нашими результатами.  
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В таблице также приведены 50% эффективные концентрации (EC50) алкалоидов, то есть концентра-

ции, при которых продуцирование АФК перекисью водорода уменьшалось в два раза в биолюминесцентном 

тесте. Как описано в работе [26], величины EC50, полученные для антиоксидантной активности ГЛ, с-ГЛ, в 

биолюминесцентной тест-системе (in vivo), были в 6 раз ниже, чем в тесте с ДФПГ, что указывает на более 

высокую чувствительность биотеста. 

Для болдина и секо-болдина не удалось определить значения EC50 в изученном диапазоне концентра-

ций, так как не был достигнут 50% протекторный эффект для этих соединений в биолюминесцентном тесте.  

Таким образом, в опытах in vitro (ДФПГ-тест) и in vivo (биотест), а также в тесте Эллмана определено, 

что фенантреновые алкалоиды обладают лучшими антиоксидантными и антихолинэстеразными свойствами, 

чем их апорфиновые аналоги. 

Заключение 

1. Антиоксидантную активность (in vitro) модельных апорфиновых и фенантреновых алкалоидов БД, 

с-БД, ГЛ и с-ГЛ исследовали в реакции со стабильным свободным радикалом ДФПГ (1,1-дифенил-2-пикрил-

гидразил). In vivo антиоксидантную активность определяли в биолюминесцентной тест-системе с использо-

ванием генетически модифицированных штаммов E. coli. В экспериментах in vitro (ДФПГ-тест) и in vivo 

(биотест) фенантреновые алкалоиды с-ГЛ и с-БД демонстрируют более высокую антиоксидантную актив-

ность, чем их апорфиновые предшественники ГЛ и БД.  

2. Для исследования (in vitro) антихолинэстеразной активности алкалоидов и их фенантреновых секо-

изомеров использован метод Эллмана с небольшими модификациями. Данные по ингибирующей активно-

сти фермента АХЭ апорфиновыми и фенантреновыми алкалоидами, выраженные в виде значений IC50, по-

лученных из зависимостей кривых «доза-ответ», демонстрируют, что ингибирующая активность для секо-

болдина (IC50=0.21 мМ) и секо-глауцина (IC50=0.04 мМ) выше, чем для исходных апорфиновых алкалоидов 

болдина (IC50=0.29 мМ) и глауцина (IC50=0.44 мМ) соответственно. 

3. Таким образом, показано, что полученные в СБВ фенантреновые алкалоиды проявляют более вы-

сокую антиоксидантную активность и лучшую ингибирующую АХЭ-активность, чем их апорфиновые пред-

шественники. Представленные результаты послужат основой для поиска новых ингибиторов АХЭ на основе 

растительных метаболитов, нацеленных на лечение болезни Альцгеймера. 
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For the first time, model’s phenanthrene seco-alkaloids (seco-glaucine and seco-boldine) obtained in the medium of sub-

critical water SBW) from plant aporphine alkaloids were studied as antioxidants and inhibitors of acetylcholinesterase (AChE). 

Antioxidant activity (in vitro) of model’s aporphine and phenanthrene alkaloids: boldine, seco-boldine, glaucine and seco-glau-

cine, (BD, s-BD, GL and s-GL) was studied in the reaction with a stable free radical DPPH (1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl). In 

vivo, antioxidant activity was determined in a bioluminescent test system using genetically modified E. coli strains. In experi-

ments in vitro (DPPH-test) and in vivo (biotest) phenanthrene alkaloids s-GL and s-BD demonstrate the higher antioxidant activity 

than their aporphine precursors GL and BD. For the study (in vitro) of the anticholinesterase activity of alkaloids and their phe-

nanthrene seco-isomers used the “Ellman’s method” with minor modifications. The data on the inhibitory activity of the AChE 

enzyme with aporphine and phenanthrene alkaloids, expressed as IC50 values obtained from dose-response curves, demonstrate 

that the inhibitory activity for seco-boldine (IC50 = 0.21 mM) and seco-glaucine (IC50 = 0.04 mM ) is higher than for the initial 

aporphine alkaloids boldine (IC50 = 0.29 mM) and glaucine (IC50 = 0.44 mM), respectively. Thus, it has been shown that phe-

nanthrene alkaloids obtained in SBW exhibit higher antioxidant activity and better inhibiting AChE-activity than their aporphine 

precursors. 
Keywords: subcritical water, aporphine alkaloids, glaucine, boldine, antioxidant activity, anticholinesterase activity, phe-

nanthrene alkaloids, seco-glaucine, seco-boldine, acetylcholinesterase, Alzheimer's disease. 
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