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Листья видов рода орех (Juglans L.) семейства Juglandaceae представляют собой перспективные виды офици-

нального лекарственного растительного сырья, препараты которых оказывают противомикробное, общеукрепляющее 

действие. На наш взгляд, вклад в антимикробную активность, наряду с нафтохинонами, вносят и флавоноиды, содержа-

щиеся в листьях различных видов рода орех. Следовательно, существует необходимость в определении химического 

состава листьев видов рода орех с помощью современных методов анализа. В данной статье обсуждаются результаты 

сравнительного исследования компонентного состава листьев ореха черного (Juglans nigra L.), ореха грецкого (Juglans 

regia L.) и ореха серого (Juglans cinerea L.) методом микроколоночной высокоэффективной жидкостной хроматографии 

(ВЭЖХ) при аналитической длине волны 360 нм.  

Установлены условия хроматографического разделения для анализа извлечений из листьев видов рода орех. 

Определено, что в листьях ореха черного (Juglans nigra L.) с помощью ВЭЖХ возможна идентификация флавоноидов 

– мирицитрина, кверцитрина, являющихся доминирующими и диагностически значимыми для данного вида сырья. 

Кроме того, в листьях ореха черного определен также агликон мирицитрина – мирицетин. Выявлен схожий флавоноид-

ный профиль в двух видах лекарственного растительного сырья – листьях ореха грецкого и ореха серого, в которых 

обнаружены гиперозид, кверцитрин, югланин.  

Ключевые слова: орех, Juglans regia, Juglans nigra, Juglans cinerea, листья, флавоноиды, мирицитрин, кверцит-

рин, гиперозид, югланин, высокоэффективная жидкостная хроматография. 

Введение 

На территории РФ культивируется около 8 видов растений рода орех (Juglans L.), при этом каждый 

представитель рода является потенциальным источником биологически активных соединений (БАС) [1–5]. 

Основными видами, культивируемыми в Европейской части РФ, являются орех грецкий (Juglans regia L.), 

орех черный (Juglans nigra L.) и орех серый (Juglans cinerea L.). 

Как известно, представители рода орех (Juglans L.) – лекарственное растительное сырье, обладающее 

широким спектром фармакологической активности [6–10]. Различные виды сырья представителей рода орех 

чаще всего известны в связи с наличием в надземной части различных нафтохинонов, оказывающих анти-

бактериальную активность, в частности: юглон, гидроюглон, глюкозид гидроюглона [11, 12]. Наряду с вы-

шеуказанными БАС, растение содержит следующие ценные соединения – липиды, азотистые вещества, уг-

леводы, органические кислоты, флавоноиды и другие фенольные соединения, которые также вносят свой 

вклад в фармакологическое действие [13–21]. Несмотря на богатый химический состав и разнообразие фар-

макологического действия, сырье видов рода орех не является фармакопейным в РФ. 

Для стандартизации лекарственного растительного сырья (ЛРС) вопросы идентификации и опреде-

ления основных групп биологически активных соединений играют важную роль [22–27]. Учитывая отсут-

ствие необходимой нормативной документации, 

регламентирующей качество листьев видов рода 

орех, существует необходимость в детектировании 

компонентного состава ЛРС листьев ореха грец-

кого, ореха черного и ореха серого. Кроме того, 
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необходимо учитывать тот факт, что в сырье, предназначенном для получения водных, спиртовых, спирто-

водных извлечений, экстрактов, существует необходимость определения действующих веществ гидрофиль-

ной природы, к которым относят флавоноиды данных видов ЛРС [28–31].  

Экспериментальная часть 

В качестве объектов исследования использовали образцы листьев ореха черного (Juglans nigra L.), 

ореха грецкого (Juglans regia L.) и ореха серого (Juglans cinerea L.), заготовленные в марте-апреле 2018–

2020 гг. на территории Ботанического сада Самарского университета (г. Самара). Из листьев указанных ви-

дов растений получали водно-спиртовые извлечения, которые были использованы для качественного ана-

лиза – идентификации БАС. В работе использовали ацетонитрил (ООО «Компонент-реактив», «Для высо-

коэффективной жидкостной хроматографии»), воду, полученную с использованием системы для получения 

воды очищенной с многоступенчатой системой очистки (адсорбция, обратный осмос, мембранное фильтро-

вание) и проверенную на чистоту в условиях хроматографического анализа. Остальные реактивы имели 

степень чистоты ч.д.а. или х.ч. 

