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Проблема поиска новых противомикробных препаратов на основе лекарственного растительного сырья в современ-
ной фармацевтической практике является по-прежнему актуальной. Интерес представляют растительные объекты, 
обладающие антимикробным действием благодаря содержанию в них комплекса биологически активных веществ. 
Дуб черешчатый – Quercus robur L. является перспективным растительным объектом, лекарственное растительное 
сырье которого может быть использовано при разработке новых антимикробных препаратов. 
Цель. Проведение скрининга антимикробной активности водно-спиртовых извлечений листьев и почек дуба череш-
чатого. 
Материалы и методы. Определение минимальной ингибирующей концентрации проводилось методом двойных 
серийных разведений в питательном бульоне Мюллера-Хинтона (Bio-Rad, США). В качестве тестовых культур были 
использованы штаммы микроорганизмов Американской коллекции типовых культур (АТСС): Staphylococcus aureus 
(АТСС 29213), Escherichia coli (АТСС 25922), Pseudomonas aeruginosa (АТСС 27853), а также Candida albicans (клиниче-
ский штамм). Инкубацию проводили при температуре 35°С в течение 24 часов. Параллельно проводился опыт для 
постановки «отрицательного» контроля. Оценку результатов проводили визуально по наличию/отсутствию роста ми-
кроорганизмов в пробирках с соответствующими разведениями исследуемых образцов.
Результаты. В ходе проведенного исследования установлено, что водно-спиртовые извлечения листьев дуба череш-
чатого оказывают наибольший антимикробный эффект в отношении штаммов Staphylococcus aureus и Escherichia coli. 
Водно-спиртовые извлечения почек дуба черешчатого проявляют выраженную антимикробную активность в отноше-
нии штаммов Pseudomonas aeruginosa и Candida albicans.
Выявлено, что препарат настойка листьев дуба черешчатого в соотношении «сырье – экстрагент» (1:5) обладает вы-
раженным антимикробным эффектом на штаммы Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, а при большей 
кратности разведения на штаммы Escherichia coli и Candida albicans. Препарат настойка почек дуба черешчатого в 
соотношении «сырье – экстрагент» (1:5) обладает выраженным антимикробным эффектом в отношении штаммов 
микроорганизмов Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli и Candida albicans при восьмикрат-
ном разведении. В отношении штаммов Pseudomonas aeruginosa антимикробная активность наблюдалась при 16 
кратном разведении. Максимально выраженный антимикробный эффект был зафиксирован в отношении штамма 
Candida albicans при 32-кратном разведении.
В результате проведенного исследования можно сделать вывод о том, что для получения противомикробных препа-
ратов – настойки листьев и почек дуба черешчатого, целесообразно использовать в качестве оптимального экстраген-
та спирт 70% в соотношении «сырье – экстрагент» (1:5). При данных параметрах экстракции отмечается наибольший 
антимикробный эффект в отношении изучаемых штаммов микроорганизмов. Также спирт 70% обладает лучшей про-
никающей способностью в глубокие слои эпидермиса по сравнению с более высокими концентрациями.
Заключение. Полученные результаты скринингового анализа антимикробной активности будут использованы в каче-
стве обоснования для внедрения антимикробных препаратов на основе листьев и почек дуба черешчатого в меди-
цинскую и фармацевтическую практику. 
Ключевые слова: Дуб черешчатый; Quercus robur L.; листья; почки; водно-спиртовые извлечения; настойка; мини-
мальная ингибирующая концентрация; антимикробная активность 
Список сокращений: АТСС – Американская коллекция типовых культур (American Type Culture Collection); MRSA – Мети-
циллинрезистентный золотистый стафилококк (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus); CLSI – Clinical and Laboratory 
Standards Institute; MRS-штаммы – Метициллин-резистентные стафилококки (Methicillin-resistant Staphylococcus); 
МИК – Минимальная ингибирующая концентрация; ГФ РФ – Государственная Фармакопея Российской Федерации; 
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The problem of finding new antimicrobial drugs based on medicinal plant raw materials in modern pharmaceutical practice, 
is still relevant. There are interesting plant objects that have an antimicrobial action due to the content of a complex of 
biologically active substances in them. Quercus robur L. is a promising plant object, medicinal plant raw materials of which 
can be used for the development of new antimicrobial drugs.
The aim of the study is screening of the antimicrobial activity of water-ethanolic extractions from Quercus robur L. leaves 
and buds.
Materials and methods. The determination of the minimum inhibitory concentration was carried out by the method of 
double serial dilutions in Mueller-Hinton nutrient broth (Bio-Rad, USA). As test cultures, strains of microorganisms of the 
American Type Culture Collection (ATCC) were used: Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922), 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), as well as Candida albicans (a clinical strain). The incubation was carried out at the 
temperature of 35°C for 24 hours. Simultaneously, an experiment was carried out to establish a “negative” control. The results 
were assessed visually by the presence / absence of the growth of microorganisms in test tubes with the corresponding 
dilutions of the test samples.
Results. In the course of the study, it was found out that water-ethanolic extractions of Quercus robur L. leaves have the 
greatest antimicrobial effect against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The water-ethanolic extractions 
of Quercus robur L. buds exhibit a pronounced antimicrobial activity against Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans 
strains.
It was revealed that the preparation of Quercus robur L. leaves tincture in the raw material:extractant ratio of 1:5 has a 
pronounced antimicrobial effect on the strains of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and with a higher 
multiplicity of dilution – on the strains of Escherichia coli and Candida albicans. The drug tincture of Quercus robur L. buds in 
the raw material:extractant ratio of 1:5 has a pronounced antimicrobial effect on the strains of microorganisms P. aeruginosa, 
S. aureus, E. coli and C. albicans in an eight-fold dilution. With respect to P. aeruginosa strains, antimicrobial activity was 
observed in 16-fold dilutions. The most pronounced antimicrobial effect was recorded against the C. albicans strain in a 32-
fold dilution.
As a result of the study, it can be concluded that to obtain the antimicrobial drugs – tincture of Quercus robur L. leaves and 
buds – is advisable to use the optimal extractant – 70% alcohol in a raw material:extractant ratio of 1:5. With these parameters 
of extraction, the greatest antimicrobial effect is observed in relation to the studied strains of the microorganisms. 70% 
alcohol has also a better penetrating ability into the deep layers of the epidermis in comparison with higher concentrations.
Conclusion. The results of the screening analysis of the antimicrobial activity will be used as a justification for the introduction 
of antimicrobial drugs based on the leaves and buds of the Quercus robur L. in a medical and pharmaceutical practice.
Key words: English oak; Quercus robur L.; leaves; buds; water-ethanolic extractions; tincture; minimum inhibitory 
concentration; antimicrobial activity
List of abbreviations: ATCC – American Type Culture Collection; MRSA – Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; CLSI – 
Clinical and Laboratory Standards Institute; MRS strains – Methicillin-resistant Staphylococcus; MIC – Minimum inhibitory 
concentration; SP RF – State Pharmacopoeia of the Russian Federation; CFU / ml – Colony forming units / ml; SMR-1547 – 
Index Herbarium of the Samara State University, Department for Ecology, Botany and Nature Protection Faculty of Biology; G, 
MUK – “Guidelines”, “Methodical instructions”; Q. – Quercus L. (eg, Q. robur). – English oak

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время получение новых антими-

кробных препаратов на основе растительного сырья 
является актуальной задачей современной фарма-
ции. Распространение антимикробной резистентно-
сти представляет собой серьезную опасность, ко-
торая заключается в снижении эффективности 
мероприятий по профилактике и лечению инфекци-
онных заболеваний человека [1, 2]. 

В плане поиска новых противомикробных препара-
тов перспективным объектом является представитель 

рода Quercus L., вид – дуб черешчатый (Quercus robur 
L.). В роде Quercus L. более 500 видов из умеренных и 
субтропических районов Северного полушария. В Рос-
сии в диком виде произрастают 19 видов, интродуци-
ровано около 50 видов [3, 4]. Дуб является одной из 
важнейших лесообразующих пород Европы и европей-
ской части России [3, 4]. Дуб черешчатый достаточно 
широко применяется в народной медицине в качестве 
средства при профилактике и лечении заболеваний 
желудочно-кишечного тракта, гинекологических за-
болеваниях, а также при оториноларингологических 
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и дерматологических заболеваниях. Официнальным 
классическим лекарственным средством, обладающим 
вяжущими и противовоспалительными свойствами, яв-
ляется отвар коры дуба черешчатого [5–7]. За послед-
нее время было проведено большое количество ис-
следований, посвященных изучению антимикробных 
свойств коры дуба, а также препаратов на ее основе 
[8–16]. Кора дуба черешчатого входит в состав многих 
комплексных препаратов, например, «Стоматофит», 
«Тонзилгон Н», «Дентос» и др., а также используется 
для получения экстрактов, используемых в медицин-
ских и косметологических целях1. В коре дуба помимо 
дубильных веществ содержатся тритерпены (фриде-
лин, фриделинол, 3-фриделанол), флавоноиды, такие 
как кверцетин, кверцитрин, лейкоантоцианидин и др. 
[13, 17–19]. Флавоноиды как группа биологически ак-
тивных соединений обладают рядом ценных фармако-
логических свойств, таких как противовоспалительное, 
диуретическое, желчегонное, спазмолитическое, про-
тивовирусного, антимикробное и др.2 [18–20].  

Ранее, в целях поиска новых антибактериальных 
средств, было проведено исследование вида Quercus 
incana, в ходе которого было выделено два вещества: 
4-гидроксидекановая кислота и 4-гидрокси-3- (гидрок-
симетил)пентановая кислота. Выделенные соедине-
ния были протестированы на наличие противогриб-
ковой активности против Aspergillus niger и Aspergillus 
favus. Антибактериальную активность выделенных 
соединений определяли методом диффузии в лунки 
агара. Соединение 4-гидроксидекановая кислота про-
являло большую антимикробную активность против 
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus и Micrococcus 
luteus (грамположительные). Полученные соедине-
ния проявляли антибактериальную активность против 
Staphylococcus aureus с зоной подавления 16 мм и 13 
мм. Соединение 4-гидрокси-3-(гидроксиметил) пента-
новая кислота было умеренно активным в отношении 
Bacillus subtilis и Micrococcus luteus с зоной подавления 
5 мм и 9 мм. Оба соединения были неактивны в отно-
шении Escherichi coli и Shigella fexneri [11].

Было проведено исследование по изучению про-
филя полифенолов в экстрактах, полученных из коры 
Q. robur, Q. macrocarpa и Q. Acutissima, в результате 
которого была выявлена антиоксидантная, антибак-
териальная, противогрибковая и противоопухолевая 
активность. Q. robur проявлял значительную антими-
кробную активность против Pseudomonas aeruginosa 
по сравнению с экстрактами других видов [13].

Проводилось исследование по определению ан-
тимикробной активности метанольного экстракта 
коры Quercus robur (раствор 80% метанола в воде), ко-
торый тестировали методом диффузии в агар на штам-

1 Государственный реестр лекарственных средств. [Электронный 
ресурс]. Режим доступа: https://www.rlsnet.ru/tn_index_id_6283.
htm
2 Assessment report on Quercus robur L., Quercus petraea (Matt.) 
Liebl., Quercus pubescens Willd., cortex EMA/HMPC/3206/2009. 
Available online: https://www.ema.europa.eu/en

мы Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes и 
Candida albicans [14]. В результате исследования была 
определена возможность использования экстрак-
тов коры дуба в качестве бактерицидного средства в 
отношении штаммов Staphylococcus aureus и бакте-
риостатического средства в отношении Enterobacter 
aerogenes [14]. Липофильные экстракты проявляли 
активность против штаммов Staphylococcus aureus, 
Enterobacter aerogenes и Candida albicans [14]. 

Помимо водных извлечений коры дуба черешча-
того, интерес представляют водно-спиртовые извле-
чения из других видов растительного сырья данного 
растения, таких как листья и почки дуба. На данный 
момент проведено достаточное количество иссле-
дований по изучению листьев дуба черешчатого 
как российскими, так и зарубежными учеными. Их 
внимание было сфокусировано на изучении мор-
фолого-анатомических особенностей, химического 
состава и антимикробных свойств [21–24]. Листья 
представителей рода Quercus являются перспектив-
ным объектам для получения лекарственных препа-
ратов с антимикробными свойствами [21–24]. Изуче-
ние почек дуба черешчатого наряду с листьями, на 
наш взгляд, является также актуальным направлени-
ем, потому как почки некоторых растений способны 
проявлять антимикробную активность и обладают 
ценным химическим составом [25, 26]. 

Одним из серьезных факторов при успешном 
лечении инфекционных заболеваний является сни-
жение устойчивости патогенных микроорганизмов к 
антимикробным препаратам [9, 27]. Особый интерес 
заслуживают стафилококки или метициллин-рези-
стентные (MRS-штаммы), которые являются причиной 
внутрибольничных и внебольничных инфекций. Сре-
ди MRS-штаммов чаще всего обнаруживается золо-
тистый стафилококк (MRSA), штаммы которого устой-
чивы к многим представителям группы β-лактамных 
антибиотиков, включая такие как пенициллины, це-
фалоспорины, монобактамы, карбапенемы др. [9, 
27]. Не менее опасным штаммом является грамотри-
цательная бактерия E. coli, которая присутствует в ки-
шечнике человека и может быть причиной различных 
инфекционных заболеваний желудочно-кишечного 
тракта и мочеполовой системы [27, 28]. Изучения ан-
тимикробных свойств водно-спиртовых извлечений и 
препаратов на основе листьев и почек дуба черешча-
того позволит расширить спектр фармакологической 
активности Q. robur и оценить возможности исполь-
зования данного объекта при создании препаратов, 
применяемых в антибактериальной терапии. 

Для объективной оценки антимикробной ак-
тивности изучаемого сырья необходимо прове-
дение скринингового анализа водно-спиртовых 
извлечений и определение минимальной ингиби-
рующей концентрации (МИК) в отношении основ-
ных клинически значимых штаммов микроорга-
низмов.
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ЦЕЛЬ. Скрининговое изучение антимикробной 
активности водно-спиртовых извлечений листьев и 
почек дуба черешчатого (Quercus robur L.).

Задачи исследования
Проведение скринингового анализа антими-

кробной активности водно-спиртовых извлечений 
листьев и почек дуба черешчатого (Quercus robur L.);

Определение оптимальной концентрации спир-
та этилового для создания препаратов на основе рас-
тительного сырья дуба черешчатого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования являлись водно-спир-

товые извлечения листьев и почек дуба черешча-
того на различных концентрациях спирта этилово-
го марки ХЧ (40%, 70%, 80%, 96%) (Спирт 96%, ООО 
«Гиппократ», Россия, г. Самара, серия: 360917) в со-
отношении «сырье – экстрагент» (1:50). Также были 
получены препарат настойка листьев дуба череш-
чатого и настойка почек дуба черешчатого на 70% 
спирте в соотношении «сырье – экстрагент» (1:5), 
полученные методом дробной перколяции. Необхо-
димые концентрации спирта были получены путем 
разведения спирта 96%, по таблице №5 приложения 
к ГФ РФ XIV издания [7]. Для большинства флавоно-
идсодержащих растений оптимальным экстрагентом 
является спирт 70%, поскольку данная концентрация 
спирта этилового позволяет максимально экстраги-
ровать имеющуюся в растении сумму флавоноидов 
и обладает лучшей проникающей способностью в 
глубокие слои эпидермиса по сравнению с более вы-
сокими концентрациями [7, 18, 19]. 

Анализируемые образцы сырья
Листья Quercus robur L. были заготовлены в период 

с мая по июль 2020 г. (Самарская обл., Похвистневский 
р-н, с. Первомайск, 2020 г.). Почки Quercus robur L. заго-
тавливались в период с марта по апрель 2020 г. (Самар-
ская обл., Похвистневский р-н, с. Первомайск, 2020 г.). 

Видовая специфичность, анализируемых объ-
ектов подтверждалась при помощи определителей 
средней полосы России [3, 4]. Кроме определителей 
использовался метод сравнения с достоверно из-
вестными образцами гербарного фонда Самарского 
университета. Инвентарный номер основного гер-
барного образца SMR-1547 (Herbarium Department 
for Ecology, Botany and Nature Protection Faculty of 
Biology, Samara University, 2021)3. 

Тестовые культуры
В качестве тестовых культур были использо-

ваны штаммы Американской коллекции типовых 
культур (American Type Cultures Collection – АТСС): 

3 Herbarium Department for Ecology, Botany and Nature Protection 
Faculty of Biology, Samara University. SMR-1547. Available online: 
http://sweetgum.nybg.org/science/vh/collection-index/collection-
index-details/?irn=124749

Staphylococcus aureus (АТСС 29213), Escherichia coli 
(АТСС 25922), Pseudomonas aeruginosa (АТСС 27853), а 
также Candida albicans (клинический штамм).

Методы исследования
Определение МИК проводили методом двой-

ных серийных разведений в бульоне (пробирочный, 
макрометод) в соответствии с методиками, описан-
ными в МУК 4.2.1890-04 [27, 29]. Метод двойных се-
рийных разведений по сравнению с диффузионными 
методам позволяет качественно оценить наличие 
антимикробного эффекта путем визуальной оценки в 
сравнении со стандартом и определения минималь-
ной ингибирующей концентрации изучаемого образ-
ца, которая обеспечивает замедление роста исследу-
емых штаммов микроорганизмов [27, 29]. В качестве 
питательной среды использовался питательный бу-
льон Мюллера-Хинтона (Bio-Rad, США) [29].  

Методика
Тестирование исследуемых образцов проводи-

лось в объеме 1 мл каждого разведения образца 
водно-спиртового извлечения. 

Приготовление рабочего раствора
Для определения чувствительности питательный 

бульон разливался по 0,5 мл в каждую пробирку. По-
мимо количества пробирок, необходимых для разве-
дения образца, одна пробирка использовалась для 
постановки «отрицательного» контроля. Рабочий 
раствор тестируемого образца готовили из основно-
го раствора с использованием жидкой питательной 
среды (питательный бульон Мюллера-Хинтона). Кон-
центрация рабочего раствора рассчитывали исходя 
из необходимой максимальной концентрации в ряду 
серийных разведений, с учетом фактора разбавле-
ния препарата при последующей инокуляции [27]. 

Рабочий раствор в количестве 0,5 мл при помощи 
микропипетки со стерильным наконечником вносили 
в первую пробирку, содержащую 0,5 мл бульона. За-
тем тщательно перемешивали и новым стерильным 
наконечником переносят 0,5 мл раствора тестиру-
емого образа в бульоне во вторую пробирку, содер-
жащую первоначально 0,5 мл бульона. Процедуру 
повторяли до тех пор, пока не будет приготовлен весь 
необходимый ряд разведений. Из последней пробир-
ки 0,5 мл бульона удаляли. Таким образом, получали 
ряд пробирок с растворами тестируемых образцов 
водно-спиртовых извлечений листьев и почек дуба 
черешчатого, концентрации которых отличаются в со-
седних пробирках в 2 раза. Одновременно готовили 
дополнительные ряды серийных разведений образ-
цов для тестирования контрольных штаммов [27]. 

Приготовление инокулюма
Для инокуляции использовали стандартную ми-

кробную взвесь, эквивалентную 0,5 по стандарту 

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-2-104-113
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МакФарланда, разведенную в 100 раз на питатель-
ном бульоне, после чего концентрация микроорга-
низма в ней составит примерно 10 6 КОЕ/мл. По 0,5 
мл инокулюма вносили в каждую пробирку, содер-
жащую по 0,5 мл соответствующего разведения те-
стируемого образца, и в одну пробирку с 0,5 мл пи-
тательного бульона без образца («отрицательный» 
контроль). Конечная концентрация микроорганизма 
в каждой пробирке достигала необходимой концен-
трации около 5×105 КОЕ/мл. Инокулюм вносился в 
пробирки с разведениями образца не позднее 15–30 
мин с момента его приготовления [27]. 

Пробирки закрывали стерильными ватно-мар-
левыми пробками и все пробирки с тестируемыми 
штаммами, кроме пробирки с «отрицательным» 
контролем, инкубировали при температуре 35°С в те-
чение 20–24 ч. Пробирка с «отрицательным» контро-
лем помещается в холодильник при 4°С, где хранится 
до учета результатов [27].

Оценка роста микроорганизмов
Для определения наличия роста микроорганизма 

пробирки с посевами просматриваются в проходящем 
свете. Рост культуры в присутствии тестируемого образ-
ца проводился при сравнении с пробиркой «отрица-
тельного» контроля, содержащей исходный инокулюм 
и хранившейся в холодильнике. МИК определялось по 
наименьшей концентрации тестируемого образца, ко-
торая подавляет видимый рост микроорганизма [27].

Оценка результатов эксперимента
Оценка результатов проводилась визуально по 

наличию/отсутствию роста микроорганизмов в про-
бирках с соответствующими разведениями исследу-
емых образцов [27]. Минимальной ингибирующей 
концентрацией являлась самая низкая концентрация 
изучаемого образца, которая полностью подавляла 
рост штамма микроорганизмов. При этом, согласно 
требованиям Методических указаний (МУК 4.2.1890-
04)4 по определению чувствительности микроорга-
низмов к антибактериальным препаратам, а также 
рекомендациям Стандарта производительности для 
тестов на чувствительность к антимикробным препа-
ратам (CLSI)5, наличие мутности, и обнаружение не-
значительного количества микроорганизмов (одна 
колония) не учитывались при регистрации результата 
эксперимента. Количество повторений каждого экс-
перимента было равным трем [27, 29].

