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Необходимость расширения сырьевой базы для получения флавоноидов обусловлена широким спектром их био-

логической активности. Цель настоящей работы – исследование биологической активности комплекса биофлавоноидов, 

кверцетина и рутина, на специфических ферментных биотест-системах in vitro. Объектами исследования служили: ком-

плекс биофлавоноидов из обезжиренного шрота облепихи крушиновидной Hippophae rhamnoides L. и выделенные из него 

индивидуальные флавоноиды – рутин и кверцетин. Исследование проведено методами выявления биологической актив-

ности веществ с применением специфических ферментных биотест-систем in vitro. Выявлено, что рутин и комплекс био-

флавоноидов обладют антиоксидантными свойствами – скорость глутатионредуктазной реакции увеличивалась на 64 и 

51% от контроля соответственно, а каталазной – на 15%. Кверцетин проявляет противомикробную активность, а также 

снижает скорость ферментативной iNOS реакции на 24% от контроля, что свидетельствует о противовоспалительных 

свойствах данного образца. Рутин и комплекс биофлаваноидов облепихового шрота увеличивали скорость iNOS-реакции 

на 14 и 28% соответственно, что указывает на иммуностимулирующие свойства данных образцов. В ходе микробиологи-

ческого исследования установлено, что все образцы обладают слабой бактериостатической активностью в отношении 

грамположительных и грамотрицательных бактерий Staphylococcus aureus АТСС 6538 (209-P) и Pseudomonas aeruginosa 

АТСС 9027; подтверждена их фунгистатическая активность в отношении дрожжеподобных грибов Candida albicans 

АТСС 10231. Полученные результаты позволяют рассматривать комплекс биофлавоноидов, кверцетин и рутин, как пер-

спективные действующие вещества антиоксидантных, антимикробных, фунгистатических и противовоспалительных ле-

карственных препаратов. 

Ключевые слова: флавоноиды, рутин, кверцетин, микроорганизмы, ферментные биотест-системы, биологическая 

активность. 

Введение 

В современной фармакогнозии, фармации 

и медицине наблюдается устойчивый интерес к га-

леновым и неогаленовым препаратам, содержа-

щим растительные флавоноиды (биофлавоноиды) 

[1], разнообразная терапевтическая активность ко-

торых связана с наличием в их молекулах высоко-
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реакционноспособных гидроксильных и карбонильных групп, а одной из важных особенностей их биологи-

ческого действия является широкий спектр потенциальных мишеней [2–4].  

Наблюдающийся в последние годы интерес к природным фенольным веществам связан с поиском эф-

фективных лекарственных препаратов и проблемой безопасности синтетических противомикробных и анти-

бактериальных веществ.  

Антибактериальное действие флавоноидов связано со способностью повреждать цитоплазматическую 

мембрану бактерий, а бактериостатическое действие – со способностью инициировать агрегацию клеток 

в этом процессе. 

Противовирусная активность флавоноидов основана на их слабой кислотности, что способствует инак-

тивации вирусов, и на их денатурирующем воздействии на вирусные и клеточные белки [5, 6]. Например, 

полифенолы граната ингибируют вирусы гриппа, воздействуя на гликопротеины поверхности вириона, вызы-

вая повреждения в его структуре [7].  

Вместе с тем микроорганизмы проявляют резистентность к традиционным антибиотикам из-за неизби-

рательного использования коммерческих противомикробных препаратов, что стало причиной поиска новых 

противомикробных веществ, в том числе растительного происхождения, например, из облепихи [8].  

Необходимость расширения сырьевой базы для получения флавоноидов обусловлена тем, что их Р-

витаминная активность часто коррелирует с антиоксидантным потенциалом полученных фитоэкстрактов, 

а учитывая тот факт, что флавоноиды обеспечивают антибактериальную устойчивость растений, являясь сво-

его рода природными антибиотиками (фитоаклексинами), можно предположить их бактерицидную актив-

ность in vitro [9–13]. 