Анализировали водно-спиртовые извлечения из листьев ореха черного, ореха грецкого и ореха серого 

с использованием стандартных образцов (СО) мирицитрина (1), мирицетина (2), кверцитрина (3), гиперо-

зида (4), югланина (5) (рис. 1) методом ВЭЖХ. С использованием колоночной хроматографии флавоноиды 

1-3 выделены из листьев ореха черного, флавоноиды 4 и 5 получены из листьев ореха грецкого в минорных 

количествах. Идентификацию выделенных соединений проводили на основании данных УФ-, 1Н-ЯМР-

спектроскопии, а также результатов химических превращений. Спектры ЯМР 1Н получали на приборах 

«JNM-ECX 400» (399.78 МГц) и «Bruker AM 300» (300 МГц), регистрацию УФ-спектров проводили с помо-

щью спектрофотометра «Specord 40» (Analytik Jena AG, Германия) в диапазоне длин волн 190–500 нм в 

кюветах с толщиной слоя 10 мм. 

Указанные стандартные образцы имели следующие спектральные характеристики: 

Мирицитрин (мирицетин-3-O-α-L-рамнопиранозид) (1). Желтое с кремовым оттенком кристалличе-

ское вещество состава С21Н20О12 с т.пл. 203–205 °С (водный спирт), УФ-спектр (EtOH, λ max, нм): 212, 260, 

358; + NaOAc 268, 366; + NaOAc + H3BO3 260, 382; + АlСl3 278, 416; + АlСl3 + HCl 270, 406.  
1Н-ЯМР-спектр (300 МГц, DMSO-d6, δ, м.д., J/Гц): 12.68 (1H, с, 5-ОН-группа), 9.23 (2Н, уш. с, 7-ОН-

группа и 4′-ОН-группа), 6.88 (2Н, с, Н-2′ и Н-6′), 6.36 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-8), 6.19 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-6), 5.20 (1Н, 

д, 1.5 Гц, Н-1′′ рамнозы), 3.1–5.0 (м, 4Н рамнозы), 0.84 (3Н, д, 6 Гц, СН3 рамнозы). 

Мирицетин (3,5,7,3′,4′,5′-гексагидроксифлавон) (2). Желтовато-зеленое кристаллическое вещество 

состава С15Н10О8, с т.пл. 257-259 °С (водный спирт), УФ-спектр (EtOH, max, нм): 256, 378; + NaOAc 260, 

378; + NaOAc + H3BO3 258, 390; +АlСl3 267, 435; +А1С13 + HCl 267, 430; + NaOMe 264, 422(разл.) нм.  
1Н-ЯМР-спектр (399.78 МГц, DMSO-d6, δ, м.д., J/Гц): 12.45 (1H, с, 5-ОН-группа), 10.73 (3Н, с, 7-ОН-

группа), 9.28 (1Н, с, 4′-ОН-группа), 9.17 (2Н, с, 3′-ОН-группа и 5′-ОН-группа), 8.75 (1Н, с, 3-ОН-группа), 

7.20 (2Н, с, Н-2′ и Н-6′), 6.36 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-8), 6.14 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-6). 

Кверцитрин (3-О-α-L-рамнопиранозид 3,5,7,3′,4′-пентагидроксифлавона) (3). Светло-желтое кри-

сталлическое вещество состава С21Н20О12 с т.пл. 187–189 °С (водный спирт), УФ-спектр (EtOH, max, нм): 

257, 268 пл., 361 нм; + NaOAc 261, 380 нм; + NaOAc + H3BO3 265, 380 нм; +АlСl3 274, 415 нм; +АlСl3 + HCl 

270, 404 нм.  
1Н-ЯМР-спектр (399.78 МГц, DMSO-d6, δ, м.д., J/Гц): 12.61 (1H, с, 5-ОН-группа), 10.83 (3Н, с, 7-ОН-

группа), 9.66 (1Н, с, 4′-ОН-группа), 9.30 (1Н, с, 3′-ОН-группа), 8.75 (1Н, с, 3-ОН-группа), 7.26 (1Н, д, J = 2.5 

Гц, Н-2′), 7.21 (1Н, дд, J = 2.5, 9 Гц, Н-6′), 6.82 (1Н, д, J = 9, Н-5′), 6.35 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-8), 6.16 (1Н, д, 2.5 

Гц, Н-6), 5.21 (1Н, д, 1.5 Гц, Н-1′′ рамнозы), 3.1–4.9 (м, 4Н рамнозы), 0.78 (3Н, д, 6 Гц, СН3 рамнозы). 