4 Определение чувствительности микроорганизмов к антибактери-
альным препаратам. Методические рекомендации. МУК 4.2.1890-
04. Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия. 
2004;6(4):306-359. Методические указания утверждены и введены 
в действие Главным государственным санитарным врачом Россий-
ской Федерации – Первым заместителем Министра здравоохра-
нения Российской Федерации Г.Г. Онищенко, 4 марта 2004 г.
5 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance 
Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests. 13th ed. CLSI 
standard M02. Clinical and Laboratory Standards Institute, 950 West 
Valley Road, Suite 2500, Wayne, Pennsylvania 19087 USA, 2018.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
В ходе проведения скрининга антимикробной 

активности извлечений листьев и почек дуба череш-
чатого были получены следующие результаты.

При тестировании 40% водно-спиртового из-
влечения листьев дуба черешчатого наблюдалась 
антимикробная активность в отношении штамма P. 
aeruginosa при четырехкратном разведении, а так-
же в отношении микроорганизмов S. aureus, E. coli и 
C. albicans при восьмикратном разведении (табл. 1). 
При сравнивании 40% водно-спиртового извлечения 
с «отрицательным» стандартом (минимальной пода-
вляющей концентрацией для 40% водного спирта) 
отличий антимикробной активности между иссле-
дуемым образцом и образцом сравнения не наблю-
далось (табл. 2). Что говорит об отсутствии вклада 
имеющегося в экстракте комплекса биологически 
активных соединений в фармакологический эффект 
при данной концентрации извлечения.

Для 70% водно-спиртового извлечения листьев 
дуба черешчатого антимикробная активность была 
выраженной в отношении P. aeruginosa в восьмикрат-
ном разведении; в отношении S. aureus при разведе-
нии в 32 раза; для штамма C. albicans – при восьми-
кратном разведении. Подавление роста штамма E. coli 
наблюдалось при двухкратном разведении (табл. 1). 

Антимикробная активность 80% водно-спиртово-
го извлечения листьев дуба черешчатого была выра-
женной в отношении E. coli при разведении в 64 раза; 
в отношении S. aureus, C. albicans и P. aeruginosa при 
разведении в 16 раз (табл. 1). Для водно-спиртового 
извлечения листьев на 80% спирте наблюдается мак-
симальная задержка роста микроорганизмов. При 
сравнивании с «отрицательным» стандартом спирта 
этилового в концентрации 80% наблюдается значи-
тельное подавление роста микроорганизмов (табл. 
1; табл. 2). 

Антимикробная активность 96% водно-спиртово-
го извлечения листьев дуба черешчатого была выра-
женной в отношении всех штаммов при восьмикрат-
ном разведении; в отношении S. aureus, C. albicans и 
E. coli при разведении в 16 раз; в отношении E. coli на-
блюдалась наибольшая активность при 32 разовом 
разведении (табл. 1). Показатели «отрицательного» 
контроля для 96% концентрации спирта этилового 
были значительно меньше по сравнению с исследуе-
мым образцом (табл. 2). 

Анализ 40% водно-спиртового извлечения почек 
дуба черешчатого дает меньший антимикробный эф-
фект в сравнении с 40% водно-спиртовым извлечением 
листьев дуба черешчатого (табл. 1; табл. 2). В частности, 
извлечение почек в данной концентрации спирта эти-
лового является выраженной в отношении штаммов 
P. aeruginosa, S. aureus, E. coli и C. albicans при восьми-
кратном разведении; наряду с прочими штаммами при 
32-кратном разведении наблюдалась более выражен-
ная активность в отношении штамма C. albicans (табл. 1).
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Таблица 1 – Результаты тестирования извлечений  
листьев и почек дуба черешчатого (Q. robur L.)

Объект/ Микроорганизм
Кратность разведения*

1 2 3 4 5 6 7
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

Pseudomonas aeruginosa
Листья дуба 40% – – + + + + +
Листья дуба 70% – – – + + + +
Листья дуба 80% – – – – + + +
Листья дуба 96% – – – + + + +
Почки дуба 40% – – – + + + +
Почки дуба 70% – – – – + + +
Почки дуба 80% – – – – – + +
Почки дуба 96% – – – – – + +
Настойка листьев 70% – – – – + + +
Настойка почек 70% – – – – – – +

Staphylococcus aureus
Листья дуба 40% – – – + + + +
Листья дуба 70% – – – – – + +
Листья дуба 80% – – – – + + +
Листья дуба 96% – – – – + + +
Почки дуба 40% – – – + + + +
Почки дуба 70% – – – + + + +
Почки дуба 80% – – – – + + +
Почки дуба 96% – – – – + + +
Настойка листьев 70% – – – – + + +
Настойка почек 70% – – – – + + +

Escherichia coli
Листья дуба 40% – – – + + + +
Листья дуба 70% – – + + + + +
Листья дуба 80% – – – – – – +
Листья дуба 96% – – – – – + +
Почки дуба 40% – – – + + + +
Почки дуба 70% – – – + + + +
Почки дуба 80% – – – – – + +
Почки дуба 96% – – – – + + +
Настойка листьев 70% – – – – – + +
Настойка почек 70% – – – – – + +

Candida albicans
Листья дуба 40% – – – + + + +
Листья дуба 70% – – – + + + +
Листья дуба 80% – – – – + + +
Листья дуба 96% – – – – + + +
Почки дуба 40% – – – – – + +
Почки дуба 70% – – – – – + +
Почки дуба 80% – – – – + + +
Почки дуба 96% – – – – – + +
Настойка листьев 70% – – – – – – +
Настойка почек 70% – – – – – + +

Примечание: + наличие роста микроорганизма; – отсутствие роста микроорганизма

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-2-104-113
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Таблица 2 – Минимальные подавляющие концентрации спирта этилового  
(«отрицательный» контроль)

Объект/ Микроорганизм
Кратность разведения*

1 2 3 4 5 6 7
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

Pseudomonas aeruginosa
Этиловый спирт 40% – – + + + + +
Этиловый спирт 70% – – + + + + +
Этиловый спирт 80% – – – + + + +
Этиловый спирт 96% – – + + + + +

Staphylococcus aureus
Этиловый спирт 40% – – – + + + +
Этиловый спирт 70% – – – + + + +
Этиловый спирт 80% – – – + + + +
Этиловый спирт 96% – – + + + + +

Escherichia coli
Этиловый спирт 40% – – – + + + +
Этиловый спирт 70% – – – – + + +
Этиловый спирт 80% – – – + + + +
Этиловый спирт 96% – – + + + + +

Candida albicans
Этиловый спирт 40% – – – + + + +
Этиловый спирт 70% – – – + + + +
Этиловый спирт 80% – – – + + + +
Этиловый спирт 96% – – – + + + +

Примечание: + наличие роста микроорганизма; – отсутствие роста микроорганизма.

Рисунок 1 – Сравнительная диаграмма антибактериальной активности спиртовых извлечений листьев и 
почек Q. robur L. (по оси абсцисс – порядковый номер разведения)
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В ходе тестирования 70% водно-спиртового из-
влечения почек дуба черешчатого отмечалась вы-
раженная антимикробная активность в отношении 
штаммов микроорганизмов P. aeruginosa, S. aureus, 
E. coli и C. albicans при восьмикратном разведении. 
В отношении штаммов P. aeruginosa антимикробная 
активность наблюдалась при 16-кратном разведе-
нии. Максимально выраженный антимикробный 
эффект был зафиксирован в отношении штамма  
C. albicans при 32 кратном разведении (табл. 1).

Антимикробная активность 80% водно-спиртово-
го извлечения почек дуба черешчатого отмечалась в 
отношении штамма E. coli при разведении в 32 раза, 
а также в отношении штамма S. aureus, C. albicans и 
P. aeruginosa при разведении в 16 и 32 раз соответ-
ственно (табл. 1). При сравнивании с «отрицатель-
ным» стандартом спирта этилового в концентрации 
80% наблюдается значительное подавление роста 
микроорганизмов (табл. 1; табл. 2). 

Исследование антимикробной активности 96% 
водно-спиртового извлечения почек дуба черешча-
того дало следующие результаты: заметно выражен-
ная антимикробная активность в отношении всех 
штаммов при 16 кратном разведении; в отношении 
P. aeruginosa и C. albicans также наблюдалась актив-
ность при 32 кратном разведении (табл. 1). 

В процессе проведения скринингового анализа 
водно-спиртовых извлечений листьев и почек дуба 
черешчатого были определены условия поучения ле-
карственной формы настойки. В качестве экстрагента 
для изготовления настойки на листьях дуба череш-
чатого и настойки на почках дуба черешчатого был 
выбран 70% спирт этиловый, поскольку данная кон-
центрация является оптимальными экстрагентом для 
сырья, содержащего комплекс биологически актив-
ных веществ группы флавоноидов, обеспечивающих 
антимикробный эффект препарата6 [15, 20]. 

Тестируемый препарат настойка листьев дуба че-
решчатого на 70% спирте этиловом показал следую-
щие результаты. Антимикробный эффект наблюдался 
в отношении всех указанных штаммов. В частности, 
при шестнадцатикратном разведении наблюдает-
ся антимикробная активность в отношении штамма  
P. aeruginosa и штамма S. aureus; при разведении в 
32 раза – в отношении E. coli и при разведении в 64 
раза – в отношении C. albicans (табл. 1). 

В ходе тестирования препарата настойки почек 
дуба черешчатого на 70% спирте этиловом получе-
ны следующие результаты: антимикробный эффект 
наблюдался штамма P. aeruginosa при разведении 
в 64 раза; при шестнадцатикратном разведении на-
блюдается антимикробная активность в отношении 
штамма S. aureus; при разведении в 32 раза – в отно-
шении E. coli и C. albicans (табл. 1). 

6 Государственный реестр лекарственных средств. [Электронный 
ресурс]. Режим доступа: https://www.rlsnet.ru/tn_index_id_6283.
htm

Таким образом, проведено срининговое иссле-
дование по изучению антимикробной активности 
водно-спиртовых извлечений и листьев и почек дуба 
черешчатого, в результате чего в условиях in vitro 
обнаружено антимикробное действие на ряд пато-
генных штаммов микроорганизмов: P. aeruginosa;  
S. aureus; E. coli; C. albicans.

По результатам выполненной работы было уста-
новлено, что все изучаемые образцы водно-спирто-
вых извлечений листьев и почек дуба черешчатого 
дают стабильный антимикробный эффект в отноше-
нии штаммов S. aureus и C. albicans. 

Водно-спиртовое 80% извлечение из листьев и 
почек дуба черешчатого в соотношении «сырье – экс-
трагент» (1:50) и препараты настойка листьев и почек 
дуба черешчатого на 70% спирте этиловом в соотно-
шении «сырье – экстрагент» (1:5) являются наиболее 
эффективными объектами и дают максимальную за-
держку роста микроорганизмов при разведении в 32 
и 64 раза. 

Узконаправленное действие с максимальным 
антимикробным эффектом на C. albicans оказывает 
препарат настойка листьев дуба черешчатого в со-
отношении «сырье – экстрагент» (1:5); на штаммы 
S.aureus – 70% водно-спиртовое извлечение в соот-
ношении в соотношении «сырье – экстрагент» (1:50) 
(рис. 1). Водно-спиртовые извлечения почек дуба 
оказывают сходный стабильный максимальный ан-
тимикробный эффект в отношении C. albicans; для 
штаммов P. aeruginosa, S. aureus и E. coli отмечается 
максимальный антимикробный эффект при концен-
трации экстрагента – 96% спирта этилового. Мини-
мальная антимикробная активность отмечается для 
70% водно-спиртового извлечения из листьев дуба 
черешчатого в соотношении «сырье – экстрагент» 
(1:50) на штаммы E. coli, а также для 40% водно-спир-
тового извлечения почек дуба черешчатого в соот-
ношении «сырье – экстрагент» (1:50) на штаммы  
P. aeruginosa (рис. 1). 

Выбор в пользу 70% концентрации спирта как 
экстрагента для получения настойки листьев и почек 
дуба сделан исходя из того, что для лекарственных 
форм при данных параметрах экстракции отмечает-
ся наибольший антимикробный эффект в отноше-
нии изучаемых штаммов микроорганизмов (рис. 1). 
Также, извлечения при данной концентрации спир-
та обладают лучшей проникающей способностью 
в глубокие слои эпидермиса по сравнению с более 
высокими и с более низкими концентрациями спир-
та7. Следует отметить, что листья имеют большую 
фито-массу в сравнении с почками, их сбор может 
осуществляться в больший временной промежуток, 
чем для почек, время сбора которых, как правило, 
выпадает на зимне-весенний период [7]. 

7 Государственный реестр лекарственных средств. [Электронный 
ресурс]. Режим доступа: https://www.rlsnet.ru/tn_index_id_6283.
htm
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Все полученные в ходе исследования результа-

ты могут служить основанием для создания новых 
антибактериальных препаратов на основе листьев и 

почек дуба черешчатого, а также для внедрения пре-
паратов настойки листьев и почек дуба черешчатого 
на 70% спирте в медицинскую и фармацевтическую 
практику.
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Цель – идентификация 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила с использованием различных методов анали-
за, а также исследование его механизма действия в отношении дикого типа и мутантных форм обратной транскрип-
тазы (ОТ) ВИЧ-1. 
Материалы и методы. Для характеризации структуры исследуемого вещества использовали рентгеноструктурный ана-
лиз, элементный анализ, термический анализ, а также УФ-, ИК- и ЯМР- спектроскопии. Изучение механизма действия 
соединения, как потенциального лекарственного средства, проводили путем оценки ингибирующей активности в отно-
шении ОТ ВИЧ-1 дикого типа и ее мутантных форм, соответствующих лекарственно-устойчивым штаммам вируса.
Результаты. Проведены исследования, подтверждающие структуру 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила. 
УФ-спектр имеет выраженный максимум поглощения при измерении раствора субстанции в тетрагидрофуране в 
концентрации 0,10 мг/мл, в ИК спектре наблюдаются специфичные полосы в области 4000–370 см–1, что позволяет 
использовать УФ и ИК спектры для идентификации исследуемого вещества в субстанции. Также было установлено, 
что количество и взаимное расположение функциональных групп, интегральная интенсивность сигналов в спектре 
1H-ЯМР, а также строение углеродного скелет, соответствуют структуре 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилураци-
ла. Результаты изучения механизма действия показали, что исследуемое соединение является эффективным ингиби-
тором ОТ ВИЧ-1 дикого типа с константой ингибирования 0,2 µM, а также ингибитором фермента (мутация G190A) 
с константой ингибирования 8 µM; фермента (мутация Y181C) с константой ингибирования 10 µM, а также ингиби-
тором ОТ (мутация L100I, K103N, V106A) и двойном мутанте K103N/Y181C с константой ингибирования более 20 µM.
Заключение. В результате проведенных рентгеноструктурного, элементного, 1Н-ЯМР и 13С-ЯМР анализов была под-
тверждена структура 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила. Показана возможность применения УФ-, ИК- и 
ЯМР-спектроскопии, а также термических анализов для подтверждения подлинности при входном контроле каче-
ства 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила. Разработанные методы могут быть использованы в контроле 
качества и включены в проект НД на исследуемую субстанцию. Исследования механизма действия соединения в 
отношении ОТ ВИЧ-1 показали, что данное соединение относится к группе ненуклеозидных ингибиторов обратной 
транскриптазы (ННИОТ) ВИЧ-1.
Ключевые слова: 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил; идентификация; рентгеноструктурный анализ; тер-
мический анализ, элементный анализ; УФ-спектроскопия; ИК-спектроскопия; ЯМР-спектроскопия; механизм дей-
ствия; обратная транскриптаза ВИЧ-1
Сокращения: ТГА – термогравиметрический анализ; ДСК – дифференциальная сканирующая калориметрия; ИК-спек-
троскопия – инфракрасная спектроскопия; ЯМР-спектроскопия – спектроскопия ядерного магнитного резонанса; ВИЧ 
– вирус иммунодефицита человека; ОТ – обратная транскриптаза; ННИОТ – ненуклеозидный ингибитор обратной 
транскриптазы
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The aim of the study is to identify 1-[2-(2-benzoylphenoxy) ethyl]-6-methyluracil using various methods of analysis, as well as 
to study its action mechanism against wild-type and mutant forms of HIV-1 reverse transcriptase (RT).
Materials and methods. To characterize the structure of the test substance, a few kinds of analysis (X-ray diffraction, elemen-
tal, thermal) as well as a few kinds of spectroscopy (UV, IR, and NMR) have been used. The study of the action mechanism 
of the compound as a potential drug was carried out by evaluating the inhibitory activity against HIV-1 RT wild-type and its 
mutant forms corresponding to drug-resistant viral strains.
Results. The studies have been carried out to confirm the structure of 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil. The 
UV spectrum has a pronounced absorption maximum when measuring a solution of the substance in tetrahydrofuran at 
the concentration of 0.10 mg/ml. In the IR spectrum, there are specific bands in the range of 4000-370 cm–1. These factors 
make it possible to use UV and IR spectra to identify the test compound in the substance. It has also been established that 
the number and mutual arrangement of functional groups, the integrated intensity of signals in the 1H-NMR spectrum, as 
well as the structure of the carbon skeleton, correspond to the structure of 1-[2-(2-benzoylphenoxy) ethyl]-6-methyluracil. 
The results of studying the action mechanism showed that the test compound is an effective inhibitor of wild-type HIV-1 RT 
with an inhibition constant of 0.2 µM, as well as an enzyme inhibitor (mutation G190A) with an inhibition constant of 8 µM; 
enzyme (mutation Y181C) with an inhibition constant of 10 µM, as well as a reverse transcriptase (RT) inhibitor (mutation 
L100I, K103N, V106A) and a double mutant K103N / Y181C with an inhibition constant of more than 20 µM. 
Conclusion. As a result of the performed X-ray structural, elemental, 1H-NMR and 13C-NMR analyzes, the structure of 
1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil has been confirmed. The possibility of using UV, IR and NMR spectroscopy, as 
well as thermal analyzes to confirm the authenticity during the verification of 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil, 
has been shown. The developed methods can be used in the quality control and included in the draft of practice guidelines 
for the investigated substance. The studies of the action mechanism of the compound of HIV-1 RT reverse transcriptase have 
shown that this compound belongs to the group of non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) of HIV-1.
Keywords: 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil; identification; X-ray structural analysis; thermal analysis, elemen-
tal analysis; UV spectroscopy; IR spectroscopy; NMR spectroscopy; action mechanism; HIV-1 reverse transcriptase
Abbreviations: TGA – thermal gravimetric analysis; DSC – differential scanning calorimetry; IR spectroscopy – infrared spec-
troscopy; NMR spectroscopy – nuclear magnetic resonance spectroscopy; HIV – human immunodeficiency virus; RT – reverse 
transcriptase; NNRTIs – non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors 

ВВЕДЕНИЕ
Пандемия ВИЧ-инфекции является самой акту-

альной и до сих пор не решенной проблемой мирово-
го здравоохранения. Несмотря на то, что по данным 
Роспотребнадзора удалось снизить темпы прироста 
новых случаев ВИЧ-инфекции с 13,4% в 2012 году до 
0,9% в 2017 году, эпидемиологическая ситуация оста-
ется тяжелой.1 Так, в 2019 г. в Российской Федера-
ции было выявлено, по предварительным данным, 

1 Противодействие ВИЧ и другим социально опасным заболева-
ниям: некоторые показатели за 6 лет, Правительство Российской 
Федерации, 11.04.2018 г. URL: http://government.ru/info/32200/ 

94 668 новых случаев ВИЧ-инфицирования2, а число 
лиц, живущих с ВИЧ, в мире достигало приблизи-
тельно 38,0 миллионов3.

ВИЧ-инфекция продолжает оставаться неизле-
чимым заболеванием. Опасность его объясняется 
уникальным воздействием вируса на организм чело-

2 Справка ВИЧ-инфекция в Российской Федерации в 2019 г. (под-
готовлена в Федеральном научно-методическом центре по про-
филактике и борьбе со СПИДом ФБУН Центральный НИИ эпи-
демиологии Роспотребнадзора). URL:http://www.hivrussia.info/
wp-content/uploads/2020/02/VICH-infektsiya-v-Rossijskoj-Federatsii-
na-31.12.2019.pdf. 
3 Информационный Бюллетень ВОЗ ВИЧ/СПИД, URL:https://www.
who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/hiv-aids

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-2-114-129



116

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 9, Выпуск 2, 2021

века: репродукция вируса в клетках иммунной систе-
мы не только делает вирус малоуязвимым для дей-
ствия последней, но и способствует развитию других 
инфекционных заболеваний [1]. Как следствие, у 
ВИЧ-инфицированных часто развиваются бактери-
альные и вирусные заболевания, вызываемые оп-
портунистическими инфекциями – пневмонии, гер-
песвирусные, а также онкологические заболевания, 
поражения сердечно-сосудистой, желудочно-кишеч-
ной и нервной систем. Именно эти явления служат 
основной причиной смерти ВИЧ-инфицированных 
[2]. Современный подход к антиретровирусной те-
рапии направлен на увеличение продолжительности 
и повышения качества жизни больных [3]. В настоя-
щее время лучшим методом терапии ВИЧ-инфекции 
является высокоактивная антриретровирусная тера-
пия (ВААРТ), которая подразумевает использование 
нескольких действующих веществ с разными меха-
низмами действия одновременно: не менее одного 
препарата из группы нуклеозидных ингибиторов об-
ратной транскриптазы (НИОТ) ВИЧ в сочетании с не-
нуклеозидным ингибитором обратной транскрипта-
зы (ННИОТ) ВИЧ и/или ингибиторами других классов 
[4]. Препараты ВААРТ неустанно улучшаются, а раз-
работка новых фармакологических единиц набирает 
обороты по причине многообразия побочных эффек-
тов и токсичности, а также развития резистентности 
штаммов к лекарственным средствам [5, 6].