В связи с этим авторами разработан и запатентован простой и удобный способ выделения комплекса 

биофлавоноидов из отходов производства жирного масла облепихи крушиновидной (Hippophaё rhamnoides 

L., сем. лоховых Elaeagnaceae) – обезжиренного шрота [14, 15] и определена его антибактериальная актив-

ность по отношению к бактериям из рода Bacillus: сенной палочки (Bacillus subtilis) и картофельной палочки 

(Bacillus mesentericus) [8]. 

Цель настоящей работы – исследование антиоксидантной, антимикробной и противовоспалительной 

активности комплекса биофлавоноидов, кверцетина и рутина, на специфических ферментных биотест-систе-

мах in vitro. 

Экспериментальная часть 

Объектами исследования являлись извлеченные из шрота облепихи комплекс биофлавоноидов (обра-

зец 3) и индивидуальные флавоноиды – рутин (образец 1, чистота 96%) и его агликон кверцетин (образец 2, 

чистота 96%) (рис.) [14]. 

В процессе исследования были использованы методы определения биологической активности веществ 

с применением специфических ферментных биотест-систем in vitro на основе глутатионредуктазы (ГР, КФ 

1.8.1.7, англ. Glutathione reductase), каталазы (КАТ, КФ 1.11.1.6, англ. Catalase) и NO-синтазы (КФ 1.14.13 

англ. NO-synthase, NOS) [16-21]. 

Изучение антиоксидантной и антимикробной активности проводили с применением комбинированной 

глутатионредуктазной и каталазной биотест-системы [16, 17]. Для выявления противовоспалительной активности 

БАВ применяли ферментную биотест-систему на основе индуцибельной NO-синтазы (КФ 1.14.13.39, iNOS) [18].  

Спектрофотометрическим методом по убыли поглощения при 340 нм за счет окисления никотинами-

дадениндинуклеотидфосфата (НАДФН) эквимо-

лярным количеством восстановленного глутати-

она определяли скорость глутатионредуктазной 

(ГР) реакции на анализаторе Clima МС-15 при 

T=24 °С (Италия) [22]. 

Скорость каталазной (КАТ) реакции опреде-

лена методом, основанным на способности H2O2 

образовывать с солями Mo стойкий окрашенный 

комплекс. Измерения фиксировали по убыли H2O2 

в процессе реакции на анализаторе Clima МС-15 

T=24 °С (Италия) [23]. 
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Хроматограмма экстракта выделенного из облепихового шрота комплекса биофлавоноидов:  

1 – вещество не идентифицировано (7.14±0.02%)*; 2 – вещество не идентифицировано (8.47±0.02%)*;  

3 – рутин (15.49±0.02%)*; 4 – кверцетин (26.30±0.02%)*; 5 – кемпферол (1.93±0.02%)*; 6 – изорамнетин 

(40.67±0.02 %)*. * – массовая доля, % от суммы полифенолов 

Активность индуцибельной NO-синтазы оценивали по скорости катализируемой iNOS in vitro при 

T=37 °C реакции. Скорость iNOS-реакции до и после добавления тестируемого вещества (контроль и опыт 

соответственно) определяли по изменению поглощения НАДФН в процессе iNOS-реакции на двулучевом 

спектрофотометре «Shimadzu UV-1800» (Япония) c использованием программы «Кинетические исследова-

ния». Кинетическую скорость катализируемой iNOS ферментативной реакции рассчитывали до и после (кон-

троль и опыт соответственно) добавления в пробу исследуемых образцов, используя молярный коэффициент 

экстинкции (6.22 mМ-1) [18]. 

Использованные в данной работе ферментные биотест-системы входят в состав Уникальной научной 

установки ФГБНУ ВИЛАР «Биологические коллекции специфических ферментных биотест-систем in vitro 

(БК-СФБТС)». 

Для подтверждения антимикробных свойств объектов исследования на грамположительные 

Staphylococcus aureus АТСС 6538 (209-P), грамотрицательные бактерии Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027, 

дрожжеподобные грибы Candida albicans АТСС 10231 использовали общепринятые микробиологические ме-

тоды [19].  

Для исследования противомикробной активности образцов в опытах in vitro использовали метод их 

двукратных серийных разведений в жидкой питательной среде – мясо-пептонном бульоне. Бактериостатиче-

ский эффект определяли визуально по минимальной концентрации образца, подавляющего рост бактерий, 

когда не наблюдался рост микроорганизмов [19]. 