Гиперозид (3-O-β-галактопиранозид 3,5,7,3′,4′-пентагидроксифлавона) (4). Светло-желтое кристал-

лическое вещество состава С21Н20О12 с т.пл. 231–233 °С (водный ацетон), УФ-спектр (EtOH, λ max, нм): 258, 

267 пл., 363; + NaOAc + H3BO3 262, 384; +АlСl3 276, 414; + АlСl3 + HCl 272, 402. 

Югланин (кемпферол-3-O-α-L-арабинофуранозид) (5). Желтое кристаллическое вещество состава 

С20Н18О10 с т.пл. 212-214 oС (водный спирт), УФ-спектр (EtOH, λ max, нм): 268, 352; + NaOAc 274, 371; + 

NaOAc + H3BO3 268, 370; +АlСl3 275, 400; +АlСl3 + HCl 274, 400. 

Исходя из спектральных данных, поскольку все указанные соединения имеют в длинноволновой об-

ласти электронного спектра максимум поглощения при 360±2 нм, нами была выбрана длина волны 360 нм 

для детекции анализируемых веществ при проведении ВЭЖХ-анализа.  
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Рис. 1. Структурные формулы 

мирицитрина (1), мирицетина 

(2), кверцитрина (3), 

гиперозида (4) и югланина (5) 
4 5 

Приготовление рабочих растворов. Для аналитических целей извлечения из листьев ореха черного, 

ореха грецкого и ореха серого получены в условиях, описанных в методике количественного определения 

суммы флавоноидов методом дифференциальной спектрофотометрии [28]. 

Пробоподготовка для извлечения из листьев видов рода орех. Около 1 г измельченного сырья (точная 

навеска) помещали в колбу со шлифом вместимостью 100 мл, прибавляли 30 мл 70% этанола. Колбу закры-

вали пробкой и взвешивали на тарированных весах с точностью до ±0.01. Колбу присоединяли к обратному 

холодильнику и нагревали на кипящей водяной бане (умеренное кипение) в течение 30 мин. Затем колбу 

охлаждали в течение 30 мин, закрывали той же пробкой, снова взвешивали и восполняли недостающий экс-

трагент до первоначальной массы. Извлечение фильтровали через бумажный фильтр (красная полоса) и за-

тем дополнительно фильтровали через мембранный фильтр Milipore (0.45 мкм) (испытуемый раствор). 

Приготовление стандартного раствора мирицитрина. Около 0.02 г (точная навеска предварительно 

высушенного мирицитрина (содержание основного вещества ≥98%) переносили в мерную колбу вместимо-

стью 50 мл, растворяли в 70% этаноле и доводили объем раствора до метки тем же растворителем. 

Приготовление стандартного раствора мирицетина. Около 0.02 г (точная навеска предварительно 

высушенного мирицетина (содержание основного вещества ≥98%) переносили в мерную колбу вместимо-

стью 50 мл, растворяли в 70% этаноле и доводили объем раствора до метки тем же растворителем. 

Приготовление стандартного раствора кверцитрина. Около 0.02 г (точная навеска предварительно 

высушенного кверцитрина (содержание основного вещества ≥98%) переносили в мерную колбу вместимо-

стью 50 мл, растворяли в 70% этаноле и доводили объем раствора до метки тем же растворителем. 

Приготовление стандартного раствора гиперозида. Около 0.02 г (точная навеска предварительно 

высушенного гиперозида (содержание основного вещества ≥98%) переносили в мерную колбу вместимо-

стью 50 мл, растворяли в 70% этаноле и доводили объем раствора до метки тем же растворителем. 

Приготовление стандартного раствора югланина. Около 0.02 г (точная навеска предварительно вы-

сушенного югланина (содержание основного вещества ≥98%) переносили в мерную колбу вместимостью 50 

мл, растворяли в 70% этаноле и доводили объем раствора до метки тем же растворителем. 

Условия хроматографического разделения. 