ННИОТ – перспективная группа антиретровирус-
ных препаратов, которые являются органическими 
соединениями различных классов со значительной 
долей ароматических гидрофобных радикалов [7]. 
Это неконкурентные ингибиторы фермента, взаимо-
действующие с аллостерическим центром обратной 
транскриптазы, влияющие на мобильность и гибкость 
центра полимеризации, что, в конечном итоге, при-
водит к снижению эффективности фермента [8-10]. 
Ингибирующее действие препаратов проявляется не-
сколькими вариантами, например, связывание неви-
рапина вызывает трансляцию положения гидрофоб-
ных остатков, и, как результат, третичная структура 
протеина обратной транскриптазы раздвигается [11]. 
Также оно проявляется за счет влияния на динамиче-
ские процессы ОТ с нуклеиновой матрицей [12–14]. 
Существует два поколения препаратов ННИОТ. К пер-
вому классу относят невирапин, эфавиренц и делавер-
дин, а ко второму – этравирин и рилпивирин [15, 16]. 
Однако, несмотря на медленное развитие резистент-
ности к ННИОТ второго поколения, в практике уже 
встречаются мутантные штаммы ВИЧ, позволяющие 
вирусу противостоять действию этих препаратов [17].

В настоящее время подходы к разработке новых 
ННИОТ включают: повышение позиционной адаптив-
ности и конформационной гибкости в кармане свя-
зывания лекарственного средства [18]; нацеливание 
на консервативные остатки в связывающем кармане 
[19, 20]; улучшение физико-химических свойств с по-

мощью пролекарств или введение солюбилизирую-
щих групп [21].

В результате многолетних исследований, про-
веденных на кафедре фармацевтической и токси-
кологической химии, а также в НИИ фармакологии 
ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России в сотруд-
ничестве с учеными Института молекулярной био-
логии им. В.А. Энгельгардта ФАНО, вирусологами 
США и Западной Европы (фармацевтическая компа-
ния ImQuestBioSciencesInc., США; Rega Institute for 
Medical Research, Бельгия), был открыт новый класс 
высокоактивных ненуклеозидных ингибиторов ви-
русной репродукции [22, 23]. 

Среди прочих соединений 1-[2-(2-бензоилфенок-
си)этил]-6-метилурацил (рисунок 1) показал высокую 
способностью подавлять репродукцию ВИЧ-1 in vitro.  
Соединение также подавляло репродукцию мутант-
ных штаммов ВИЧ-1 и имело профиль резистентно-
сти, близкий к таковому эфавиренца [24, 25].

Полученные результаты доклинических исследо-
ваний позволяют рассматривать предлагаемое сое-
динение в качестве перспективного лекарственного 
кандидата, предназначенного для лечения ВИЧ-1 
инфекции.

По мере развития фармации предъявляются все 
более высокие требования к обеспечению качества и 
безопасности лекарственных средств. В связи с этим 
возникает необходимость использования в фармацев-
тическом анализе методов исследования, позволяю-
щих достигать максимальной специфичности и досто-
верности результатов [26]. Таким образом, в проекты 
нормативной документации на фармацевтические суб-
станции все шире вводятся требования использования 
УФ-, ИК-, ЯМР-спектроскопии и термического анализа.

ЦЕЛЬ. Идентификация 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила с использованием рентгено-
структурного, термических и элементного анализов, 
УФ-, ИК-, ЯМР-спектроскопий, а также исследование 
его механизма действия в отношении дикого типа и 
мутантных форм обратной транскриптазы (ОТ) ВИЧ-1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлись образцы фар-

мацевтической субстанции 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацил, предоставленные ФГБОУ ВО 
ВолгГМУ Минздрава России. Изучаемая субстан-
ция представляет собой кристаллический порошок, 
практически нерастворимый в воде и органических 
растворителях.

Рентгенодифракционное исследование
Рентгенодифракционное исследование соеди-

нения проводили на дифрактометре Bruker APEX II 
(Bruker, Германия). Структуры были расшифрованы 
прямым методом и уточнены методом наименьших 
квадратов (МНК) в анизотропном полноматричном 
приближении по величине структурного фактора 
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(F2
hkl). Атомы водорода были рассчитаны геометриче-

ски и уточнены с наложением ограничений на длины 
связей C-H и их изотропные параметры смещений. 
Все расчеты проводили с использованием программ 
ShelXl, SHELXT и Olex-24,5,6.

Рентгенофазовое исследование
Для идентификации возможных полиморфов 

было проведено рентгенофазовое исследование. Ис-
следования состава образца 1-[2-(2-бензоилфенок-
си)этил]-6-метилурацил методом порошковой рент-
геновской дифракции выполняли на дифрактометре 
Bruker D8 Advance (Bruker, Германия), оборудованном 
никелевым β-фильтром и системой управляемых ще-
лей для монохроматизации ( l[CuKα] = 1.5418 Å), и 
позиционно-чувствительным детектором LynxEye, в 
угловом диапазоне 4-60° с шагом 0,02° по углу. Опре-
деленное количество субстанции было размолото 
в ступке и нанесено на кремневую пластину в виде 
взвеси в гептане, и затем полученный образец был 
высушен. После получения дифракционных данных 
по результатам монокристального исследования 
была рассчитана теоретическая дифрактограмма и 
проведено ее сравнение с экспериментом. Зависи-
мость фона от угла 2q моделировалась с помощью 
серии полиномов Чебышева до пятого порядка. Для 
учета особенностей прибора использовали метод 
фундаментальных параметров, определенных за-
ранее по образцу борида лантана LaB6. Все расчеты 
проводили с помощью программы TOPAS7.

Термогравиметрический анализ 
и дифференциальная сканирующая 
калориметрия
Для определения термических свойств субстан-

ции были применены методы термического анали-
за: термогравиметрический анализ (ТГА) и диффе-
ренциальная сканирующая калориметрия (ДСК). ТГА 
исследуемого соединения проводили на приборе 
Derivatograph-C (MOM, Венгрия) при скорости нагре-
вания 10оС/мин. Полученные данные графически фик-
сировали в виде кривых: термогравиметрических (ТГ), 
дифференциальных термогравиметрических (ДТГ) и 
дифференциально термических (ДТА). Кривая ТГ на 
дериватограмме показывает изменение массы образ-
ца в период исследования, а кривая ДТГ показывает 
скорость разложения и полезна для точной оценки 

4 Dolomanov O.V., Bourhis L.J., Gildea R.J., Howard J.A.K., PuschmannH. 
OLEX2: a complete structure solution, refinement and analysis 
program // J. Appl. Cryst. – 2009. – V. 42. – P. 339–341. DOI: 10.1107/
S002188980804272
5 Sheldrick G.M. SHELXT – Integrated space-group and crystal-structure 
determination. Acta Cryst. 2015. – V. A71. – P. 3–8. DOI: 10.1107/
S2053273314026370
6 Sheldrick G.M. Crystal structure refinement with SHELXL // ActaCryst. 
– 2015. – V. C71. – P. 3–8. DOI: 10.1107/S2053229614024218.
7 Bruker AXS: TOPAS V4: General profile and structure analysis software 
for powder diffraction data. – User’s Manual, Bruker AXS, Karlsruhe, 
Germany, 2009. – 72 p.

шагов разложения. ДТА отражает дифференцирова-
ние тепловых эффектов, содержит информацию об 
эндо- и экзотермических максимумах и используется 
для качественной оценки дериватограммы. Обработ-
ку экспериментальных данных ТГА выполняли с по-
мощью программы Winder C. Исследования методом 
ДСК проводили на приборе DSC-822e (Меттлер-Толе-
до, Швейцария) в диапазоне температур от –145 до 
+260°С, при скорости нагревания 10°С/мин. Все расче-
ты проводили с помощью программы STARe.

Элементный анализ
Элементный анализ проводили на автоматическом 

CHN-анализаторе VarioMicrocube (Elementar, Германия). 
В качестве стандартного образца использовали ацета-
нилид (71,098% С; 6,71% Н, 10,36% N). Газ-носитель – ге-
лий, окислитель – кислород марки ОСЧ. Окислительную 
колонку заполняли оксидом меди, восстановительную 
– проволочной медью. Сожжение навесок стандарт-
ного образца и субстанции 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила, предварительно отобранных 
в оловянные капсулы  и взвешенных на ультрамикро-
весах фирмы XP6 (MettlerToledo,Швейцария) с точно-
стью до 0,001 мг, проводили при температуре 950ºС. 
Восстановление продуктов сожжения на проволочной 
меди проводили при 550ºС. Газообразные продукты 
деструкции) разделяли на хроматографической колон-
ке и детектировали в катарометре. Обсчет результатов 
определения проводился автоматически по програм-
ме, прилагаемой к прибору.

Спектрофотометрия в ультрафиолетовой 
и видимой областях
Регистрацию спектров в УФ-видимом диапазоне 

проводили на спектрометре Cary 4000 (Varian, США) 
путем измерения поглощения излучения в кюве-
те с раствором субстанции в концентрации0,1 мг/
мл. Образец растворяли в мерной колбе в тетраги-
дрофуране (ТГФ, квалификации для спектроскопии, 
«Компонент-реактив»), а также в диметилсульфок-
сиде (ДМСО, квалификации для УФ-ИК-ВЭЖХ-ГПХ, 
Panreac). Измерения полученных растворов прово-
дили в кварцевой кювете с длиной оптического пути 
1,00 мм (Hellma). Данные обрабатывали в программ-
ном обеспечении спектрометра WinUV (Varian).

Спектрометрия в инфракрасной области
Экспериментальную работу проводили на ИК-Фурье 

спектрометре Vertex 70 (BrukerOptikGmbH, Германия). 
Образцы для записи спектров готовили методом пря-
мого прессования с оптически чистым калия бромидом, 
измеряли спектры в режиме пошагового сканирования 
в диапазоне 4000–370 см–1. Для регистрации спектра по-
глощения в ближней ИК-области применяли приставку 
диффузного отражения (Shimadzu, Япония). Все данные 
обрабатывали в управляющем программном обеспече-
нии спектрометра OPUS (Bruker, Германия).

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-2-114-129
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Рисунок 1 – Структурная формула 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

А Б

Рисунок 2 – Визуализация молекулы 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила
Примечание: (А) – Общий вид молекулы и (Б) – кристаллическая упаковка 

Рисунок 3 – Общий вид дифрактограммы1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила  
(синяя линия – эксперимент, красная – расчет, серая – разностная кривая)
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Таблица 1 – Основные кристаллографические данные и параметры уточнения  
структуры 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Брутто формула C20H18N2O4

Молекулярная масса 350,36
Температура, K 120

Пространственная группа, Z P21/n, 4
Параметры ячейки: 4

a, Å 8,1352(7)
b, Å 13,7868(11)
c, Å 15,0957(12)
a, ° 90
b, ° 98,443(2)
g, ° 90

Объем ячейки, V, Å3 1674,8(2)
Плотность, dвыч, г·см-3 1,390

Коэффициент поглощения, m, см-1 0,98
Фактор структуры F(000) 736
Размер кристаллов, мм 0,25 × 0,17 × 0,14

Кристаллическая форма, цвет Призмы, коричневый
2qmax, ° 61,36

Число измеренных отражений 22276
Число независимых отражений 5160

Число отражений с I>2s (I) 3182
Количество уточняемых параметров[I>2s (I)]: 286

R1 0,0511
wR2 0,1258
GOF 1,000

Остаточная электронная плотность, e·Å-3(rmin/rmax) 0,344/-0,212

Таблица 2 – Дифракционные максимумы образца 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Угол 2q, ° Межплоскостное  
расстояние (d), Å

Относительная  
интенсивность Угол 2q, ° Межплоскостное  

расстояние (d), Å
Относительная 
интенсивность

4,706 18,7609 0,30% 35,156 2,55063 1,30%
8,676 10,18426 0,50% 35,439 2,53089 2,90%

11,735 7,53531 19,00% 36,223 2,47787 0,70%
12,765 6,92951 5,40% 36,892 2,43449 1,40%
13,074 6,76618 0,50% 37,367 2,4046 0,30%
13,358 6,62292 4,00% 37,799 2,37813 0,30%
14,048 6,29941 8,10% 37,967 2,368 0,50%
14,555 6,08082 21,20% 38,364 2,34439 1,00%
16,287 5,43779 5,20% 38,853 2,31603 1,00%
17,352 5,10653 9,30% 39,073 2,30348 0,90%
18,292 4,84624 16,30% 39,292 2,29113 0,50%
18,746 4,7297 30,70% 39,86 2,25981 0,40%
19,518 4,54444 9,50% 40,209 2,24098 0,70%
20,544 4,31971 3,60% 40,775 2,21116 0,20%
21,352 4,15813 3,10% 40,996 2,19974 0,60%
21,957 4,0448 8,10% 41,818 2,15838 0,10%
22,549 3,93992 0,50% 41,767 2,1609 0,10%
22,882 3,88337 12,00% 42,364 2,13184 0,30%
23,253 3,82218 3,00% 43,254 2,09001 0,10%
23,552 3,77445 3,10% 43,892 2,06109 1,90%
24,415 3,64283 100,00% 44,381 2,03952 1,00%
25,463 3,49533 10,20% 44,793 2,0217 1,10%
26,287 3,38752 1,30% 45,324 1,99923 0,20%
26,854 3,31735 27,00% 46,412 1,95488 0,30%

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-2-114-129
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Угол 2q, ° Межплоскостное  
расстояние (d), Å

Относительная  
интенсивность Угол 2q, ° Межплоскостное  

расстояние (d), Å
Относительная 
интенсивность

27,469 3,24438 2,30% 46,735 1,94213 0,10%
28,068 3,1765 1,30% 47,417 1,91577 0,10%
28,864 3,09073 1,00% 47,931 1,89643 0,40%
29,282 3,04751 2,10% 47,989 1,89426 0,80%
29,804 2,99533 0,20% 48,597 1,87199 2,10%
30,239 2,95321 1,20% 49,131 1,85285 0,50%
30,520 2,92669 2,40% 49,999 1,82271 0,70%
30,865 2,89478 1,50% 51,332 1,77848 0,30%
31,227 2,86196 0,10% 52,285 1,74826 0,90%
32,285 2,77059 3,60% 52,831 1,73149 0,50%
32,802 2,72812 1,10% 56,284 1,63318 0,30%
33,576 2,66693 2,60% 57,546 1,60032 0,10%
33,998 2,63483 0,40% 58,432 1,57815 0,10%
34,508 2,59705 0,50% 59,064 1,56277 0,20%
34,869 2,57093 0,40%

Таблица 3 – Результаты элементного анализа 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Фармацевтическая субстанция С,%(M±σ), n=2 Н,%(M±σ), n=2 N,%(M±σ), n=2
1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил 68,22±0,08 5,24±0,03 7,81±0,04

Теоретический расчет 68,60 5,11 8,00

Таблица 4 – Характеристические максимумы полос поглощения образца субстанции (в см–1)  
в ближней и средней ИК области 8000–370 см–1

Фармацевтическая 
субстанция Максимумы поглощения, см–1

1-[2-(2-бензоилфенок-
си)этил]-6-метил- 

урацил

4002,5; 3940,0; 3914,1; 3896,3; 3861,3; 3847,4; 3831,5; 3811,5; 3788,7; 3775,7; 3741,0; 3707,2; 3697,4; 
3682,9; 3653,6; 3640,3; 3623,9; 3318,4; 3186,1; 3157,8; 3080,0; 3060,6; 3036,4; 3014,2; 2967,7; 2933,3; 
2900,5; 2881,0; 2864,3; 2792,1; 2587,1; 2552,3; 2470,9; 2443,9; 2427,6; 2386,4; 2354,8; 2341,2; 2303,6; 
2240,7; 2189,0; 2105,5; 2090,1; 2075,2; 2038,8; 2016,0; 1987,2; 1951,2; 1924,4; 1888,1; 1860,0; 1823,9; 
1701,3; 1665,7; 1613,6; 1596,2; 1578,6; 1531,9; 1483,0; 1473,8; 1462,9; 1449,1; 1442,1; 1427,0; 1409,3; 
1393,1; 1358,1; 1313,7; 1292,2; 1270,8; 1242,8; 1179,2; 1151,7; 1121,2; 1107,8; 1075,2; 1062,4; 1043,3; 
1025,0; 996,0; 982,0; 971,9; 959,6; 944,6; 929,9; 894,2; 869,8; 852,2; 833,3; 807,7; 775,5; 766,4; 755,3; 
731,4; 717,1; 704,2; 689,1; 634,1; 609,9; 567,6; 533,5; 509,0; 461,9; 435,9; 418,2; 376,7

Таблица 5 – Результаты анализа ЯМР 1Н,13C спектров 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Фармацевтическая субстанция Положение Группа Химический сдвиг, δ 1H, ppm Химический сдвиг, δ 13С, ppm
1-[2-(2-бензоилфенокси) 

этил]-6-метилурацил
1 Ar, α-CH 7,21 д 113,16 с
2 Ar, β-CH 7,10 т 121,61 с
3 Ar, β-CH 7,50 т 132,23 с
4 Ar, α-CH 7,29 д 128,94 с
5 Ar, ipso-C – 155,71 с
6 Ar, ipso-C – 129,13 с
7 C=O – 196,05 с
9 Ar, ipso-C – 136,92 с

10,14 Ar, α-CH 7,67 д 129,71 с
11,13 Ar, β-CH 7,46 т 129,08 с

12 Ar, γ-CH 7,60 т 134,07 с
16 O-CH2 4,18 т 66,25 с
17 N-CH2 3,85 т 43,47 с
19 C=O - 151,82 с
20 NH 11,10 с -
21 C=O - 162,76 с
22 =CH 5,12 с 101,55 с
23 =C - 154,49 с
26 CH3 1,82 с 19,88 с

Примечание: обозначения: т – триплет, с – синглет, д – дуплет, к – квартет
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Спектроскопия ядерного магнитного резонанса
Экспериментальную работу по определению 

ЯМР спектров исследуемого вещества проводи-
ли на ЯМР-спектрометре Bruker Avance-IIIHD 500 
(Bruker, Германия). Навеску 1-[2-(2-бензоилфенок-
си)этил]-6-метилурацила, массой 20 мг, растворяли 
в 600 мкл дейтерированного диметилсульфоксида 
(ДМСО–d6). Полученный раствор без дальнейшей 
обработки “asis” помещали в ЯМР-спектрометр для 
регистрации 1H, 13С, HC-HMQC и HC-HMBC спектров. 
Регистрацию спектров 1Н-ЯМР проводили при ра-
бочей частоте 500,13 МГц, 13C при рабочей частоте 
125,76 МГц. Для подтверждения строения углеродно-
го скелета потенциального продукта регистрировали 
спектры 13C в фазочувствительном варианте JMOD 
(CH3, CH – сигналы с отрицательными фазами, CH2, C –
сигналы с положительными фазами), а также инверс-
ные гетероядерные корреляции HC-HMQC (прямые 
взаимодействия C-H), HC-HMBC (дальние взаимодей-
ствия C-H). Отнесение в спектре 13C-JMOD произво-
дили на основе анализа двумерных инверсных кор-
реляций HC-HMQC и HC-HMBC. Для подтверждения 
строения углеродного скелета были зарегистрирова-
ны спектры ЯМР 13C в фазочувствительном варианте 
JMOD (сигналы C, CH2 направлены вверх, сигналы CH, 
CH3 вниз), HC-HMQC, HCHMBC.

Исследование механизма действия in vitro
Изучение механизма действия 1-[2-(2-бензоил-

фенокси)этил]-6-метилурацила проводили путем 
оценки ингибирующей активности в отношении ОТ 
ВИЧ-1 дикого типа и ее мутантных форм, соответству-
ющих лекарственно-устойчивым штаммам вируса, с 
использованием радиоактивно-меченных нуклеоти-
дов. Для экспрессии гетеродимера дикого типа об-
ратной транскриптазы ВИЧ-1 использовались клетки 
E. coli штамма M15[pRep4] (Qiagen, Германия), кото-
рые трансформировали плазмидой p6HRT-PROT. Для 
получения мутантных форм обратной транскриптазы 
ВИЧ-1 использовались клетки E. coli штамма Rosetta 
DE3 (Qiagen, Германия), трансформированные целе-
выми плазмидами. 