С целью доказательства противогрибковой активности в опытах in vitro объектов исследования исполь-

зовали метод их двукратных серийных разведений в жидкой питательной среде Сабуро, определяя наличие 

фунгистатического эффекта визуально по минимальной концентрации образца, подавляющего рост Candida 

albicans, при отсутствии их роста [19]. 

Полученные в ходе экспериментальных исследований результаты обработаны с использованием пакета 

программ Statistica 10.0 (StatSoft, США). Для оценки значимости отличий между выборками с приближаю-

щимся к нормальному распределением использован t-критерий Стьюдента. Критический уровень значимости 

P при проверке статистических гипотез принимался равным 0,05. 

Обсуждение результатов 

Полученные в эксперименте данные по влиянию объектов на скорость ГР и КАТ реакций in vitro пред-

ставлены в таблице 1. 
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Таблица 1. Результаты измерения скорости ГР и КАТ реакций (M±m, Р ≤ 0.05) 

Вариант опыта 

Скорость реакции  

глутатионредуктазной каталазной 

мкмоль/(мин на мг белка) % мкмоль/(мин на мг белка) % 

Контроль 2.92±0.06 100 1.50±0.02 100 

Образец 1 4.79±0.09 164 1.72±0.03 115 

Образец 2 2.48±0.04 85 1.17±0.009 78 

Образец 3 4.41±0.10 151 1.56±0.02 104 

При изучении влияния экспериментальных образцов на активность ферментных реакций, катализиру-

емых ГР и КАТ (табл. 1), установлено антиоксидантное действие рутина, в присутствии которого скорость ГР 

реакции  увеличивалась на 64% от контроля, а КАТ реакции – на 15% [16]. Как следует из приведенных дан-

ных, кверцетин (образец 2) оказывал слабое ингибирующее влияние на скорости реакций – глутатионредук-

тазной на 15%, а каталазной – на 22%, что соответствует наличию у него противомикробных свойств [17] и 

согласуется с литературными данными [23]. Комплекс биофлавоноидов облепихового шрота (образец 3) уве-

личивал скорость глутатионредуктазной реакции на 51% по отношению к контролю, не оказывая достовер-

ного влияния на скорость каталазной реакции и проявляя таким образом антиоксидантные свойства [16].  

В таблице 2 представлены результаты влияния объектов исследования на скорость ферментативной 

iNOS-реакции in vitro. 

Как следует из результатов, представленных в таблице 2, кверцетин снижал скорость реакции на 24% 

от контроля, что свидетельствует о противовоспалительных свойствах данного образца [18]. Исследуемые 

образцы рутина и комплекса биофлаваноидов увеличивали скорость iNOS-реакции на 14 и 28% соответ-

ственно, что указывает на иммуностимулирующие свойства данных образцов [22]. 

Противомикробную активность рутина, кверцетина и комплекса биофлаваноидов облепихового шрота 

в опытах in vitro изучали в отношении грамположительных и грамотрицательных бактерий Staphylococcus 

aureus АТСС 6538 (209-P) и Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027. Полученные результаты представлены в 

таблице 3. 

Как видно из результатов, представленных в таблице 3, все исследуемые образцы обладают слабой 

бактериостатической активностью в отношении грамположительных и грамотрицательных бактерий 

Staphylococcus aureus АТСС 6538 (209-P) и Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027 в концентрации 1000-

3000 кг/мл. 

Противомикробную активность рутина, кверцетина и комплекса биофлавоноидов облепихового шрота 

изучали в отношении дрожжеподобных грибов Candida albicans АТСС 10231. В результате исследований 

было установлено, что все исследуемые образцы флавоноидов облепихового шрота обладают слабой фунги-

статической активностью в отношении дрожжеподобных грибов Candida albicans АТСС 10231 в концентра-

ции 1000 мкг/мл для всех исследуемых образцов. 