Хроматографический анализ осуществляли методом обращенно-фазовой ВЭЖХ на микроколоноч-

ном жидкостном хроматографе «Милихром-6» (НПАО «Научприбор») в следующих условиях: изократиче-

ский режим, стальная колонка «КАХ-6-80-4» (№2; 2 мм × 80 мм; Сепарон-C18 7 мкм), подвижная фаза – 

ацетонитрил : 1% раствор уксусной кислоты в воде в соотношении 2 : 8, скорость элюирования – 

100 мкл/мин, объем элюента – 2500 мкл. Детекцию веществ осуществляли при длине волны 360 нм. Объемы 

инжектируемых проб для извлечения из листьев ореха черного, а также растворов СО мирицитрина, мири-

цетина, кверцитрина, югланина – 4 мкл; для извлечений из листьев ореха грецкого – 6 мкл, для извлечений 

из листьев ореха серого – 8 мкл. 
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Оценка пригодности системы. Пригодность хроматографической системы оценивали в соответствии 

с ОФС.1.2.1.2.0001.15 «Хроматография» [13]. С целью проверки пригодности хроматографической системы 

проводили 5-кратное хроматографирование 4 мкл раствора извлечения листьев ореха черного. В дальней-

шем рассчитывали следующие показатели: эффективность колонки, разрешение между пиками, фактор 

асимметрии. В результате расчетов были получены следующие результаты (табл. 1). 

Обсуждение результатов 

Определено, что в указанных условиях хроматографирования при использовании системы ацетонит-

рил – вода в соотношении 2 : 8 в листьях ореха черного возможно идентифицировать анализируемые ком-

поненты системы – мирицитрин (рис. 1 электронного приложения и рис. 2) и кверцитрин (рис. 2 электрон-

ного приложения и рис. 2).  

Кроме того, выявлено, что при использовании системы ацетонитрил-вода в соотношении 2 : 8 для 

анализа того же вида лекарственного растительного сырья возможно идентифицировать агликон мирицит-

рина – мирицетин (рис. 3 электронного приложения и рис. 2). 

Время удерживания пиков мирицитрина, кверцитрина и мирицетина на соответствующих хромато-

граммах рабочих стандартных образцов, а также в извлечении из листьев ореха черного представлены в 

таблице 2. 

Добавление раствора мирицитрина (1), кверцитрина (3) и мирицетина (2) в извлечение проявляется 

на хроматограмме увеличением интенсивности пика мирицитрина, пика кверцитрина и пика мирицетина 

соответственно по сравнению с таковой флавоноидов 1, 3 и 2 в исходном испытуемом растворе (рис. 4 элек-

тронного приложения). 

При анализе извлечения листьев ореха грецкого в указанных условиях хроматографирования при ис-

пользовании системы ацетонитрил – вода в соотношении 2 : 8 возможно идентифицировать анализируемые 

компоненты системы – кверцитрин (рис. 2 электронного приложения и рис. 3), гиперозид (рис. 5 электрон-

ного приложения и рис. 3) и югланин (рис. 6 электронного приложения и рис. 3). 

Время удерживания пиков кверцитрина, гиперозида и югланина на соответствующих хроматограммах 

рабочих стандартных образцов, а также в извлечении из листьев ореха грецкого представлены в таблице 3. 

Добавление раствора стандартного образца кверцитрина (3), гиперозида (4), югланина (5) в извлече-

ние проявляется на хроматограмме увеличением интенсивности пика кверцитрина, пика гиперозида и пика 

югланина соответственно по сравнению с таковой флавоноидов 4, 3 и 5 в исходном испытуемом растворе 

(рис. 7 электронного приложения). 

При анализе извлечения листьев ореха серого в аналогичных условиях хроматографирования при ис-

пользовании системы ацетонитрил – вода в соотношении 2 : 8 компоненты флавоноидного профиля листьев 

ореха серого совпадают с составом листьев ореха грецкого (рис. 4) 

Таблица 1. Определение пригодности хроматографической колонки 

Параметр хроматографической колонки Значение Нормативный показатель 

Эффективность колонки  5115 Не менее 2000 теоретических тарелок 

Разрешение между пиками 1.65 Не менее 1.5 

Фактор асимметрии 1.35 Не более 1.5 
 

 

Рис. 2. ВЭЖХ-хроматограмма извлечения из 

листьев ореха черного. Обозначения: 1 – ми-

рицитрин; 2 – мирицетин; 3 – кверцитрин 
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Таблица 2. Времена удерживания пиков флавоноидов листьев ореха черного 

Флавоноид 
Время удерживания на хроматограмме, мин 

Стандартный образец Извлечение 

Мирицитрин (1) 6.526 6.856 

Кверцитрин (3) 11.342 11.724 

Мирицетин (2) 14.211 17.631 

Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограмма 

извлечения из листьев ореха грецкого. 