В ходе исследования ингибирующей активности 
1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила в от-
ношении мутантных форм ОТ ВИЧ-1 использовали 
панель мутантных форм ОТ ВИЧ-1 с аминокислотны-
ми заменами L100I, K103N, V106A, Y181C, G190A, так 
как они широко представлены у пациентов с устой-
чивостью к ненуклеозидным ингибиторам обратной 
транскриптазы (ННИОТ), приводят к резистентности 
посредством разных механизмов и являются при-
нятыми при определении профиля резистентности 
новых анти-ВИЧ препаратов. Дополнительно была 
исследована ингибирующая активность 1-[2-(2-бен-
зоилфенокси)этил]-6-метилурацила в отношении 
двойного мутанта с двумя наиболее часто встреча-
ющимися заменами K103N и Y181C. В качестве по-

ложительного контроля ингибитора ОТ ВИЧ-1 была 
использована субстанция препарата Эфавиренз. Кон-
станту ингибирования для субстанции определяли 
по методу Диксона, то есть на основании зависимо-
сти обратной скорости ферментативной реакции в 
присутствии ингибитора от его концентрации.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общий вид молекулы и кристаллической упаков-

ки показан на рисунке 2. Основные кристаллографи-
ческие данные и параметры уточнения представле-
ны в таблице 1.  

Общий вид дифрактограммы показан на рисунке 
3, основные характеристики дифракционных макси-
мумов приведены в таблице 2.

Уточнение расходимости между эксперимен-
тальной и теоретическими данными показало, что 
образец соответствует одной кристаллической фазе 
1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила. Дру-
гих кристаллических фаз не обнаружено.

Полученные данные термического анализа суб-
станции 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилура-
цил приведены на рисунках 4–6.

Процесс потери массы начинается при температу-
ре 25–50°С. Снижение массы в данном температурном 
интервале составляет порядка 1%, что связано с удале-
нием остаточных растворителей или влаги в образце. В 
интервале температур 184-227°С потеря массы состав-
ляет порядка 3%, что связано с разрушением кристал-
логидрата. После 300°С с субстанцией начинают про-
исходить термические изменения, заканчивающиеся 
термоокислительной деструкцией. На ДТГ кривой пик 
с вершиной при 203°С соответствует температуре, при 
которой удаляется кристаллогидратная вода. На кри-
вой ДТА эндотермический пик с вершиной при 230°С 
соответствует температуре плавления образца.

Установлено, что кристаллизация 1-[2-(2-бензоил-
фенокси)этил]-6-метилурацила наблюдается при тем-
пературе 191°С (рисунок 5). Температура плавления 
и теплота плавления при повторном нагревании не-
сколько ниже, чем на первом, что связано с различны-
ми условиями формирования кристаллической фазы.

На термограмме фиксировали эндотермический 
пик с минимумом при 195°С. Он связан с удалением 
кристаллизационной воды. Температура плавления 
кристаллической фазы составила 227°С (рисунок 6).

Результаты элементного анализа представлены в 
таблице 3.

Исходя из полученных результатов, приведен-
ных в таблице 3, можно заключить, что содержание 
определяемых элементов 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурациласоответствует теоретическому 
содержанию определяемых элементов, рассчитан-
ных исходя из брутто-формулы С20Н18N2О4.

Спектры 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилу-
рацила в УФ-видимом диапазоне представлены на 
рисунках 7, 8.
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Таблица 6 – Ингибиторная активность ННИОТ в отношении ОТ дикого (WT)  
и мутантных штаммов ВИЧ-1 in vitro

Обратная
транскриптаза

Константа ингибирования (Ki, µM)

1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил Эфавиренз

Дикий тип 0,23 ± 0,04 0,011± 0,002

L100I >20a 0,14± 0,01

K103N >20a 0,52± 0,1 

V106A >20a 0,11± 0,01

Y181C 12 ± 2,4 0,053± 0,006

G190A 8,3 ± 0,4 0,091± 0,008

K103N/Y181C >20a 0,52± 0,08

Примечание: aИсследуемое вещество, 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил, ингибирует мутантные формы ОТ ВИЧ-1 L100I, K103N, 
V106A и двойной мутант K103N/Y181C в концентрации 20 мкМ с эффективностью 38%, 33%, 22% и 35% соответственно. Усиления ингибиро-
вания данных мутантных форм ОТ ВИЧ-1 при более высоких концентрациях 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила не наблюдается, 
что скорее всего связано с достижением предела растворимости соединения в реакционной смеси, содержащей 10% ДМСО

Рисунок 4 – Дериватограмма 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Рисунок 5 – Термограмма ДСК, полученная при сканировании  
1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила
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Рисунок 6 – Термограмма ДСК, полученная при сканировании  
1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Рисунок 7 – Спектр поглощения в области 210–900 нм 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила  
в тетрагидрофуране с концентрацией 0,1 мг/мл  в кювете с длиной оптического пути 1,00 мм

Рисунок 8 – Спектр поглощения в области 235–900 нм 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила  
в диметилсульфоксиде с концентрацией 0,1 мг/мл в кювете с длиной оптического пути 1,00 мм
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Рисунок 9 – ИК-спектр поглощения в области 4000–370 см–11-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила 
в таблетках калия бромида

Рисунок 10 – ЯМР1H спектр 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Рисунок 11 – ЯМР 13C JMOD спектр 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила
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Рисунок 12 – ЯМР HC-HMQC спектр 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Рисунок 13 – ЯМР HC-HMBC спектр 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила
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В спектрах виден максимум поглощения при 
251,0 нм для раствора в ТГФ и 254,5 нм для раствора 
в ДМСО. При этом оптическая плотность для ДМСО 
возрастает гораздо быстрее, чем для ТГФ, поэтому в 
случае ТГФ возможно измерение от 210 нм. Для по-
лучения выраженного максимума поглощения суб-
станции в УФ-видимом диапазоне рекомендуются 
следующие условия измерения: раствор в тетраги-
дрофуране спектральной чистоты, концентрацией 
0,10 мг/мл, измерение в кварцевой кювете с длиной 
оптического пути 1,00 мм, регистрация спектра в ди-
апазоне 210–900 нм, фон – чистый ТГФ.

На рисунке 9 приведен общий вид ИК-спектра 
поглощения образца в таблетках калия бромида.

В спектрах образца в ИК области наблюдается 
множество узких и характеристичных полос, которые 
сведены в таблицу 4. Кроме того, в спектре образца в 
KBr в районе 3400 см–1 присутствует широкая полоса, 
соответствующая влаге, поглощенной бромидом ка-
лия, поэтому она была исключена из рассмотрения.

Из-за сложности молекулы идентифицировать 
и однозначно отнести все сигналы к определенным 
функциональным группам не представляется воз-
можным. Поэтому ИК-спектроскопия для данной мо-
лекулы может быть использована как дополнитель-
ная, наряду с ЯМР-спектроскопией.

Полученный спектр ЯМР 1Н анализируемого ве-
щества представлен на рисунке 10.

Важнейшей характеристикой спектра ЯМР явля-
ется химический сдвиг (δ), который зависит от струк-
туры молекулы. Электронная плотность протонов 
в молекулах определяется характером химической 
связи и индукционными эффектами окружающих 
групп, вследствие чего экранирование протонов ста-
новится различным и их сигналы проявляются в раз-
ных областях спектра.

Произведено отнесение сигналов в спектре 1H 
(рис. 10). Из спектра видно, что в образце присут-
ствуют сигналы, относящиеся как к алифатическим 
фрагментам, так и к ароматическим кольцам. Также 
виден сигнал группы NH. В целом спектр основного 
продукта не противоречит предложенной структуре. 
Также в спектре 1H в ароматической области присут-
ствуют малоинтенсивные сигналы примесей в следо-
вых количествах, которые из-за их низкого содержа-
ния невозможно идентифицировать. 

Для подтверждения строения углеродного скеле-
та были зарегистрированы спектры ЯМР 13C в фазочув-
ствительном варианте JMOD (сигналы C, CH2 направле-
ны вверх, сигналы CH, CH3 вниз), HC-HMQC, HCHMBC. 
Эти спектры представлены на рисунках 11–13.

Произведено отнесение сигналов в спектре 13С (ри-
сунок 11). Из спектра видно, что в образце присутству-
ют сигналы, относящиеся как к алифатическим фраг-
ментам, так и к положениям в ароматических кольцах 
карбонильных групп. В целом, спектр 1-[2-(2-бензоил-
фенокси)этил]-6-метилурацила не противоречит пред-

ложенной структуре. Также видны сигналы минорных 
примесей. Содержание их в образце находится ниже 
предела обнаружения спектроскопии ЯМР 13C.

По результатам интерпретации инверсных дву-
мерных корреляционных спектров HC-HMQC и HC-
HMBC (рис. 12, 13) было сделано полное отнесение 
сигналов в спектрах 1H и 13C, подтверждено строение 
углеродного скелета продукта. Из рисунков 12,13 так-
же видно, что распределение двумерных корреля-
ционных сигналов не противоречит предложенной 
структуре предполагаемого продукта. Результаты от-
несения полос к функциональным группам молекул 
исследуемого вещества представлены в таблице 5.

Установлено, что количество и взаимное распо-
ложение функциональных групп, интегральная ин-
тенсивность из сигналов в спектре1H соответствует 
структуре 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилура-
цила. Строение углеродного скелета соответствует 
структуре исследуемого соединения. 

Современные инструментальные методы анали-
за позволяют всецело охарактеризовать фармацев-
тическую субстанцию, что крайне необходимо для 
ее стандартизации, разработки методов контроля 
качества и последующего их включения в проекты 
нормативной документации [26]. В данной работе 
мы продемонстрировали результаты рентгенострук-
турного, элементного, термогравиметрического, ДСК 
анализов, УФ-, ИК- и ЯМР- спектроскопии 1-[2-(2-бен-
зоилфенокси)этил]-6-метилурацила – соединения, 
разрабатываемого в качестве лекарственного канди-
дата для лечения ВИЧ-инфекции.

Полученные данные подтверждают ожидаемое 
строение молекулы: визуализация молекулы рентге-
нодифракционным исследованием, рассчитанная эле-
ментным анализом брутто-формула С20Н18N2О4, взаим-
ное расположение функциональных групп и строение 
углеродного скелета на ЯМР-спектре соответствует 
ожидаемой структуре соединения. Выявленные ха-
рактерные пики УФ- и ИК-спектров указывают на на-
личие основных функциональных групп, свойствен-
ных 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацилу. 
Результаты рентгенофазового исследования свиде-
тельствуют о наличии одной кристаллической фазы 
образца, что согласуется с данными термических ме-
тодов анализа, установивших отсутствие полиморфов 
субстанции. В ходе ЯМР-анализа были обнаружены 
малоинтенсивные сигналы примесей в следовых ко-
личествах, однако их содержание оказалось крайне 
малым, что свидетельствует о надлежащем синтезе и 
высокой степени очистки субстанции. 

Важнейшим этапом исследования стало изуче-
ние механизма действия 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацил в отношении ОТ ВИЧ-1. 

Было показано, что 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацил является эффективным инги-
битором ОТ как дикого штамма ВИЧ-1, так и ряда 
ее мутантных форм (таблица 6). Активность объекта 
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испытаний зависит от мутаций в сайте связывания 
ненуклеозидных ингибиторов ОТ, действующих по 
неконкурентному механизму. 

Результаты, представленные в таблице 6, под-
тверждают, что объект исследования относится 
к группе ненуклеозидных ингибиторов обратной 
транскриптазы (ННИОТ) ВИЧ-1. Следует отметить, что 
эфавиренз ингибировал полимеразную активность 
ОТ в более низких концентрациях, чем 1-[2-(2-бензо-
илфенокси)этил]-6-метилурацил, при равной проти-
вовирусной активности in vitro. 

Высокая изменчивость ВИЧ приводит к многочис-
ленным заменам аминокислот в ОТ, формирующим 
резистентность вируса к ННИОТ [27]. Согласно лите-
ратурным данным [28], большинство выявленных му-
таций локализовано в гидрофобном кармане, центре 
связывания ННИОТ ВИЧ, вблизи каталитического цен-
тра фермента. Среди пациентов с резистентностью к 
ННИОТ наиболее частыми являются мутации K103N 
(56,98%) и Y181C (24,95%). Мутации G190A, L100I, V106A  
встречаются реже (8,16%, 6,92% и 2,37% соответствен-
но),  но также сильно влияют на успех антиретровирус-
ной терапии, так как приводят к потере ингибирующей 
активности невирапина более чем на 2 порядка [29]. 
Мутации L100I, K103N и Y181C являются характерными 
также для пациентов с резистентностью к эфавирен-
зу и делавердину [30]. Известно, что мутации Y181C и 
V106A вызывали падение активности каправирина – 
потенциального ННИОТ второго поколения, снятого с 
клинических испытаний [31]. Для лерсивирина, ННИ-
ОТ, созданного на основе каправирина и прошедшего 
клиническую фазу IIb, удалось добиться устойчивости 
к этим мутациям, однако наблюдалось падение ак-
тивности при наличии мутации L100I [32]. Умеренная 
потеря активности в отношении мутации V106A была 
характерна для соединения GW69564 [33], модифи-
кация структуры которого позволила создать другую 
молекулу (GW695634), дошедшую до III фазы клиниче-
ских испытаний. Предложено несколько механизмов 
устойчивости ОТ к действию ННИОТ: мутации  L100I и 
G190A стерически препятствуют размещению ННИОТ в 
гидрофобном кармане [34], мутация Y181C  приводит к 
утрате взаимодействий с аминокислотными остатками 
внутри кармана [35], мутация K103N затрудняет про-
никновение ННИОТ в гидрофобный карман [36, 37].

В ходе работы была продемонстрирована спо-
собность 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилура-
цила ингибировать не только ОТ ВИЧ-1 дикого типа, 
но и ее наиболее распространенные мутантные 
формы с аминокислотными заменами L100I, K103N, 
V106A, Y181C, G190A, широко представленными у 
пациентов с устойчивостью к ННИОТ и приводящими 
к резистентности посредством разных механизмов. 
Данные мутации часто изучаются при определении 
профиля резистентности новых антиретровирус-
ных препаратов. Дополнительно была показана ин-
гибирующая активность 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила в отношении двойного мутан-
та с двумя наиболее часто встречающимися замена-
ми K103N и Y181C, что крайне важно для разработки 
нового антиретровирусного препарата, нацеленного 
на преодоление резистентности вируса. Для под-
тверждения активности соединения к различным 
штаммам и клиническим изолятам инфекции требу-
ется проведение исследований in vitro на культурах 
клеток, инфицированных ВИЧ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, результаты проведенных ис-

следований свидетельствуют о том, что УФ-спектр 
соединения имеет выраженный максимум погло-
щения при измерении раствора субстанции в тетра-
гидрофуране в концентрации 0,10 мг/мл, в ИК спек-
тре наблюдаются специфичные полосы в области 
4000–370 см–1, что позволяет использовать УФ и ИК 
спектры для идентификации исследуемого вещества 
в субстанции. В результате проведенных рентгено-
структурного, элементного, 1Н-ЯМР и 13С-ЯМР анали-
зов была подтверждена структура 1-[2-(2-бензоилфе-
нокси)этил]-6-метилурацила. 

Показана возможность применения УФ-, ИК- и 
ЯМР-спектроскопии, а также термических анали-
зов для подтверждения подлинности при входном 
контроле субстанции. Разработанные методы могут 
быть использованы в контроле качества и включены 
в проект НД на субстанцию 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацил.

Исследования механизма действия исследуемо-
го вещества в отношении ОТ ВИЧ-1 показали, что сое-
динение относится к группе ННИОТ ВИЧ-1.
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Цель. Оценка экономического ущерба от ХОБЛ, включая прямые медицинские и немедицинские затраты и непрямые 
затраты, связанные с преждевременной смертью лиц трудоспособного возраста.
Материалы и методы. Впервые проведена оценка экономического бремени ХОБЛ в Астраханской области (АО) с исполь-
зованием клинико-экономического анализа «стоимость болезни». В исследовании учитывались прямые медицинские 
затраты на стационарное, амбулаторное лечение, скорую и неотложную медицинскую помощь, а также прямые немеди-
цинские затраты, связанные с выплатами пособий по инвалидности. Непрямые затраты определялись как экономические 
потери от не произведенной продукции вследствие преждевременной смерти в экономически активном возрасте. 
Результаты. Экономическое бремя ХОБЛ в АО за период с 2015 по 2019 гг. суммарно составило 757,11 млн рублей, что 
эквивалентно 0,03% валового регионального продукта за пятилетний период исследования. Прямые медицинские 
и немедицинские затраты суммарно составили 178,02 млн. рублей. В структуре прямых медицинских затрат рас-
ходы на стационарную, а также скорую и неотложную медицинскую помощь за период исследования увеличились 
на 92,5% и 45,5% соответственно. В то время как затраты на амбулаторную помощь уменьшились на 31,9%, прирост 
прямых немедицинских затрат, связанных с выплатами пособий по инвалидности, вырос на 5,1% к 2019 г. Непрямые 
потери составили 579,09 млн рублей. 
Заключение. В структуре основного ущерба преобладают непрямые потери в экономике, связанные с преждевре-
менной смертью населения экономически активного возраста. В структуре прямых медицинских затрат превалирова-
ли затраты на стационарную помощь. Данные исследования свидетельствуют о необходимости продолжения более 
углубленного анализа экономического бремени ХОБЛ, а также оптимизации лечения и профилактики развития обо-
стрений данного заболевания.
Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких; экономическое бремя; прямые медицинские затраты; 
прямые немедицинские затраты; непрямые затраты; Астраханская область
Список сокращений: АО – Астраханская область; БОД – болезни органов дыхания; ХОБЛ – хроническая обструктивная 
болезнь легких; ЕС – Европейский союз; ВН – временная нетрудоспособность; ТФОМС – Территориальный фонд обяза-
тельного медицинского страхования; СМП – скорая медицинская помощь, НМП – неотложная медицинская помощь; КСГ 
– клинико-статистические группы; ВРП – валовый региональный продукт; ПГПЖ – потерянные годы потенциальной жизни.
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The aim of the study was to estimate the economic damage by COPD, including direct medical and non-medical costs and 
indirect costs associated with premature deaths of working-age individuals.
Materials and methods. First, estimation of the economic COPD burden in Astrakhan region (AR) was carried out using the 
clinical and economic analysis of the “cost of illness” (COI). Direct medical costs of inpatient, outpatient, ambulance and 
emergency medical care, as well as direct non-medical costs associated with the disability benefits payments, were taken into 
account. Indirect costs were defined as economic losses from undelivered products due to premature deaths of working-age 
individuals.
Results. From 2015 to 2019, the economic COPD burden in AR amounted to 757.11 million rubles in total, which is equivalent 
to 0.03% of the gross regional product covering a five-year period of the study. Direct medical and non-medical costs totaled 
178.02 million rubles. In the structure of direct medical expenses, expenses for inpatient, as well as ambulance and emergen-
cy medical care during the study period, increased by 92.5% and 45.5%, respectively. While the costs for the outpatient care 
decreased by 31.9%, the increase in direct non-medical costs associated with the disability benefits payments, increased by 
5.1% (2019). Indirect losses amounted to 579.09 million rubles.
Conclusion. The structure of the main damage is dominated by indirect losses in the economy associated with premature 
deaths of working-age individuals. In the structure of direct medical costs, inpatient care costs prevailed. These studies indi-
cate the need to continue an advanced analysis of the economic burden of COPD, as well as to optimize the treatment and 
prevention of the exacerbations development of this disease.
Keywords:  Chronic Obstructive Pulmonary Disease; economic burden; direct medical costs; direct non-medical costs; indi-
rect costs; Astrakhan region
List of abbreviations: AR – Astrakhan region; RDs – respiratory diseases; COPD – Chronic Obstructive Pulmonary Disease; EU 
– European Union; TD – temporary disability; TCMIF – Territorial Compulsory Medical Insurance Fund; A – Ambulance; EMC 
– emergency medical care; DRG – Diagnosis-related group; GRP – gross regional product; YPLL – years of potential life lost

ВВЕДЕНИЕ
Хроническая обструктивная болезнь легких 

(ХОБЛ) является наиболее часто встречающимся 
хроническим заболеванием органов дыхания. В на-
стоящее время зарегистрировано более 250 млн. 
человек во всем мире, страдающих этой патологией 
[1]. В последние десятилетия отмечается рост забо-
леваемости и смертности от ХОБЛ [2]. Если в странах 
Западной Европы распространенность ХОБЛ состав-
ляет 10–27% [3], то в России – 21,8% [4]. ХОБЛ являет-
ся третьей причиной смерти в мире [5]. Высокая рас-
пространенность, сочетающаяся с инвалидизацией и 
смертностью, представляет ХОБЛ как глобальную ме-
дико-социальную и экономическую проблему [6, 7].