Таблица 2. Результаты измерения скорости iNOS-реакции (M±m, Р ≤ 0,05) 

Вариант опыта 
Скорость ферментативной реакции, катализируемая iNOS in vitro 

мкмоль НАДФН / мг белка в мин опыт / контроль, % 

Контроль 2.7±0.11 100 

Образец 1 3.1±0.12 114 

Образец 2 2.0±0.086 76 

Образец 3 3.4±0.14 128 

Таблица 3. Показатели противомикробной активности образцов, мкг/мл 

Характеристика препарата 
Микроорганизмы 

Staphylococcus aureus АТСС 6538 (209-P) Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027 

Образец 1 3000 1000 

Образец 2 2000 2000 

Образец 3 2000 3000 
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Таким образом, при исследовании трех экспериментальных образцов флавоноидов облепихового 

шрота установлено, что они обладают слабой бактериостатической активностью в отношении грамположи-

тельных и грамотрицательных бактерий Staphylococcus aureus АТСС 6538 (209-P) и Pseudomonas aeruginosa 

АТСС 9027 и доказанной фунгистатической активностью в отношении дрожжеподобных грибов Candida 

albicans АТСС 10231. Однако учитывая, что данные образцы получены из обезжиренного облепихового 

шрота, который является отходом производства облепихового масла, проявляемая ими биологическая актив-

ность заслуживает внимания с точки зрения применения в комплексной антибиотикотерапии, лечебно-про-

филактическом питании и в качестве экономической составляющей при безотходном производстве. 

Выводы 

С применением специфических ферментных биотест-систем, основанных на ключевых ферментах ан-

тиоксидантной защиты, – глутатионредутазе и каталазе, установлены различия в проявлении антиоксидант-

ных и антимикробных свойств у экспериментальных образцов. Так, рутин и комплекс биофлавоноидов обле-

пихового шрота обладали антиоксидантными свойствами, в то время как кверцетин проявлял противомик-

робную активность. С применением специфической ферментной биотест-системы на основе iNOS у кверце-

тина была выявлена противовоспалительная активность. Одновременно с этим по результатам исследования 

рутин и комплекс биофлаваноидов облепихового шрота проявляли иммуностимулирующую активность. При 

микробиологических исследованиях трех экспериментальных образцов биофлавоноидов установлено, что все 

изученные образцы обладают слабой бактериостатической активностью в отношении грамположительных и 

грамотрицательных бактерий Staphylococcus aureus АТСС 6538 (209-P) и Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027, 

а также фунгистатической активностью в отношении дрожжеподобных грибов Candida albicans АТСС 10231. 
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The need to expand the raw material base for obtaining flavonoids is due to the wide spectrum of their biological activity. 

The purpose of this work is to study the biological activity of a complex of bioflavonoids, quercetin and rutin on specific enzyme 

biotest systems in vitro. The objects of the study were: a complex of bioflavonoids from fat-free sea buckthorn meal Hippophae 

rhamnoides L. and individual flavonoids rutin and quercetin isolated from it. The study was carried out by methods of detecting 

the biological activity of substances using specific enzyme biotest systems in vitro. It was revealed that rutin and a complex of 

bioflavonoids have antioxidant properties – the rate of glutathione reductase reaction increased by 64 and 51% of control, respec-

tively, and catalase – by 15%. Quercetin exhibits antimicrobial activity and also reduces the rate of the enzymatic iNOS reaction 

by 24% of the control, which indicates the anti-inflammatory properties of this sample. Rutin and a complex of bioflavonoids from 

sea buckthorn meal increased the iNOS reaction rate by 14 and 28%, respectively, which indicates the immunostimulating proper-

ties of these samples. In the course of a microbiological study, it was found that all samples have weak bacteriostatic activity against 

gram-positive and gram-negative bacteria Staphylococcus aureus ATCC 6538 (209-P) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 

Fungistatic activity was confirmed against the yeast-like fungi Candida albicans ATCC 10231 of quercetin and the complex. The 

results obtained make it possible to consider a complex of bioflavonoids, quercetin and rutin as promising active substances in 

antioxidant, antimicrobial, fungistatic and anti-inflammatory drugs. 

Keywords: flavonoids, rutin, quercetin, microorganisms, enzymatic biotest systems, biological activity. 
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