Обозначения: 3 – кверцитрин;  

4 – гиперозид; 5 – югланин  

Таблица 3. Времена удерживания пиков флавоноидов листьев ореха грецкого 

Флавоноид 
Время удерживания на хроматограмме, мин 

Стандартный образец Извлечение 

Кверцитрин (3) 12.342 16.256 

Гиперозид (4) 10.799 10.830 

Югланин (5) 21.411 22.531 

 

 

Рис. 4. ВЭЖХ-хроматограмма извлечения 

из листьев ореха серого. Обозначения:  

3 – кверцитрин; 4 – гиперозид;  

5 – югланин 

Время удерживания пиков кверцитрина, гиперозида и югланина на соответствующих хроматограммах 

рабочих стандартных образцов, а также в извлечении из листьев ореха серого представлены в таблице 4. 

Добавление раствора стандартного образца кверцитрина (3), гиперозида (4), югланина (5) в извлече-

ние проявляется на хроматограмме увеличением интенсивности пика кверцитрина, пика гиперозида и пика 

югланина соответственно по сравнению с таковой флавоноидов 4, 3 и 5 в исходном испытуемом растворе 

(рис. 8 электронного приложения). 

Таким образом, результаты проведенных исследований установили особенности флавоноидного со-

става изучаемых объектов – листьев ореха черного, ореха грецкого и ореха серого.  
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Таблица 4. Времена удерживания пиков флавоноидов листьев ореха серого 

Флавоноид Время удерживания на хроматограмме, мин 

Стандартный образец Извлечение 

Кверцитрин (3) 11.342 11.456 

Гиперозид (4) 10.799 8.083 

Югланин (5) 21.411 18.734 

Выводы 

1. Проведенное хроматографическое исследование позволило выявить наличие флавоноидов в водно-

спиртовых извлечениях листьев видов рода орех (Juglans L.).  

2. С использованием микроколоночной высокоэффективной жидкостной хроматографии выявлены 

особенности химического состава листьев ореха черного, ореха грецкого и ореха серого. 

3. На основании ВЭЖХ-хроматограмм извлечения из листьев ореха черного идентифицированы до-

минирующий и диагностически значимый флавоноид – мирицитрин, а также его агликон – мирицетин и 

кверцитрин. 

4. Представленные ВЭЖХ-хроматограммы извлечений листьев ореха грецкого и ореха серого позво-

лили установить особенности флавоноидного профиля указанных объектов. Для них определены следую-

щие химические соединения – гиперозид, кверцитрин, югланин. 

5. Указанные особенности химического состава листьев видов рода орех необходимо учесть при раз-

работке раздела «Определение подлинности биологически активных веществ» планируемой фармакопей-

ной статьи на изучаемые виды ЛРС. 

6. Таким образом, листья видов рода орех является перспективным источником лекарственного рас-

тительного сырья и может служить источником биологически активных соединений – флавоноидов.  
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Kurkin V.A.*, Zimenkina N.I. STUDY OF THE COMPONENT COMPOSITION OF LEAVES OF SPECIES OF THE 

GENUS JUGLANS L. BY HPLC 

Samara State Medical Universit, ul. Chapaevskaya, 89, Samara, 443099 (Russia), e-mail: v.a.kurkin@samsmu.ru 

Leaves of species of the genus Juglans L. of the Juglandaceae family are promising types of officinal medicinal plant 

materials, which preparations have an antimicrobial, restorative effect. In our opinion, the contribution to the antimicrobial ac-

tivity, along with naphthoquinones, is also made by flavonoids contained in the leaves of various species of the genus Juglans L. 

Therefore, there is a need to determine the chemical composition of the leaves of species of the genus Juglans L. using modern 

methods of analysis. This article discusses the results of studying the component composition of the leaves of Juglans nigra L., 

Juglans regia L. and Juglans cinerea L. by microcolumn high performance liquid chromatography (HPLC) at an analytical 

wavelength of 360 nm. The conditions for chromatographic separation were established for the analysis of extracts from the 

leaves of species of the genus Juglans L. It was determined that in the leaves of Juglans nigra L. using HPLC it is possible to 

identify flavonoids - myricitrin, quercitrin, which are dominant and diagnostically significant for this type of raw material. In 

addition, the medicinal plant contains the aglycone of myricitrin – myricetin. A similar flavonoid profile was revealed in two 

types of medicinal plant raw materials – leaves of Juglans regia L. and Juglans cinerea L. Hyperoside, quercitrin, and juglanin 

were found in these species.  

Keywords: walnut, Juglans regia, Juglans nigra, Juglans cinerea, leaves, flavonoids, myricitrin, quercitrin, hyperoside, 

juglanin, high performance liquid chromatography. 
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