Изучение экономического ущерба, наносимого 
ХОБЛ, проводится во всем мире. Только в Соединен-
ных Штатах Америки прямые затраты на госпитали-
зацию при обострении ХОБЛ составляют 18 млрд 
долларов. [8]. В странах Европейского союза (ЕС) 
респираторные заболевания обременяют бюджеты 
здравоохранения на 47,3 млрд. евро. При общих рас-
ходах на здравоохранение в 800 млрд. евро (9% от 
валового внутреннего продукта), прямые расходы на 
респираторные заболевания составляют примерно 
6% от общего бюджета здравоохранения этих стран 
[9]. Подобные исследования проводятся в Россий-
ской Федерации. Так в исследовании И.С. Крысано-
ва [10] были изучены прямые затраты, составившие 
в 2007 году 54,6 млрд. рублей. К 2012 эти затраты 
увеличились до 61,6 млрд. рублей. По результатам 
исследования общественного фонда «Качество жиз-
ни», экономическое бремя ХОБЛ в 2013 году в Рос-
сийской Федерации (РФ) оценивалось более чем в 24 
млрд рублей, включая медицинские затраты, потери 
с временной нетрудоспособностью (ВН) и презенте-

измом1. В 2016 году группа Российских исследова-
телей во главе с А.В. Концевой просчитала экономи-
ческий ущерб от болезней органов дыхания (БОД) и 
ХОБЛ в РФ за 2016 год, который составил 903,9 млрд. 
рублей для БОД и 170,3 млрд. рублей для ХОБЛ 
(18,8% от БОД и 0,2% от ВВП) [12].

В Астраханской области (АО) имеет место неу-
тешительный прогноз роста госпитализаций, инва-
лидизаций и смертности по причине ХОБЛ, как и в 
РФ в целом, о чем свидетельствуют статистические 
данные по региону2. Подсчет регионального эконо-
мического бремени ХОБЛ ранее не проводился, что 
делает настоящее исследование актуальным. 

ЦЕЛЬ. Оценка экономического ущерба от ХОБЛ, 
включающая прямые медицинские и немедицин-
ские затраты, а также непрямые потери в экономике, 
связанные с преждевременной смертью трудоспо-
собного населения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Впервые в Астраханской области (АО) была про-

ведена оценка экономического бремени заболе-
вания ХОБЛ за период 2015–2019 гг. Исследование 
включало поэтапный расчет прямых затрат системы 
здравоохранения АО за исследуемый период, а так-
же непрямых затрат в виде экономических потерь. В 
исследование были включены статистические дан-
ные по ХОБЛ (код МКБ – J44).

1 Межрегиональный общественный благотворительный фонд 
«Качество жизни». Исследование «Социально-экономические 
потери от бронхиальной астмы и хронической обструктивной бо-
лезни легких в Российской Федерации». Доступно на: http://www.
qualityoflife.ru/en/node/117
2 Статистический ежегодник Астраханской области. 2020 г. Стат. сб. 
/ Астрахань стат. – г. Астрахань. Доступно на: https://astrastat.gks.
ru/storage/mediabank/6TaD00de/Экономика Астраханской области 
– 2015–2019 гг.pdf
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С целью оценки влияния ХОБЛ на региональный 
бюджет применялся вид клинико-экономического 
анализа – анализ «стоимости болезни» (COI – cost of 
illness), который включает как прямые, так и непря-
мые (косвенные) затраты государства [10]. Анализ 
выполнялся по следующей формуле:

COI = DC + IC,
где COI – «Стоимость болезни»; DC (Direct costs) – пря-
мые затраты; IC (Indirect costs) – непрямые затраты.

Для оценки экономического бремени ХОБЛ были 
проанализированы материалы, полученные из сле-
дующих ресурсов и баз данных:

1. Данные по заболеваемости ХОБЛ и БОД насе-
ления из АО ФГБУ «Центральный научно-исследова-
тельский институт организации и информатизации 
здравоохранения» Минздрава России за исследуе-
мый период, включая абсолютное количество общих 
и новых выявленных случаев заболевания ХОБЛ3;

2. Данные по годовым формам статистической 
отчетности Территориального фонда обязательного 
медицинского страхования Астраханской области: 
«Сведения о деятельности подразделений меди-
цинской организации, оказывающих медицинскую 
помощь в стационарных условиях» (количество го-
спитализаций, количество вызовов скорой меди-
цинской помощи (СМП); неотложной медицинской 
помощи (НМП) (форма № 14)), «Сведения о числе 
заболеваний, зарегистрированных у пациентов, про-
живающих в районе обслуживания медицинской ор-
ганизации» (форма N12), «Сведения о деятельности 
дневных стационаров медицинских организаций» 
(форма № 141)4;

3. Региональные экономические параметры 
валового регионального продукта (ВРП), а также 
статистические данные по количеству умерших по 
причине ХОБЛ по пятилетним возрастным группам 
за каждый исследуемый год были предоставлены 
Федеральной службой государственной статистики 
по Астраханской области и Республике Калмыкия 5. 
Статистические данные запрашивались из ФКУ «ГБ 
МСЭ по Астраханской области» Минтруда России о 
количестве инвалидов по причине ХОБЛ по группам 
инвалидности за каждый год исследуемого периода.

При расчете прямых медицинских таких затрат, 
как затраты на амбулаторные обращения пациентов, 
СМП и лечение в стационарных условиях, использо-
вались стоимостные показатели по тарифам Террито-
риального фонда обязательного медицинского стра-
хования (ТФОМС) для АО за исследуемый период. 
Экономический анализ прямых медицинских затрат 

3 ФГБУ «ЦНИИОИЗ» Минздрава России. Доступно на: https://
mednet.ru/miac/meditsinskaya-statistika
4 Территориальный фонд обязательного медицинского страхова-
ния Астраханской области. Тарифы. Доступно на: https://astfond.
ru/oms/tarify/. 
5 Управление Федеральной службы государственной статистики 
по Астраханской области и Республике Калмыкия. Доступно на: 
https://www.astrastat.gks.ru. 

государства на оказание медицинской помощи по 
заболеванию ХОБЛ за пятилетний период в Астра-
ханской области был основан на совокупности выше-
указанных расходов.

Прямые немедицинские затраты на выплаты по 
инвалидности рассчитывались с учетом количества 
инвалидов по ХОБЛ в каждой группе и расчетной 
величины пособия по инвалидности для каждой 
группы за каждый исследуемый год. Параметры, ис-
пользованные для расчета прямых немедицинских 
затрат, связанных с инвалидизацией населения по 
причине ХОБЛ, представлены в таблице 1.

Непрямые затраты (Indirect costs), связанные 
с потерями в производстве ВРП по причине преж-
девременной смерти населения в трудоспособном 
возрасте рассчитывались с учетом коэффициента за-
нятости населения. Порядок расчета соответствовал 
методологии, утвержденной согласно приказу от 10 
апреля 2012 года № 192/323н/45н/113 Министер-
ства экономического развития Российской федера-
ции, «Об утверждении Методологии расчета эконо-
мических потерь от смертности, заболеваемости и 
инвалидизации населения»6.

Основной формулой для расчета потерь от 
смертности населения была:

где: УВСГx,s,d – упущенная выгода в производстве 
ВРП (объем недопроизведенного ВРП) в результате 
смертности лиц в отчетном году в возрасте (x) пола 
(s) по причине смерти (d) в Российской Федерации в 
отчетном году; ЧУx,s,d – число умерших в возрасте (х) 
пола (s) по причине смерти (d) в Астраханской обла-
сти; ЧЗx,s – численность занятых в возрасте (х) пола (s) 
в Астраханской области; ЧНx,s – численность населе-
ния в возрасте (х) пола (s) в Астраханской области; 
ВРП – валовой региональный продукт Астраханской 
области; ЧЗ – численность занятых в регионе; 0,5 – 
коэффициент, учитывающий распределение време-
ни смертей в течение года.

Рассчитывались потерянные годы потенциаль-
ной жизни (ПГПЖ) по формуле:

ПГПЖ = (72 – Вгр) × ЧУВгр,

где: ПГПЖ – потерянные годы потенциальной жизни; 
72 – крайний предел возраста экономической актив-
ности; Вгр – возрастная группа; ЧУВгр – число умерших 
в исследуемой возрастной группе.

Расчетная часть исследования проводилась с 
применением методов описательной статистики в 
программе MS Excel 10.0 (Microsoft, США).

6 Приказ Министерства экономического развития РФ, Министер-
ства здравоохранения и социального развития РФ, Минфина РФ 
и Федеральной службы государственной статистики от 10 апре-
ля 2012 г. № 192/323н/45н/113 «Об утверждении Методологии 
расчета экономических потерь от смертности, заболеваемости 
и инвалидизации населения». Доступно на: https://base.garant.
ru/70170542/.
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Таблица 1 – Стоимостные показатели, использованные в анализе

Показатель Значение
Коэффициент относительной  

затратоемкости по КСГ для ХОБЛ 0,91

Стоимость:
Стоимость, рублей

2015 2016 2017 2018 2019
1 госпитализации по ОМС 14933,72 15141,61 13524,03 15016,73 17725,39
1 обращения с профилактической целью 302,8 160,0 97,6 120,3 137,0
1 обращения по поводу заболевания 803,20 620,298 617,30 830,01 849,93
1 вызова неотложной помощи с учетом 
коэффициента КСГ 453,2 490 443,8 568,5 592,9

1 вызова СМП с учетом коэффициента КСГ 1724,5 1747,7 1819,5 2122,7 2248,92
1 случая лечения на дневном стационаре 
с учетом коэффициента КСГ 10056,18 8538,3 7 622,19 8253,27 11 627,83

Показатель

ВРП млн. рублей
2015 2016 2017 2018 2019

322303,0 346779,4 420961,1 553395,7 561695,9
ВРП на душу населения рублей 315996,9 340398,3 413440,6 544793,4 552965,3
Среднемесячная заработная плата, рублей 25499 27423,1 29599,2 33630,1 35791,5
Расчетная величина пособия по инвалидности 
с учетом коэффициента индексации, рублей

Группа 2015 2016 2017 2018
I 16285,6 17934,3 24466,6 20270,7
II 13193,2 14613,3 20915,9 16062,6
III 10777,1 12070,8 18318,3 13489,6

Таблица 2 – Заболеваемость ХОБЛ и БОД за 5 лет в АО (2015–2019 гг.)

Показатель 2015 2016 2017 2018 2019
Число лиц с БОД 289876 316565 300636 313889 310706
Число лиц с ХОБЛ 2869 2788 2721 2913 3180
Заболеваемость ХОБЛ, впервые выявленные случаи 445 226 266 310 496
Доля ХОБЛ в БОД, % 0,99 0,88 0,91 0,93 1,02

Таблица 3 – Прямые медицинские затраты в АО, связанные с ХОБЛ за период 2015–2019 гг.

Стационарная помощь больным ХОБЛ за 5 лет (2015–2019 гг.)
Показатель 2015 2016 2017 2018 2019

Количество госпитализаций 1121 1365 1699 1671 1818
Количество койко-дней, всего 10089 12285 16141 15039 16362
Средняя длительность лечения, койко-дней 9,0 9,0 9,5 9,0 9,0
Затраты на госпитализацию, млн. рублей 16,74 20,67 22,97 25,09 32,22

Амбулаторная помощь больным ХОБЛ за 5 лет (2015–2019 гг.)
Количество посещений с профилактическими и иными целями 2656 2419 2554 2596 3333
Количество обращений по поводу заболеваний 2737 2445 2163 1965 1595
Количество госпитализаций в дневной стационар 165 185 174 144 117
Затраты на амбулаторную помощь, млн. рублей 4,66 3,48 2,91 3,13 3,17

Скорая медицинская помощь (СМП+НМП) больным ХОБЛ за 5 лет (2015–2019 гг.)
Количество вызовов скорой медицинской помощи 1844 2013 1830 1994 2031
Количество случаев неотложной медицинской помощи 554 951 868 844 722
Затраты на скорую медицинскую и неотложную помощь, 
млн. рублей 3,43 3,98 3,71 4,71 4,99

Суммарный итог прямых медицинских затрат
Прямые медицинские затраты на ХОБЛ, млн. рублей 24,83 28,14 29,60 32,94 40,39
Доля затрат на стационарную помощь, % 67,4 73,5 77,6 76,2 79,8
Доля затрат на амбулаторную помощь, % 18,8 12,4 9,8 9,5 7,8
Доля затрат на скорую медицинскую и неотложную помощь, % 13,8 14,1 12,5 14,3 12,4
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Таблица 4 – Количество инвалидов по причине ХОБЛ и прямые немедицинские затраты за 5 лет 
 (2015–2019 гг.) в АО

Группа инвалидности
Количество инвалидов ХОБЛ

2015 2016 2017 2018 2019
I 0 0 0 2 0
II 5 5 5 11 10
III 27 15 19 14 14
Всего 32 20 24 27 24
Количество инвалидов по причине БОД 201 153 142 130 142
Доля инвалидов по причине ХОБЛ в БОД, % 15,9 13 16,9 20,7 16,9
Затраты на пособия по инвалидности, млн. рублей 4,28 3,05 5,43 4,87 4,48

Таблица 5 – Структура смертности по причине БОД и ХОБЛ за2015–2019 гг. в АО

Годы 2015 2016 2017 2018 2019

Умершие от всех болезней
м 6418 6340 5838 5893 5780
ж 6119 5889 5782 5841 5646

Всего 12537 12229 11620 11734 11426

Умершие по причине БОД
м 291 271 253 273 291
ж 139 114 116 144 123

Всего 430 385 369 417 414

Умершие по причине ХОБЛ
м 48 46 43 52 58
ж 10 10 11 11 15

Всего 58 56 54 63 73
Доля умерших от ХОБЛ в БОД, % 13,5 14,5 14,6 15,1 17,6
Относительный показатель смертности 
среди больных ХОБЛ, % 2,0 2,0 2,0 2,2 2,3

Таблица 6 – Возрастная структура смертности от ХОБЛ и ПГПЖ за 2015–2019 гг. по АО

Возраст
Годы

до 69 лет с 70 лет
ПГПЖ

n % n %
2015 35 60% 23 40% 500
2016 42 75% 14 25% 556
2017 24 44% 30 56% 274
2018 32 51% 31 49% 321
2019 37 51% 36 49% 396

Среднее 34,0 ±6,7 56%±12% 26,8±8,5 44%±12% 409,4±118,4

Таблица 7 – Экономическое бремя ХОБЛ в АО за период 2015–2019 гг.

Тип затрат 2015 2016 2017 2018 2019 За 5 лет
Прямые затраты на ХОБЛ, млн. рублей 29,12 31,19 35,03 37,81 44,87 178,02
Непрямые затраты в связи с преждевременной 
смертью по причине ХОБЛ, млн. рублей 102,63 124,94 82,63 118,65 150,24 579,09

Всего потерь и затрат по причине ХОБЛ, млн. рублей 131,75 156,12 117,66 156,46 195,11 757,11
Доля в ВРП, % 0,04 0,05 0,03 0,03 0,03 0,03

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенный анализ показал рост заболевае-

мости БОД с 2015 года к 2019 на 7,2%. Также увели-
чилось количество пациентов ХОБЛ в исследуемый 
период на 10,8%. Наибольшую долю ХОБЛ в БОД со-
ставляла в 2019 году – 1,02% (табл. 2).

За пятилетний период отмечался прирост госпи-
тализаций пациентов с ХОБЛ на 62,2%, с наибольшим 

его значением в 1818 случаев в 2019 году. Количе-
ство койко-дней, проведенных пациентами с ХОБЛ в 
круглосуточном стационаре за анализируемый пери-
од, при относительно одинаковой средней длитель-
ности лечения каждого пациента, также увеличилось 
на 62,2%. Фактические затраты на стационарную по-
мощь больным ХОБЛ за исследуемый период вырос-
ли на 92,5% (табл. 3).
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В расчете прямых медицинских затрат государ-
ства на амбулаторную помощь больным ХОБЛ учи-
тывались следующие показатели: количество посе-
щений пациентов с профилактическими и иными 
целями; количество обращений по поводу заболе-
вания; количество госпитализаций в дневной стаци-
онар. За исследуемый период для показателя «ко-
личества посещений с профилактическими целями» 
отмечался прирост на 25,5%, в то время как «обраще-
ния по поводу заболеваний» и «количество госпита-
лизаций в дневной стационар» снизились на 41,7% 
и 29% соответственно. В этой связи прямые меди-
цинские затраты на амбулаторную помощь больным 

ХОБЛ за исследуемый период снизились на 31,9%, 
составив в 2019 году 3,17 млн. рублей (табл. 3).

За исследуемый период отмечается рост количе-
ства вызовов СМП и оказания НМП больным ХОБЛ на 
10,1% и 30,3% соответственно. Это способствовало 
увеличению затрат на СМП и НМП за период 2015-
2019 гг. на 45,5%, и в денежном эквиваленте состави-
ло 4,99 млн. рублей за 2019 год (табл. 3).

Прямые медицинские затраты на лечение боль-
ных ХОБЛ увеличились за пятилетний период на 
62,7% и в 2019 году составили 40,39 млн. рублей. 
Анализируя структуру прямых медицинских затрат, 
связанных с ХОБЛ в АО за исследуемый период (табл. 
3), можно отметить, что наибольшая доля затрат на 
стационарную помощь пациентам с ХОБЛ пришлась 
на 2019 год (79,8% от прямых медицинских затрат), 
доля затрат на амбулаторную помощь преобладала 
в 2015 году (18,8% от прямых медицинских затрат), а 
доля затрат на СМП и НМП была наибольшей в 2018 
году (14,3% от прямых медицинских затрат).

В расчете прямых немедицинских затрат учи-
тывались затраты на пособия по инвалидности за 
каждый исследуемый год. В таблице 4 представлено 
количество инвалидов по причине ХОБЛ и БОД по 
группам инвалидности. Количество инвалидов по 
причине ХОБЛ в период 2015–2019 гг. уменьшилось 
с 32 человек до 24, количество инвалидов по причи-
не БОД также уменьшилось с 201 человека до 142, 
однако доля инвалидов по причине ХОБЛ в БОД за 
данный период выросла на 1%. При анализе прямых 

Рисунок 1 – Структура прямых затрат на ХОБЛ за пятилетний период (2015–2019 гг.)  
в Астраханской области

 

Рисунок 2 – Структура экономического бремени 
ХОБЛ в Астраханской области за период  

2015–2019 гг.
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немедицинских затрат, связанных с выплатой посо-
бий по инвалидности, отмечается прирост на 5,1% 
к 2019 году, в тоже время наибольший показатель 
затрат приходится на 2017 год, который в денежном 
эквиваленте составляет 5,43 млн рублей.

Структура прямых затрат на ХОБЛ в АО за иссле-
дуемый период представлена на рисунке 1. Как вид-
но, основную долю прямых затрат составляли затра-
ты на стационарную помощь.

Непрямые потери в экономике, были проанализи-
рованы на основе преждевременной смерти лиц эко-
номически активного возраста. Как видно из таблицы 
5, за период 2015–2019 гг. всего по причине ХОБЛ 
умерло 304 человека (217 мужчин и 87 женщин). От-
мечается прирост абсолютного количества смертей по 
причине ХОБЛ, составивший 25,9% за пятилетний пе-
риод наблюдения. Также следует отметить рост доли 
смертей по причине ХОБЛ от количества смертей по 
причине БОД, который за пятилетний период с 13,5% 
увеличился до 17,6%. При этом относительный пока-
затель смертности среди больных ХОБЛ оставался от-
носительно стабильным, в связи с увеличением коли-
чества случаев ХОБЛ, и в среднем составил 2,1±0,13%.

Вследствие ХОБЛ за весь исследуемый период 
было потеряно 2047 лет ПГПЖ в экономически актив-
ном возрасте. В частности, наибольшее количество 
лет (500 лет) ПГПЖ было потеряно в 2015 году, а наи-
меньшее (274 лет) в 2017 году. Данный факт связан с 
тем, что в 2015 г. 60% пациентов умерло в экономи-
чески активном возрасте (до 69 лет), а в 2017 г. их ко-
личество уменьшилось до 44% и больные ХОБЛ стали 
умирать в более позднем возрасте (табл. 6).

Суммарный объем потерь и затрат за пятилетний 
период наблюдения составил 757,1 млн. рублей, что 
эквивалентно 0,03% от ВРП Астраханской области. В 
структуре основного ущерба от ХОБЛ превалируют 
непрямые потери в экономике, связанные с преждев-
ременной смертью лиц трудоспособного возраста, ко-
торые в экономическом эквиваленте за пятилетний пе-
риод наблюдения составили 579,09 млн. рублей (76,5% 
от всех потерь и затрат). Общее количество прямых 
затрат за исследуемый период составило 178,02 млн. 
рублей (23,5% от всех потерь и затрат) (табл. 7; Рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
ХОБЛ является причиной колоссальных затрат в 

системе здравоохранения государств всего мира. По 
данным исследований из различных стран, превалиру-
ющую долю затрат на ХОБЛ занимают прямые затраты 
государства, связанные с госпитализацией пациентов 
в период обострений [12–15]. Эти затраты увеличива-
ются с ростом тяжести обострений ХОБЛ, требующих 
оказания неотложной помощи, более длительного 
пребывания в стационарах или отделениях интенсив-
ной терапии [16]. Недавние исследования экономиче-
ских затрат в азиатских странах подтвердили, что эти 
результаты являются универсальными. Однако бремя 

хронических заболеваний, таких как ХОБЛ, представ-
ляет собой особую проблему в странах с низким уров-
нем дохода, где ресурсы здравоохранения традицион-
но направлены на эпизодическую борьбу с острыми 
заболеваниями, особенно инфекционными, и не при-
способлены для лечения хронических заболеваний 
[14]. Тенденция увеличения затрат в зависимости от 
степени тяжести ХОБЛ была отмечена в исследовани-
ях ученых Италии [17] и Великобритании [18]. В США 
регулярно проводятся экономические исследования 
по определению бремени ХОБЛ. В исследовании 2010 
года прямые затраты на ХОБЛ составили 32 млрд. дол-
ларов, а непрямые – 20,4 млрд. долларов [19]. Дру-
гое исследование, включавшее в себя оценку общих 
затрат на ХОБЛ в 2010 г. и прогнозируемых медицин-
ских расходов до 2020 г., показало, что экономический 
ущерб от ХОБЛ, составил 36 млрд. долларов в год. Из 
них прямые медицинские затраты, связанные с ХОБЛ 
и ее последствиями, были оценены в 32,1 миллиарда 
долларов, а расходы, связанные с потерей 16,4 млн. 
рабочих дней составили 3,9 миллиарда долларов [20]. 
В Великобритании ущерб от ХОБЛ составил 1,9 млрд. 
фунтов стерлингов [21]. Однако в исследовании 2016 
года, проведенного в 12 странах (США, Великобрита-
ния, Германия, Италия и др.), было показано, что не-
прямые затраты в несколько раз превышали прямые, 
что отражает скрытый характер экономического бре-
мени, связанного со снижением производительности 
труда [22]. Потери производительности труда из-за 
прогулов на работе и преждевременного выхода на 
пенсию являются ключевыми факторами более высо-
ких косвенных затрат [23]. Определение непрямых за-
трат, связанных с ХОБЛ, может быть сложной задачей 
[24], но очевидно, что их учет будет способствовать 
выявлению истинного социально-экономического 
бремени ХОБЛ.

В исследовании Концевой А.В. с соавторами [11], 
также показано преобладание непрямых потерь, свя-
занных со смертью пациентов ХОБЛ в трудоспособ-
ном возрасте. Подобные результаты были получены в 
настоящем исследовании бремени ХОБЛ по Астрахан-
скому региону за 5-летний период, в котором непря-
мые затраты значительно превышали прямые (Рис. 2).

В структуре прямых медицинских затрат отмечает-
ся рост затрат на стационарную помощь, СМП и НМП 
с одновременным уменьшением затрат на амбулатор-
ную помощь, связанных со снижением обращений по 
поводу заболевания и госпитализациями в дневной 
стационар. Это свидетельствует о росте частоты и тя-
жести течения обострений ХОБЛ, что косвенно приво-
дит к большим затратам на лечение этих обострений 
в госпитальных условиях. Снижение же затрат на ам-
булаторную помощь требует ее оптимизации, так как 
она экономически менее затратна чем стационарная 
помощь и, поэтому обоснованным является возмож-
ное увеличение инвестиций ресурсов здравоохране-
ния в лечение и профилактику данного заболевания.
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Ограничения настоящего исследования
В исследование не были включены затраты на 

медикаментозную помощь на амбулаторном этапе 
лечения. При расчете непрямых затрат не учитыва-
лись затраты, связанные с ВН и первичным выходом 
на инвалидность по причине ХОБЛ. Согласно мето-
дологии расчета экономических потерь, по причине 
преждевременной смерти, расчет проводился с уче-
том количества умерших по возрасту (одногодичные 
группы) и полу. Однако, в связи с предоставлением 
статистических данных по пятилетним возрастным 
группам, было принято решение проводить расчет 
экономических потерь по верхнему пределу пятилет-
ней возрастной группы (Пример: группа 45–49 – ис-
пользовано 49 лет), что вероятно занижает результат 
общих экономических потерь.

В связи с наличием информации о количестве 
трудоспособного населения по возрастным группам 
и полу только за 2018 и 2019 гг., при расчете непря-
мых затрат для предыдущих годов были использова-
ны средние значения 2018 и 2019 гг.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе впервые была проведена оцен-

ка влияния экономического бремени ХОБЛ на реги-
ональный бюджет Астраханской области за период 
2015–2019 гг. Экономически ущерб от ХОБЛ в АО за 
данный период составил 757,11 млн. рублей, что эк-
вивалентно 0,03% от ВРП за исследуемый период. В 

структуре ущерба преобладают потери, связанные 
с преждевременной смертью лиц трудоспособного 
возраста, составившие 579,09 млн. рублей. Прямые 
затраты (медицинские и немедицинские) суммарно 
составили 178,02 млн. рублей. В структуре прямых 
медицинских затрат превалируют затраты на стаци-
онарную помощь. 

Беря во внимание факт наличия неучтенных 
расходов связанных с ВН, первичным выходом на 
инвалидность и др. факторов, являющихся огра-
ничением данного исследования, актуальным 
представляется проведение дальнейшего анализа 
экономического бремени ХОБЛ, который будет спо-
собствовать наиболее полной оценке затрат на это 
заболевание. Также очень важно руководителям 
регионального здравоохранения уделить внимание 
разработке и развитию мер, направленных на про-
филактику возникновения и снижения обострений 
ХОБЛ. Для этого необходимо увеличить инвестиции 
на лечение, совершенствовать возможности амбу-
латорного звена. Поддерживающая медикаменто-
зная терапия ХОБЛ на амбулаторном этапе позво-
лит «контролировать» течение болезни, уменьшая 
число госпитализаций – самого затратного варианта 
лечения. Кроме того, необходимо стимулировать 
охват пневмококковой вакцинацией этой катего-
рии хронических больных, что будет способствовать 
снижению обострений и существенно уменьшит за-
траты на госпитализацию.
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В данной статье представлены результаты изучения влияния изоликвиритигенина на выживаемость животных в мо-
дели стафилококковой инфекции и функции фагоцитов человека и животных.
Цель. Изучить влияние предварительного введения изоликвиритигенина на выживаемость животных на фоне стафи-
лококковой инфекции, а также на функции фагоцитов мышей и человека.
Материалы и методы. Для оценки выживаемости мышей линии Balb/C использовали модель инфекции, вызванной 
Staphylococcus aureus J49 ATCC 25923, с построением кривых Каплан-Мейера. Влияние на функции фагоцитов изучали, 
оценивая пептон-индуцированную миграцию фагоцитов в брюшную полость мышей Balb/C, поглотительную актив-
ность фагоцитов (нейтрофилов и моноцитов) крови человека, а также продукцию ими активных форм кислорода с 
помощью проточной цитометрии.
Результаты. Установлено, что предварительное трехкратное внутрибрюшинное введение изоликвиритигенина (30 
мг/кг) увеличивает выживаемость мышей Balb/C при стафилококковой инфекции, вызванной Staphylococcus aureus 
J49 ATCC 25923. При этом изоликвиритигенин дозозависимо активирует продукцию активных форм кислорода ней-
трофилами и моноцитами крови человека, статистически значимо не подавляя фагоцитарную активность моноцитов 
и нейтрофилов в отношении флюоресцеинизотиоцианат-меченого Staphylococcus aureus J49 ATCC 25923, а также пеп-
тон-индуцированную миграцию фагоцитов в брюшную полость мышей.
Заключение. Таким образом, предварительное введение изоликвиритигенина повышает выживаемость мышей при 
стафилококковой инфекции и увеличивает продукцию активных форм кислорода фагоцитами. Полученные данные 
могут стать основой для дальнейшего исследования антибактериальных и иммунотропных эффектов изоликвирити-
генина с целью изыскания новых лекарственных средств для лечения стафилококковой инфекции.
Ключевые слова: изоликвиритигенин; Staphylococcus aureus; врожденный иммунитет; фагоцитоз; кислородный 
взрыв; миграция фагоцитов
Сокращения: АФК – активные формы кислорода; ДГР 123 – дигидрородамин 123; ДМСО – диметилсульфоксид; 
ИЛГ – изоликвиритигенин; КОЕ – колониеобразующие единицы; КонА – конканавалин А; НАДФН-оксидаза – никоти-
намидадениндинуклеотидфосфатоксидаза; НЛ – нейтрофильные ловушки; ФИТЦ – флюоресцеинизотиоцианат; ФМА 
– форбол-12-миристат-13-ацетат; MTT – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид; OD – опти-
ческая плотность. 
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The results of studying the effect of isoliquiritigenin on animal survival in the model of staphylococcal infection and the func-
tion of human and animal phagocytes are presented in this article.
The aim of the investigation was to study the effect of an isoliquiritigenin preliminary administration on the survival of ani-
mals against the background of staphylococcal infection, as well as on the function of phagocytes in mice and humans.
Materials and methods. To assess the survival of Balb/C mice, a model of infection caused by Staphylococcus aureus J49 
ATCC 25923 with the construction of Kaplan-Meier curves, was used. The effect on the phagocytes functions was studied by 
assessing the peptone-induced migration of phagocytes into the abdominal cavity of Balb/C mice, the absorption activity of 
phagocytes (neutrophils and monocytes) of human blood, as well as their production of reactive oxygen intermediates (ROIs) 
using а flow cytometry.
Results. It was found out that a preliminary triple intraperitoneal administration of isoliquiritigenin (30 mg/kg) increases 
the survival rate of Balb/C mice in staphylococcal infection caused by Staphylococcus aureus J49 ATCC 25923. At the same 
time, isoliquiritigenin dose-dependently activates the production of reactive oxygen intermediates by human neutrophils and 
monocytes without statistically significantly suppressing a phagocytic activity of monocytes and neutrophils against fluores-
ceinisothiocyanate-labeled Staphylococcus aureus J49 ATCC 25923, as well as peptone-induced migration of phagocytes into 
the abdominal cavity of mice.
Conclusion. Thus, a preliminary administration of isoliquiritigenin increases the survival rate of mice with staphylococcal 
infection and increases the production of reactive oxygen intermediates by phagocytes. The data obtained, can become the 
basis for further research of antibacterial and immunotropic effects of isoliquiritigenin in order to find new drugs for the 
treatment of staphylococcal infection.
Keywords: isoliquiritigenin; Staphylococcus aureus; innate immunity; phagocytosis; oxidative burst; phagocyte migration
List of abbreviations: ROI(s) – reactive oxygen intermediate(s); DHR 123 – dihydrorhodamine 123; DMSO – dimethylsulfox-
ide; ISL – isoliquiritigenin; CFUs – colony-forming units; ConA – concanavalin A; NADP-oxidase – nicotinamide adenine dinu-
cleotide phosphate oxidas; NTs – neutrophil traps; FITC – fluorescein isothiocyanate; PMA – phorbolmyristate acetate; phor-
bol-12 myristate-13-acetate; MTT – 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; OD – optical density

ВВЕДЕНИЕ
Распознавание и элиминация микробных патоге-

нов макроорганизмом происходит за счет активации 
врожденного и адаптивного звеньев иммунитета. 
Врожденный иммунитет предупреждает внедрение 
микробов в ткани и способен удалить их до включения 
механизмов приобретенного иммунитета. Врожден-
ные иммунные реакции на патоген практически мо-
ментальные и основаны преимущественно на реак-
циях воспаления и фагоцитоза, тогда как адаптивный 
иммунный ответ включается лишь через несколько 
дней (оптимально – 7–14 дней), так как требует про-
лиферации и дифференцировки лимфоцитов.

Значительная бактериальная нагрузка в модели 
острой бактериальной инфекции вызывает леталь-
ный исход лабораторных животных в течение первых 
дней наблюдения. Такая модель инфекции позволя-
ет оценить не только антибактериальные эффекты 
исследуемых соединений, но и его влияние на функ-
ции эффекторов врожденного иммунитета [1], среди 
которых фагоциты играют важнейшую роль.

Полифенольные соединения высших растений 
(флавоноиды) обладают широким спектром биоло-
гической активности, в том числе антимикробными и 
иммуномодулирующими эффектами [2]. Так, напри-
мер, парентеральное введение флавоноидов корня 
солодки повышает резистентность мышей к острой 
стафилококковой инфекции в таких дозах, которые 
значимо не влияли на функции эффекторов врожден-
ного иммунитета [3], но предотвращали активацию и 
пролиферативный ответ лимфоцитов [4]. Из корней 
солодки выделены десятки различных флавоноидов, 
одним из основных является изоликвиритигенин 
(ИЛГ). ИЛГ в различных концентрациях проявляет ан-

тибактериальные свойства, влияет на пролиферацию 
лимфоцитов и секрецию ими цитокинов на ранних 
этапах иммунного ответа при стафилококковой ин-
фекции у мышей [2]. 

ЦЕЛЬ. Изучение влияния ИЛГ на функцию челове-
ческих и мышиных фагоцитов, а также его эффектив-
ности в модели стафилококковой инфекции у мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Тестируемый агент
В качестве тестируемого вещества использовали 

ИЛГ (чистота 98%, Xi’An YiyangBio-Tech Co., Китай). В 
экспериментах использовали раствор ИЛГ в диме-
тилсульфоксиде (ДМСО, Panreac, Испания) так, чтобы 
in vitro конечная концентрация растворителя в опыт-
ных образцах не превышала 1%. Учитывая, что МПК 
ИЛГ в отношении S. aureus J49 ATCC 25923 64 мкг/мл 
[5], для экспериментов in vitro использовали ИЛГ в 
диапазоне концентраций 16-128 мкг/мл. В серии экс-
периментов in vivo матричный раствор ИЛГ в ДМСО 
разводили в фосфатно-солевом буфере (pH=7,4, 
PanEcoLLC, Россия), вводили внутрибрюшинно в объ-
еме 0,5 мл в виде истинного раствора с концентраци-
ей ДМСО не более 5%. Учитывая низкую токсичность 
и биодоступность ИЛГ [2], в экспериментах in vivo 
ИЛГ вводили внутрибрюшинно в суммарной дозе 30 
мг/кг. Контрольным образцам/группам вместо ИЛГ 
вводили соответствующие объемы/концентрации 
растворителя.

Бактериальный штамм и условия
его культивирования
Культивирование штамма S. aureus J49 ATCC 25923 

(ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицин-
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ского применения» Минздрава России (г. Москва, 
Россия)) осуществляли в бульоне Мюллера-Хинтона 
(Medicaplus LLS, Россия) при 37°C в стеклянных аэри-
руемых флаконах. Для экспериментов in vitro и in vivo 
из ночной бактериальной культуры, находящейся в 
средней log-фазе, готовили разведения для культиви-
рования и внутрибрюшинного введения животным. 
Для подсчета колониеобразующих единиц (КОЕ) из-
меряли оптическую плотность (OD) бактериальной 
суспензии при 630 нм в микропланшетном фотометре 
(ImmunoChem 2100, США) с использованием стандар-
та МакФарланда, исходя из соотношения: 1 оптиче-
ская единица OD630 = 8,5×108 КОЕ/мл.

Экспериментальные животные
Мыши Balb/С (самцы, 20–22 г, 6–8 недель) были 

получены от научно-производственного предприя-
тия «Питомник лабораторных животных» Институ-
та биологии Российской академии наук (г. Пущино, 
Россия). Уход за животными и обращение с ними 
осуществляли в соответствии с принципами ARRIVE 
[6]. Животные содержались при свободном доступе 
к воде и пище. Для экспериментов мыши случайным 
образом распределялись на группы по 8 особей. Вы-
ведение из эксперимента осуществляли без наркоза 
путем декапитации или цервикальной дислокации. 
При выполнении экспериментов были соблюдены 
положения Хельсинкской декларации (Бразилия, 
2013 г.), протокол данных экспериментов был одо-
брен этическим комитетом ФГБОУ ВО «Чувашский 
государственный университет им. И.Н. Ульянова» 
(протокол № 20-04 от 17.04.2020 г.).

Получение крови здоровых добровольцев
Для определения поглотительной активности фа-

гоцитов крови человека и продукции ими активных 
форм кислорода в день эксперимента производили 
забор крови в гепаринизированные пробирки у здо-
ровых добровольцев (60 человек) в возрасте 18–25 
лет после получения добровольного информирован-
ного согласия. Протокол данных экспериментов был 
одобрен этическим комитетом ФГБОУ ВО «Чуваш-
ский государственный университет им. И.Н. Ульяно-
ва» (протокол № 20-04 от 17.04.2020 г.).

Получение флюоресцеинизотиоцианат-
меченого S. aureus
Для инактивации S. aureus J49 ATCC 25923 осу-

ществляли экспозицию ночной бактериальной куль-
туры на водяной бане при 95ºC в течение 30–40 ми-
нут, затем центрифугировали (1000 g, 25 мин.) [7]. 
Убитые осажденные бактерии однократно отмывали 
карбонатно-бикарбонатным буфером (0,1 М, pH 9,5) 
и готовили клеточную суспензию с концентрацией 
бактерий 2×108 микробных тел на 1 мл. К инакти-
вированной бактериальной суспензии добавляли 
флюоресцеинизотиоцианат (ФИТЦ), растворенный в 
ДМСО, из расчета 0,05 мг на 108 бактерий с последую-
щей инкубацией в течение 1 ч. при комнатной темпе-

ратуре без доступа света. Затем инактивированные 
бактериальные клетки трехкратно отмывали фосфат-
но-солевым буфером центрифугированием (1000 g, 
10 мин.) и готовили разведение взвеси ФИТЦ-мече-
ных бактерий до концентрации 5×108 микробных тел 
на 1 мл. Аликвоты хранили при температуре –70ºС.

Модель инфекции S. aureus у мышей
Суспензию S. aureus в фосфатно-солевом буфе-

ре вводили внутрибрюшинно 109 КОЕ/мышь. День 
заражения считали нулевым днем эксперимента. 
Выживание мышей оценивали каждые 6 ч. в первый 
день; со второго дня и в последующие 20 дней экс-
перимента – ежедневно. Экспериментальным жи-
вотным перед заражением вводили ИЛГ (общая доза 
30 мг/кг, трехкратно через 4 ч., внутрибрюшинно). В 
качестве референта животным контрольной группы 
вводили соответствующие объемы и концентрации 
растворителя.

Оценка хемотаксиса фагоцитов
Для оценки миграции фагоцитов в брюшную по-

лость руководствовались методикой, предложенной 
Miyazaki [8]. Экспериментальные животные были 
разделены на 4 группы, которые получали: группа 
1 (отрицательный контроль) – стерильный фосфат-
но-солевой буфер трехкратно (0,5 мл, внутрибрю-
шинно); группа 2 – стерильный раствор пептона в 
фосфатно-солевом буфере (3% – 3 мл, внутрибрюш-
инно); группа 3 – трехкратно растворитель (5% – 0,5 
мл, внутрибрюшинно), затем – стерильный раствор 
пептона в фосфатно-солевом буфере (3% – 3 мл, вну-
трибрюшинно); группа 4 – ИЛГ (внутрибрюшинно, 
трехкратно), затем стерильный раствор пептона в 
фосфатно-солевом буфере (3% – 3 мл, внутрибрю-
шинно). Спустя 24 ч. и 72 ч. животных выводили из 
эксперимента и внутрибрюшинно вводили по 20 мл 
фосфатно-солевого-буфера. Полученные после паль-
паторного массирования брюшка промывные воды 
отбирали в пластиковые пробирки для последующе-
го центрифугирования. Осажденные клетки подсчи-
тывали в камере Горяева. После рассчитывали ин-
декс стимуляции как отношение количества клеток в 
группах, получавших пептон, к числу клеток в группе 
отрицательного контроля.

Оценка поглотительной активности 
фагоцитов
Оценку поглотительной активности фагоцитов 

осуществляли с использованием проточной цито-
метрии [7]. Для этого к образцам гепаринизирован-
ной крови человека добавляли ИЛГ в концентра-
циях 16-128 мкг/мл. Экспериментальные образцы 
культивировали 30 минут (t=37ºC, φ=100%, СО2 = 
5%). Затем к образцам добавляли ФИТЦ-меченый S. 
aureus и продолжали инкубацию также в течение 30 
минут (t=37ºC, φ=100%, СО2=5%). По истечению вре-
мени инкубации для лизиса эритроцитов добавля-
ли лизирующий раствор (Backman Coulter, USA) и 
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инкубировали 10 минут. Образцы анализировали 
на проточном цитометре Cytomics FC500 (Backman 
Coulter, USA) и рассчитывали фагоцитарный индекс 
(количество фагоцитов, поглотивших ФИТЦ-мечен-
ные бактерии, к общему числу фагоцитов), а также 
интенсивность флуоресценции.

Оценка продукции активных форм
кислорода фагоцитами
Оценку продукции активных форм кислоро-

да фагоцитами осуществляли с использованием 
проточной цитометрии [7]. Для постановки теста 
форбол-12-миристат-13-ацетат(ФМА)-индуци-
рованного «кислородного взрыва» к образцам 
гепаринизированной крови человека, предвари-
тельно инкубированным с ИЛГ в концентрациях 
16–128 мкг/мл 30 минут (условия инкубации: t=37°C; 
φ=100%; СО2=5%), добавляли ФМА (0,1 мкг/мл, об-
разцы с активированными фагоцитами) или 0,2% 
ЭДТА (контрольные, не стимулированные образцы 
фагоцитов <1% ДМСО) и инкубировали 10 минут. 
После инкубации к образцам добавляли флуоро-
генный субстрат дигидрородамин 123 (ДГР 123) и 
инкубировали еще в течение 10 минут. Лизирован-
ные образцы крови анализировали на проточном 
цитометре Cytomics FC500 (Backman Coulter, USA) 
определяли процент активированных нейтрофи-
лов и моноцитов, а также показатели спонтанной и 
стимулированной интенсивности флуоресценции.

Статистический анализ
Все эксперименты были выполнены не менее, 

чем в трех повторениях. Полученные данные были 
статистически обработаны с помощью программно-
го обеспечения GraphPadPrism 8.4.0. Для оценки ди-
намики гибели мышей строили кривые Каплан-Мей-
ера. Полученные результаты подчинялись закону 
нормального распределения, обрабатывались мето-
дами вариационной статистики и представлялись в 
виде среднего арифметического значения (M) ± стан-
дартной ошибки среднего (SEM). Достоверность раз-
личий между группами в экспериментах определяли 
по критерию Стьюдента, проводя парное сравнение. 
Различия считались достоверными при р<0,05, где  
р – уровень значимости. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние ИЛГ на выживаемость мышей Balb/C 
при заражении S. Aureus J49 ATCC 25923
Установлено, что при заражении 109 КОЕ/мышь 

в обеих экспериментальных группах на второй день 
эксперимента отмечалось начало гибели живот-
ных. В контрольной группе смертность нарастала 
более динамично, и к 4-му дню выживаемость со-
ставила лишь 17,0±7,6% (рис. 1). В группе, полу-
чавшей предварительные инъекции ИЛГ в дозе 
30 мг/кг, выживаемость была достоверно выше и 
на 7-й день эксперимента составила 67,0±16,5%  
(p <0,05).

Влияние ИЛГ на пептон-индуцированную 
миграцию фагоцитов в брюшную полость 
мышей 
Миграцию фагоцитов в брюшную полость оцени-

вали, рассчитывая индекс стимуляции – количество 
клеток, стимулированных внутрибрюшинной инъ-
екцией пептона, относительно фосфатно-солевого 
буфера. Индексы стимуляции у мышей, получавших 
ИЛГ, и контрольных животных, стимулированных 
пептоном, достоверно не отличались друг от друга 
(рис. 2). Так, через 24 ч. индекс стимуляции в кон-
трольной группе составлял 2,4±0,1 против 2,0±0,1 
группы, получавшей ИЛГ; через 72 ч. значения ин-
декса стимуляции характеризовались значениями 
1,6±0,1 (контрольная группа) по сравнению с 1,8±0,1 
(группа, получавшая ИЛГ).

Влияние ИЛГ на поглотительную активность 
фагоцитов крови человека
Изучение влияния ИЛГ на поглотительную ак-

тивность фагоцитов проводилось цитофлуориме-
трическим методом. Было показало, что предва-
рительная обработка фагоцитов ИЛГ in vitro не 
приводит к достоверному изменению процента фа-
гоцитирующих нейтрофилов и моноцитов по срав-
нению с контролем (табл. 1). В контрольных образ-
цах фагоцитарный индекс у нейтрофилов составил 
93,9±6,0%, а у моноцитов – 73,9±14,1%. В концен-
трации ИЛГ 128 мкг/мл наблюдалась недостовер-
ная тенденция к снижению фагоцитарного индекса-
нейтрофилов (92,5±5,5%) и моноцитов (64,1±13,7%). 
Однако при оценке интенсивности флуоресценции 
показано, что в сравнении с контролем в образцах 
с добавлением ИЛГ происходит увеличение доли 
флуоресцирующих нейтрофилов (184,8±44,8 Ед про-
тив 145,5±41,1 Ед) и моноцитов (58,5±17,2 Ед против 
64,1±18,1 Ед).

Влияние ИЛГ на продукцию АФК 
фагоцитами крови человека
Было оценено влияние ИЛГ на продукцию АФК 

фагоцитами без их активации ФМА (табл. 2). При 
этом в отсутствии ИЛГ доля флуоресцирующих ней-
трофилов (3,9±1,8%) и моноцитов (3,0±2,0%) была 
очень низкой. По сравнению с контрольными пока-
зателями добавление ИЛГ дозозависимо увеличива-
ло долю флуоресцирующих нейтрофилов в концен-
трациях 128 мкг/мл (100,0±0,1%; р<0,05), 64 мкг/мл 
(99,6±0,5%; р<0,05), 16 мкг/мл (34,7±8,9%; р<0,05), 
а в концентрациях 128 мкг/мл (86,2±11,7%; p<0,05), 
64 мкг/мл (47,2±18,7%; p<0,05) – процент флуорес-
цирующих моноцитов (рис. 3). В то же время интен-
сивность флуоресценции нейтрофилов достоверно 
отличалась от показателей контроля (2,5±0,3 Ед) в 
присутствии ИЛГ 128 мкг/мл (6,6±1,6 Ед; р<0,05),  
64 мкг/мл (3,8±0,2 Ед; p<0,05), а моноцитов – при  
128 мкг/мл (3,0±0,15 Ед; р<0,05).



143

 RESEARCH ARTICLE

Volume IX, Issue 2, 2021

Рисунок 1 – Выживаемость мышей Balb/C, зараженных S. aureus J49 ATCC 25923
Примечание: группа А – контроль, 109 КОЕ/мышь; группа В – предварительное введение ИЛГ (30 мг/кг), 109 КОЕ/мышь
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Рисунок 2 – Влияние ИЛГ на миграцию фагоцитов в брюшную полость мышей Balb/C
Примечание: А – контроль; В – ИЛГ

Таблица 1 – Влияние ИЛГ на показатели фагоцитарного индекса (%) и интенсивности флуоресценции (ЕД) 
нейтрофилов и моноцитов крови человека

Фагоциты Контроль 128 мкг/мл 64 мкг/мл 16 мкг/мл

Нейтрофилы
% 93,9±6,0 92,5±5,5 92,1±7,6 95,6±2,4

Ед. 145,5±41,1 184,8±44,8 * 129,1±55,6 118,1±40,5

Моноциты
% 73,9±14,1 64,1±13,7 71,4±11,2 71,4±11,4

Ед. 64,1±18,1 58,5±17,2 * 51,4±21,9 45,4±15,4 

Примечание: * – достоверные изменения при р <0,05
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Таблица 2 – Влияние ИЛГ на продукцию АФК нейтрофилами и  макрофагами/моноцитами крови человека

Контроль
ИЛГ

128 мкг/мл 64  мкг/мл 16 мкг/мл

Нейтрофилы
Активация ФМА

% 93,3±14,9 100,0±0,1 99,9±0,1 99,5±0,4
Ед 11,3±3,7 15,8±3,0 * 14,8±4,2 * 14,1±5,2

Без активации ФМА
% 3,9±1,8 100,0±0,1 * 99,6±0,5 * 34,7±8,9 *
Ед 2,5±0,3 6,6±1,6 * 3,8±0,2 * 2,1±0,2

Моноциты
Активация ФМА

% 44,5±27,2 97,8±1,8 * 88,1±7,8 * 62,7±17,7
Ед 3,4±0,7 6,0±1,3 * 4,6±1,1* 4,0±1,0

Без активации ФМА
% 3,0±2,0 86,2±11,7 * 47,2±18,7 * 4,6±2,4
Ед 2,3±0,5 3,0±0,15 * 2,3±0,2 2,4±0,7

Примечание: Ед – единицы интенсивности флуоресценции; * – достоверные изменения при р <0,05

А В С

Контроль 
без 

активации 
ФМА 

Контроль с 
активацией 

ФМА

ИЛГ = 128 
мкг/мл без 
активации 

ФМА

ИЛГ = 128 
мкг/мл с 

активацией 
ФМА

Рисунок 3 – Распределение клеток крови по боковому светорассеянию (А) и гистограммы флуоресценции, 
соответствующие гейтам нейтрофилов (красный) и  макрофагов/моноцитов (зеленый) (В, С)
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Также было изучено влияние ИЛГ на способ-
ность человеческих фагоцитов продуцировать АФК в 
ответ на активатор протеинкиназы С – ФМА. В кон-
трольных образцах количество нейтрофилов, проду-
цировавших АФК, составило 93,3±14,9%, моноцитов 
– 44,5±27,2% (табл. 2). В присутствии ИЛГ в концен-
трациях 128 мкг/мл, 64 мкг/мл и 16 мкг/мл наблю-
далась незначимая тенденция к дозозависимому 
увеличению доли флуоресцирующих нейтрофилов: 
100,0±0,1% (р=0,07), 99,9±0,1% (р=0,07) и 99,5±0,4% 
(р=0,08) соответственно (рис. 2). По сравнению с 
контрольными образцами (11,3±3,7 Ед) в присут-
ствии ИЛГ в концентрациях 128 мкг/мл (15,8±3,0 Ед, 
р<0,05) и 64 мкг/мл (14,8±4,2 Ед, р<0,05) отмечено 
достоверное увеличение интенсивности флуорес-
ценции, а в концентрации 16 мкг/мл – наблюдалась 
лишь тенденция к таковому (14,1±5,2 Ед, р=0,09).При 
оценке функций моноцитов в присутствии ИЛГ в кон-
центрациях 128 мкг/мл (97,8±1,8%, p<0,05), 64 мкг/
мл (88,1±7,8%, p<0,05) наблюдалась дозозависимое 
значимое увеличению количества флуоресцирую-
щих клеток по сравнению с контрольными значе-
ниями (44,5±27,2 Ед). Данные по повышению доли 
флуоресцирующих моноцитов при экспозиции с ИЛГ 
в концентрациях 64–128 мкг/мл были сопоставимы 
с дозозависимым увеличением степени их флуорес-
ценции (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Настоящее исследование посвящено изучению 

влияния ИЛГ на некоторые механизмы врожденно-
го иммунитета (функции фагоцитов) как возможных 
факторов, влияющих на выживаемость в ранние 
сроки бактериальной инфекции. Парентеральное 
введение ИЛГ до заражения мышей повышало вы-
живаемость экспериментальных животных в моде-
ли стафилококкового сепсиса и септического шока, 
когда на фоне выраженной бактериальной нагруз-
ки 1,5×109 КОЕ/мышь животные погибали в первые 
24–48 ч [5]. В настоящем эксперименте, при инфи-
цирующей дозе 109 КОЕ/мышь, динамика гибели 
отличалась (животные погибали позже), но предва-
рительное внутрибрюшинное введение ИЛГ также 
было эффективным и увеличивало продолжитель-
ность жизни мышей линии Balb/С. 

В экспериментах установлено, что ИЛГ обладает 
антибактериальной активностью [5]. Однако анти-
бактериальная активность проявляется при достаточ-
но больших концентрациях (64 мкг/мл), вероятность 
достижения и поддержания которой в биологиче-
ских жидкостях/очагах инфекции в условиях in vivo 
низкая, тем более что ИЛГ имеет довольно короткий 
период полувыведения [9, 10]. Учитывая эти особен-
ности, в настоящей работе был сделан акцент на изу-
чение влияния ИЛГ на функции фагоцитов.

Фагоциты представляют собой эффекторные 
клетки врожденного иммунитета, осуществляющие 

первую линию защиты при инвазии инфекционных 
патогенов. Основными этапами фагоцитарных ре-
акций являются хемотаксис, поглощение, киллинг и 
переваривание инфекционного патогена. Влияние 
на хемотаксис было изучено в модели, индуциро-
ванной пептоном, миграции фагоцитов в брюшную 
полость мышей [8]. Выявлено, что ИЛГ не оказывает 
подавляющего влияния на миграцию фагоцитов как 
через 24 ч. (хемотаксис преимущественно нейтрофи-
лов), так и через 72 ч. (хемотаксис преимущественно 
макрофагов).

Поглощение фагоцитами инфекционного аген-
та реализуется за счет таких механизмов, как: сбли-
жение фагоцита и патогена; установление контакта; 
подготовка к погружению; обволакивание патогена; 
замыкание мембраны; поглощение объекта. Данные 
этапы суммарно оценивались с применением ци-
тометрического метода и ФИТЦ-меченых бактерий. 
В качестве бактериального агента для фагоцитоза 
использовали коллекционный штамм S. aureus J49 
ATCC 25923. В исследуемом диапазоне концентраций 
(16–128 мкг/мл) ИЛГ не снижал долю нейтрофилов 
и моноцитов, способных поглощать бактериальные 
клетки. Однако интенсивность флуоресценции мо-
ноцитов при экспозиции с некоторыми концентра-
циями ИЛГ имела тенденцию к снижению. Но дан-
ный факт не является значимым, так как в больших 
концентрациях ИЛГ способен реализовывать прямую 
антибактериальную активность. 

Таким образом, внутрибрюшинное введение 
ИЛГ в суммарной дозе 30 мг/кг значимо не влияет 
на хемотаксис нейтрофилов и макрофагов в ответ на 
стандартный активатор миграции пептон у мышей 
Balb/С, а также в диапазоне концентраций 16–128 
мкг/мл не ингибирует поглотительную функцию ней-
трофилов и моноцитов крови человека в отношении 
штамма S. aureus J49 ATCC 25923. Следует отметить, 
что в указанных концентрациях ИЛГ выражено ин-
гибирует пролиферацию митоген-активированных 
T-лимфоцитов [5], что свидетельствует о том, что ИЛГ 
проявляет селективные супрессивные свойства в от-
ношении эффекторов адаптивного иммунитета, не 
затрагивая основные врожденные иммунные реак-
ции фагоцитов.

Киллинг и переваривание фагоцитами бактери-
альных патогенов происходят за счет кислородно-
го (продукция АФК) и азотного метаболизма. АФК 
– группа высокореактивных кислородсодержащих 
химических веществ, связанных не только с патоло-
гическими (хроническое воспаление, патологическая 
пролиферация клеток) [11], но и с физиологически-
ми процессами (выживание, рост, пролиферация и 
дифференциация клеток, иммунный ответ) [12]. В 
частности, важным звеном в реализации врожден-
ных иммунных реакций является запуск массивной 
продукции АФК («кислородный взрыв») в фагоци-
тах. Инициирует начало «кислородного взрыва» 

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-2-139-148
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никотинамидадениндинуклеотидфосфатоксидаза 
(НАДФН-оксидаза) (в фагоцитах основной изофор-
мой является НАДФН-оксидаза 2 типа) [13], актива-
ция которой может происходить в сигнальном каска-
де, связанном с протеинкиназой С, форболовыми 
эфирами (например, ФМА) [14]. В связи с этим влия-
ние ИЛГ на переваривающую способность фагоцитов 
оценивали по продукции АФК нейтрофилами и мо-
ноцитами с применением флуорогенного субстрата 
ДГР 123, который взаимодействует с АФК с образо-
ванием флуорохрома родамина 123. Интенсивность 
«кислородного взрыва» оценивалась при помощи 
проточной цитометрии. В ходе экспериментов уста-
новлено, что добавление ИЛГ (16-128 мкг/мл) даже 
к не активированным ФМА клеткам дозозависимо 
увеличивало долю флуоресцирующих нейтрофилов 
и моноцитов, а также интенсивность флуоресценции 
по сравнению с контрольными пробами, что свиде-
тельствует о накоплении АФК в фагоцитах. Добавле-
ние ИЛГ к ФМА-активированным фагоцитам также 
увеличивало продукцию АФК в сравнении с ФМА-ак-
тивацией без экспозиции с ИЛГ. При этом наблюда-
лись суммационные эффекты по показателю интен-
сивности флуоресценции. Так, сумма интенсивности 
флуоресценции ФМА-активированных нейтрофилов 
(11,3±3,7 Ед) и нейтрофилов, не активированных 
ФМА, но инкубированных с ИЛГ (128 мкг/мл) (6,6±1,6 
Ед), сопоставима со значениями интенсивности флу-
оресценции ФМА-активированных нейтрофилов, 
инкубированных с ИЛГ в дозе 128 мкг/мл (15,8±3,0 
Ед). Аналогичная суммация эффекта выявлена в об-
разцах моноцитов.

С другой стороны, флавоноиды хорошо известны 
как антиоксиданты, которые могут снижать продук-
цию АФК фагоцитами. Так, например, ресвератрол 
подавляет активность НАДФН-оксидазы, миелоперок-
сидазы и, как следствие, образование хлорноватистой 
кислоты [15]. АФК участвуют в реализации одного из 
механизмов врожденного иммунного ответа – фор-
мировании «нейтрофильных ловушек» (НЛ) [16]. Ак-
тивированные бактериями (S. aureus и E. coli) либо 
химическими веществами (ФМА) нейтрофилы произ-
водят АФК и образуют нейтрофильные внеклеточные 
конгломераты, которые направлены на сдерживание 
бактериальное диссеминирования из очага инфекции 
[17]. Однако имеются данные, что чрезмерная актива-

ция НЛ ухудшает микроциркуляцию в очаге воспале-
ния [18, 19]. Продемонстрировано, что флавоноиды 
(эпикатехин, катехин-гидрат и тригидрат рутина, а 
также лютеолин, кемпферол) подавляют образование 
АФК-зависимых НЛ [20, 21], а ресвератрол улучшает 
функции легких во время острых инфекций дыхатель-
ных путей или хронических воспалительных заболева-
ний легких [22].

В некоторых биологических системах, а также 
в больших концентрациях природные полифенолы 
могут демонстрировать прооксидантные свойства 
[23–26]. Так, ИЛГ повышает продукцию АФК в различ-
ных опухолевых клетках [27], что рассматривают как 
один из его противоопухолевых механизмов. По-ви-
димому, аналогичные механизмы продукции АФК 
при участии флавоноидов возможны в нейтрофилах 
и моноцитах, что продемонстрировано в настоящем 
исследовании в образцах с ИЛГ. Возможно, что это 
имеет значение в реализации антистафилококковых 
эффектов флавоноидных соединений. Однако, следу-
ет учитывать и возможность необратимого повреж-
дения митохондрий, гибели макрофагов, вызванных 
увеличением выработки АФК и диссеминации погло-
щенных бактерий при незавершенном фагоцитозе, 
что продемонстрировано при исследовании ресве-
ратрола в отношении микобактерий [28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что предварительное внутрибрюш-

инное введение ИЛГ в дозе 30 мг/кг самцам мышей 
Balb/С достоверно увеличивает выживаемость жи-
вотных в модели инфекционного процесса, вызван-
ного S. aureus J 49 ATCC 25923, не ингибирует хемо-
таксис нейтрофилов и макрофагов у мышей Balb/С. 
Также выявлено, что ИЛГ в концентрациях 16–128 
мкг/мл статистически значимо не влияет на поглоще-
ние моноцитами и нейтрофилами периферической 
крови человека S. aureus J49 ATCC 25923, но дозоза-
висимо увеличивает количество фагоцитов, продуци-
рующих АФК, а также интенсивность «кислородного 
взрыва» активированных нейтрофилов и моноцитов 
периферической крови человека. Таким образом, 
эти эффекты вкупе могут рассматриваться как один 
из возможных механизмов выживаемости мышей в 
ранние сроки развития стафилококковой инфекции у 
мышей.
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Цель. Исследование фармакокинетических свойств соединения RU-1205, с ранее выявленным каппа-агонистическим 
и анальгетическим действием, при однократном пероральном введении, а также сопоставление взаимосвязи между 
его фармакокинетическими и обезболивающими свойствами.
Материалы и методы. Фармакокинетические параметры RU-1205 после перорального введения в дозе 50 мг/кг ис-
следовали с помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии с определением концентрации сое-
динения по предварительно построенному калибровочному графику. Рассчитывали показатели площади под фарма-
кокинетической кривой, клиренса, периода полувыведения, время пребывания в организме молекулы препарата, 
общего (кажущегося) объём распределения, а также показатель абсолютной биодоступности. Изучали тканевое рас-
пределение и экскрецию RU-1205. Осуществляли прогноз возможных метаболитов соединения RU-1205 с помощью 
программы «PALLAS 3.00». Исследование анальгетической активности проводили на модели центральной соматоген-
ной боли при электрическом раздражении с оценкой динамики амплитуды напряжения соответствующей реакции 
«отдергивания хвоста».
Результаты. Изучаемое соединение быстро адсорбируется из желудочно-кишечного тракта с достижением макси-
мальной концентрации к концу первого часа исследования и определяется в плазме в течение 12 часов. Период 
полувыведения составляет 17,7 ч. Абсолютная биодоступность при пероральном пути – 37,3%. Установлено, что сое-
динение выводится за 3–4 дня. Основной путь выведения внепочечный. Биотрансформация вещества вероятно про-
текает в основном с образованием окисленных форм исходной молекулы по реакциям первой фазы метаболической 
трансформации. Анальгетическое действие продолжительное: начинается через 15 минут и сохраняется в течении 12 
часов с выходом на плато к 8 часу.
Заключение. Исследуемое вещество подвергается длительному процессу элиминации при пероральном введении, 
имеет наибольшую тропность к органам элиминации и подвергается активным процессам биотрансформации в ор-
ганизме животных, в результате которых, возможно, образуются активные продукты метаболизма с анальгетической 
активностью. 
Ключевые слова: каппа-агонисты; опиоидные анальгетики; бензимидазолы; фармакокинетика; пероральный путь; 
биодоступность; экскреция; тканевое распределение
Список сокращений: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; AUC – площадь под фармакоки-
нетической кривой; Kel – константа элиминации; Cl – клиренс; T1/2 – продолжительность периода полувыведе-
ния; MRT – среднее время пребывания в организме молекулы; Vd – общий (кажущийся) объём распределения; 
fT – тканевая доступность; ACN – ацетонитрил; ЖКТ – желудочно-кишечный тракт; МАРК – митоген-активируемая 
протеинкиназа.
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The aim of the study is the investigation of the pharmacokinetic properties of the RU-1205 compound, with previously iden-
tified kappa-agonistic and analgesic effects, at a single oral administration, as well as comparison of the relationship between 
its pharmacokinetic and analgesic properties.
Materials and methods. Pharmacokinetic parameters of RU-1205 after the oral administration at the dose of 50 mg/kg were 
investigated using the method of High Performance Liquid Chromatography with determination of the concentration of the 
compound according to the previously constructed calibration schedule. The indices of the area under the pharmacokinetic 
curve, clearance, half-life, residence time of the drug molecule in the body, a total (apparent) volume of distribution, as well 
as the indicator of absolute bioavailability, were calculated. The tissue distribution and excretion of RU-1205 were studied. 
Potential metabolites of RU-1205 were predicted using the PALLAS 3.00 program. The study of the analgesic activity was 
carried out on a model of central somatogenic pain with electricalstimulation, with the dynamics assessment of the voltage 
amplitude of the corresponding reaction of the «tail-flick» reflex.
Results. The compound under study is rapidly adsorbed from the gastrointestinal tract, reaching a maximum concentration 
by the end of the first hour of the study, and is determined in plasma within 12 hours. Its half-life is 17.7 hours. The absolute 
oral bioavailability is 37.3%. It was found out that the compound is withdrawn within 3–4 days. The main route of excretion 
is extrarenal. Biotransformation of a substance probably proceeds mainly with the formation of oxidized forms of the initial 
molecule by reactions of the first phase of metabolic transformation. The analgesic effect is long-lasting: it starts after 15 
minutes and lasts for 12 hours with flattening of the curve by the 8th hour. 
Conclusion. When administered orally, the test substance undergoes a long process of elimination, has the greatest tropism 
for the elimination organs and undergoes active biotransformation processes in the body of animals. As a result of it, active 
metabolic products with an analgesic activity are, possibly, formed.
Keywords: kappa agonists; opioid analgesics; benzimidazoles; pharmacokinetics; peroral route; bioavailability; excretion; 
tissue distribution
List of abbreviations: HPLC – High Performance Liquid Chromatography; RCF – relative centrifugal field; AUC – area under 
the curve; Kel – elimination constant; Cl – clearance; T1/2 – half-life of a drug; MRT – mean residence time; Vd – Volume of 
distribution; AVD – apparent volume of distribution; TA – tissue availability; ACN – acetonitrile; GIT – gastrointestinal tract; 
МАРК – mitogen-activated protein kinase

ВВЕДЕНИЕ
На протяжении многих десятилетий опиоидные 

анальгетики продолжают оставаться основой фар-
макотерапии сильных болевых синдромов. Однако 
глобальный опиоидный кризис требует смены устояв-
шейся общепринятой практики клинического исполь-
зования опиоидов с необходимостью замены части 
традиционно используемых наркотических анальгети-
ков, обладающих узким терапевтическим индексом, 
выраженным наркогенным потенциалом, а также 
неоптимальной фармакокинетикой [1,2]. Неселек-
тивные агонисты опиоидных рецепторов (например, 
морфин), особенно в инъекционных лекарственных 

формах, имеют достаточно высокой риск немедицин-
ского использования в связи с выраженным нарко-
генным потенциалом (за счет активации преимуще-
ственно μ-опиоидных рецепторов). Это существенно 
затрудняет их нормативную доступность, осложняет 
работу медицинского персонала за счет сложных пра-
вил учета наркотических анальгетиков, повышения 
степени контроля в соответствии с Постановлением 
Правительства РФ № 681 от 30 июня 1998 года (ред. 
от 03.12.2020), и тем самым значительно лимитирует 
их клиническое применение, не обеспечивая в пол-
ной мере потребность пациентов в разрешенных для 
использования сильнодействующих анальгетиках [3].
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Для решения проблемы наркогенности опиоид-
ных обезболивающих средств предложено несколь-
ко направлений, одним из которых является поиск и 
разработка новых опиоидных анальгетиков с более 
безопасным профилем рецепторной активности, 
обусловленным избирательностью действия препа-
рата на различные подтипы опиоидных рецепторов, 
что позволит обеспечить повышение эффективности 
проводимой анальгезии совместно с минимизацией 
побочных эффектов [4, 5]. Парциальные агонисты и 
смешанные агонисты-антагонисты различных субпо-
пуляций опиоидных рецепторов (бупренорфин, бу-
торфанол, налбуфин), разрабатываемые с целью 
повышения селективности рецепторного профиля, 
нашли лишь ограниченное применение в клиниче-
ской практике, поскольку сохранили ряд негативных 
свойств традиционных опиатов, в частности нарко-
генность [6].

Изучение обезболивающих свойств RU-1205 на 
экспериментальных ноцицептивных моделях показа-
ло, что исследуемое соединение по анальгетической 
активности превосходит морфин и буторфанол [7] и, 
в отличие от препаратов сравнения, не вызывает уг-
нетения дыхания и не обладает фармакологическими 
свойствами, которые можно расценить как специфи-
ческие предикторы способности вещества формиро-
вать физическую зависимость, вызывать аверсию или 
аддикцию [8, 9]. Согласно современной концепции 
терапии выраженной хронической боли, неинвазив-
ные лекарственные формы опиоидных анальгетиков 
признаны наиболее эффективными и безопасными 
препаратами, обеспечивающими наилучшее каче-
ство жизни пациентов (кроме заключительных ста-
дий заболевания). Одним из важных преимуществ 
тестируемого вещества является его эффективность 
при различных способах введения, в том числе и при 
пероральном приеме. Это открывает перспективы 
создания на его основе эффективной пероральной 
таблетированной лекарственной формы, в отличие 
от буторфанола, который подвергается интенсивному 
метаболизму в печени и используется в медицинской 
практике только в виде раствора для инъекций [10].

Одной из необходимых стадий доклинических ис-
следований, на этапе создания новых оригинальных 
лекарственных средств препаратов, является изучение 
фармакокинетических параметров разрабатываемого 
соединения. Данные параметры позволят решить це-
лый спектр прикладных вопросов, таких как изучение 
степени всасывания и скорости адсорбции, биотранс-
формации, проницаемости лекарственных веществ че-
рез тканевые барьеры и распределения между кровью 
и периферическими тканями, выведения изучаемых 
препаратов, а также оценку биодоступности при внесо-
судистом введении лекарственного вещества [11].

ЦЕЛЬ. Исследование фармакокинетических 
свойств соединения RU-1205 при однократном пе-
роральном введении, а также изучение корреляции 

между его фармакокинетическими и обезболиваю-
щими свойствами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальные животные
Исследования проводились на половозрелых 

крысах-самцах, массой 200-230 г в количестве 74 осо-
бей, полученных из питомника лабораторных живот-
ных «Рапполово» РАМН (Санкт-Петербург, Россия). 
Животные до начала эксперимента подверглись адап-
тационному карантину в течение 14 дней в виварии 
кафедры фармакологии и биоинформатики ФГБОУ ВО 
ВолгГМУ Минздрава России. Крысы имели круглосу-
точный доступ к кормушкам и поилкам ad libitum, и со-
держались в стандартизированных условиях вивария 
(Постановление от 29.08.2014 № 51 «Об утверждении 
СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические 
требования к устройству, оборудованию и содержа-
нию экспериментально-биологических кли ник (вива-
риев)»; директива Европейского парламента и Совета 
Европейского Союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 
г. «О защите животных, использующихся для научных 
целей».). Животных содержали группами по 5 особей 
при регулируемом совмещенном световом режиме 
(12/12 ч) и температуре 20–22оС. За 12 часов до экспе-
римента животных лишали еды, но при этом имелся 
свободный доступ к воде. Эксперименты были одо-
брены региональным исследовательским этическим 
комитетом Волгоградской области (регистрационный 
номер IRB 00005839 IORG 0004900 (OHRP), протокол 
№ 2077-2018 от 30 октября 2018 г.).

Исследуемые вещества
Соединение RU-1205 представляет собой (диги-

дрохлорид 2-(4-фторфенил)-9-[2-(морфолин-4-ил)
этил]-9H-имидазо[1,2-а]-бензимидазола) (рис. 1) в 
виде субстанции синтезированой в НИИ физической 
и органической химии Южного Федерального Уни-
верситета г. Ростов-на-Дону. Чистота соединения со-
ставляла не менее 99,46%.

Дизайн исследования
На первом этапе исследования проводилось из-

учение фармакокинетических свойств соединения 
RU-1205 в дозе 50 мкг/кг при однократном внутри-
желудочном введении методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. Животные случайным 
образом были разделены на 7 групп – контрольную, 
получавшую растворитель 0,9% раствор натрия хло-
рида в объеме 100 мкл на 100 г веса животного, и 
6 групп, получавших соединение RU-1205 в дозе 
50 мкг/кг (n=6). Для внутрижелудочного введения 
использовался атравматический зонд №14 (Kent 
Scientific, США). С целью определения фоновых пи-
ков перед экспериментом производился забор кро-
ви у всех 42 животных с последующим получением 
образцов плазмы объемом 1,5–2 мл. После введе-
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ния соединения RU-1205 через 30 минут, 1, 2, 4, 8, 
12 часов животные подвергались декапитации с по-
мощью гильотины (OpenScience, Россия) с последую-
щим забором крови и органов. Декапитация и забор 
материала у животных из группы контроля произво-
дились через 20 минут после введения растворителя. 
Образцы крови стабилизировали 5% водным раство-
ром цитрата натрия («Полисинтез», Россия) (рН 6,0) 
с последующим центрифугированием в режиме 15 
мин при 3000 об/мин, RCF=604g (ELMI, Латвия) для 
получения плазмы. Для преципитации белков плаз-
мы и извлечения исследуемого вещества к образцам 
крови добавляли ацетонитрил в соотношении 1:1. 
Исследуемые органы (головной мозг, печень, почки, 
сердце, легкие, сальник и мышечная ткань) подвер-
гались измельчению и гомогенизации (Silent Crusher, 
Германия) до получения 20% водного гомогената.

Изучение тканевой биодоступности является не-
отъемлемой частью фармакокинетических исследо-
ваний новых соединений. После получения результа-
тов можно судить об интенсивности распределения 
веществ между периферическими тканями и органом 
мишенью (для соединения RU-1205 органом-мише-
нью является головной мозг). При изучении тканевой 
доступности соединения RU-1205 была исследована 
концентрация соединения в головном мозге, органах 
элиминации (печень, почки), в особенно васкуляри-
зированных тканях (сердце, легкие), умеренно кро-
воснабжаемых тканях (мышцы, для эксперимента 
выбрана четырехглавая мышца бедра), в слабо ва-
скуляризированных тканях (сальник) [12]. 

Количественное определение соединения RU-
1205 в плазме крови и гомогенатах органов изучалось 
по ранее разработанной методике [13] с помощью 
метода высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ) с диодноматричным детектировани-
ем на жидкостном хроматографе (Shimadzu, Япония). 
Определение осуществлялось установке, состоящей 
из хроматографической колонки SUPELCOSIL LC-18 
(5мкм 100 х 4,6мм) с диодноматричным ультрафи-
олетовым детектором (температура термостатиро-
вания 500С). Для приготовления подвижной фазы 
использовался ацетонитрил (УФ210) (Россия) в соот-
ношении 1:1 с буферной системой (однозамещен-
ный фосфат калия 50 mМоль, pH=5.0). Длина волны 
при детектировании составляла 205 нм, скорость 
потока подвижной фазы 1мл/мин. Концентрация со-
единения RU-1205 в пробах определялась по пред-
варительно построенному калибровочному графику. 
Для этого строили зависимость стандартных концен-
траций (0.5; 1; 5; 10; 25 мкг/мл) от площадей хрома-
тографических пиков по методу абсолютных стандар-
тов. Коэффициентом регрессии (R2) составлял 0,998.

Для оценки фармакокинетических свойств сое-
динения RU-1205 с помощью программного обеспе-
чения Microsoft Office Excel 2007 (США) рассчитыва-
лись следующие фармакокинетические параметры: 

1. AUC (Area Under the Curve) – площадь под фарма-
кокинетической кривой «концентрация – время» 
(модельно-независимым методом статистиче-
ских моментов [14]);

2. Kel – константа элиминации; 
3. Cl – клиренс;
4. T1/2 – продолжительность периода полувыведе-

ния;
5. MRT – среднее время пребывания в организме 

молекулы соединения RU-1205; 
6. Vd – общий (кажущийся) объём распределения. 

Оценка интенсивности проникновения соедине-
ния RU-1205 в различные органы и ткани проводи-
лась с использованием параметра тканевой доступ-
ности (fT), который представляет собой отношение 
значения AUC органа/ткани к AUC плазмы крови.

На втором этапе исследования проводилось изу-
чение экскреции соединения RU-1205 методом ВЭЖХ 
в пробах мочи и кала при однократном внутрижелу-
дочном введении. Эксперименты проводились на 
20 половозрелых крысах-самцах, случайным обра-
зом разделенных на контрольную и опытные группы 
(n=10). Опытной группе однократно вводилось соеди-
нение RU-1205 в дозе 50 мг/кг внутрижелудочно при 
помощи атравматического зонда, животные из груп-
пы контроля получали растворитель – 0,9% раствор 
натрия хлорида. После 24, 48, 72 и 96 часов в метабо-
лических камерах «Термопласт» (Италия) проводился 
забор проб. Образцы подвергались пробоподготовке 
и анализу, описанным выше методом ВЭЖХ.

На третьем этапе изучалась динамика анальге-
тической активности в зависимости от концентрации 
соединения RU-1205 в плазме крови при однократ-
ном внутрижелудочном введении в тесте электриче-
ского раздражения корня хвоста. Исследования про-
водились на 12 половозрелых крысах-самцах(n=6). 
Соединения RU-1205 вводилось однократно внутри-
желудочно в дозе 5 мг/кг при помощи атравматиче-
ского зонда, животным контрольной группы – 0,9% 
раствор натрия хлорида. В течение 12-ти часов про-
водилось изучение анальгетической активности в 
тесте электрического раздражения корня хвоста при 
нанесении стимуляции через подкожные электроды 
(прямоугольные импульсы с частотой 100 Гц, дли-
тельностью 10 мсек, продолжительность стимуляции 
1 сек) (Электростимулятор лабораторный ЭСЛ-2, Рос-
сия) при постепенном последовательном увеличении 
напряжения [15,16]. Величина болевого порога (до 
проявления спинального рефлекса «отдергивания 
хвоста») оценивалась, как показатель напряжения, 
выражаемый в вольтах. О наличии анальгетических 
свойств соединения RU-1205 судили на основании 
изменения амплитуды напряжения по сравнению с 
показателями контрольных животных.

Для прогнозирования возможных метаболи-
тов соединения RU-1205 использовали программу 
«PALLAS 3.00» (CompuDrug Chemistry Ltd.).  



153

 RESEARCH ARTICLE

Volume IX, Issue 2, 2021

Рисунок 1 – Структурная формула соединения RU-1205

А  Б

Рисунок 2 – Хроматограмма субстанции соединения RU-1205 в концентрации 5 мкг/мл 
в водном растворе (А) и биологическом материале (Б). время удерживания – 8,00–8,83 мин.

Рисунок 3 – Кинетическая кривая соединения RU-1205 в плазме крови крыс 
Примечание: введение – перорально, доза 50 мг/кг 

А Б

Рисунок 4 – Кумулятивная экскреция соединения RU-1205 через почки (А) и ЖКТ (Б)  
при внутрижелудочном введении

Примечание: по оси абсцисс – время, ч; по оси ординат – количество RU-1205, мкг 
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Таблица 1 – Прогноз возможных метаболитов соединения RU-1205 in silico (программа «PALLAS 3.00»)

А Б В

Г Д Е

Ж Структура соединения RU-1205

Рисунок 5 –  Зависимость динамики антиноцицептивной активности RU-1205  
при внутрижелудочном введении от концентрации соединения в плазме крови и времени
Примечание: по оси абсцисс – время (часы); по оси ординат: слева – изменение порога болевой чувствительности  

(∆% по отношению к контролю), справа – концентрация соединения в плазме крови (мкг/мл)



155

 RESEARCH ARTICLE

Volume IX, Issue 2, 2021

Статистическая обработка результатов
Статистическая обработка полученных данных 

проводилась с использованием программного обе-
спечения Microsoft Office Excel 2007 (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Используя разработанный метод количествен-

ного определения, были получены хроматограммы 
стандартных водных и плазменных растворов соеди-
нения RU-1205 (рис. 2).

Фармакокинетическая кривая изменения кон-
центрации субстанции соединения RU-1205 в плаз-
ме крови при пероральном введении представлена 
на рисунке 3. Как видно из рисунка, кинетическая 
кривая имеет двухфазный характер динамики из-
менения концентрации. Первая фаза повышения 
концентрации характеризует процесс всасывания ве-
щества. Быстрый этап повышения концентрации на-
чинается с 30 минуты, а максимальная концентрация 
соединения в плазме (Cmax=1,05 мкг/мл) достигается 
уже к 60 минуте исследования, что свидетельствует 
о быстрой адсорбции соединения RU-1205 из жеду-
дочно-кишечного тракта (рис.3). Вторая часть фарма-
кокинетической кривой характеризует элиминацию 
субстанции соединения из плазмы крови вначале с 
резким снижением концентрации в течение второ-
го часа исследования и последующим постепенном 
снижении на протяжении 12 часов, что свидетель-
ствует о длительном процессе элиминации. Пло-
щадь под фармакокинетической кривой составила  
27,56 мкг*час/мл. Продолжительный характер эли-
минации соединения RU-1205 также подтверждают 
высокие значения таких показателей, как Т1/2 и MRT, 
которые составляют 17,7 ч и 7,85 ч, соответственно, а 
также невысокий показатель – Cl – 1,81 л/час/кг.

Для характеристики распределения лекарствен-
ного вещества был рассчитан показатель кажущегося 
объема распределения (Vd), дающий возможность 
определить один из вариантов распределения сое-
динения: нахождение в плазме крови, не выходя за 
пределы сосудистого русла (при показателе меньше 
объема плазмы); распределение во внеклеточной и 
внутриклеточной жидкости (при сопоставимых пока-
зателях с общим количество жидкости в организме) 
или же нахождение в основном в тканях (при значе-
ниях выше общего объема жидкости организма). По-
лученное значение – 43,88 л/кг превосходит реальный 
объем жидкости в организме крыс (0,67 л/кг) более 
чем в 65 раз, что может указывать на интенсивное 
проникновение соединения в органы и ткани организ-
ма и депонирование в периферических тканях [17]. 

Абсолютную биодоступность определяли путем 
сравнительного изучения динамики концентраций 
исследуемого вещества в плазме крови после прие-
ма при пероральном и внутривенном пути. Данный 
показатель рассчитывали, как отношение площади 
под кривой при пероральном введении лекарствен-

ного вещества к показателю площади под кривой 
при внутривенном пути. На основании предыдущих 
исследований показатель AUC при внутривенном 
введении RU-1205 составляет 14,76 мкг*час/мл [18], 
исходя из чего абсолютная биодоступность при перо-
ральном пути соответствует 37,3%.

Основным результатом процессов распределе-
ния лекарственного вещества в организме является 
дальнейший транспорт его в зону потенциального 
действия, где оно взаимодействует со специфиче-
скими мишенями, представляющими из себя как 
целый орган, так и отдельные клетки или специфиче-
ские молекулярные структуры, определяющие фар-
макологический эффект препарата. Интенсивность 
проникновения изучаемого вещества в перифериче-
ские ткани характеризуются тканевой доступностью. 
Соединение RU-1205 интенсивно распределяется в 
тканях исследуемых органов, при этом было опре-
делено, что в распределении препарата по органам 
прослеживается значительная неоднородность. Ана-
лиз абсолютных величин тканевой доступности (fТ) 
соединения RU-1205 показал, что оно имеет наи-
меньшую тропность к сердцу, легким, селезенке, 
мышце. В печени и почках отмечается значительное 
содержание изучаемого вещества, с показателями 
AUC 17,65 и 82,94 мкг*час/мл, соответственно. Пара-
метр тканевого распределения для почечной ткани 
составил 3,01 и 0,64 для тканей печени соответствен-
но. Изучаемое вещество определяется в данных ор-
ганах-мишенях в течение 12 часов в печени и 8 часов 
в почках. Наибольшее содержание отмечалось в тка-
нях почек, что может свидетельствовать о преимуще-
ственном почечном выведении RU-1205. В высоких 
концентрациях соединение также определяется в 
жировой ткани, в сальнике, что, по-видимому, обу-
славливается его липофильностью. В головном мозге 
при пероральном введении содержание изучаемого 
вещества находится ниже порога определения. 

При исследовании экскреции RU-1205 после пе-
рорального введения было определено, что выведе-
ние соединения происходит посредством почечной 
экскреции и через кишечник. Так, с мочой исследу-
емое соединение выводится четверо суток и двое 
суток с калом. Интенсивность процесса экскреции в 
течение последующих трех суток исследования по-
сле перорального приема соединения представлена 
данными кумулятивной мочевой и кишечной экс-
креции (рис. 4). Кумулятивная экскреция с мочой со-
ставляет 65,12 мкг, что соответствует порядка 0,65% 
от введенной дозы. Также было обнаружено, что в 
моче определяется большее количество изучаемого 
вещества, чем в фекалиях (Рис. 4А.). При этом было 
выявлено, что внепочечный (метаболический) кли-
ренс соединения RU-1205 значительно преобладает 
над почечным, что по литературным данным свиде-
тельствует об активном метаболизме изучаемого ве-
щества в печени [19, 20]. 
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Изучение обезболивающих свойств соедине-
ния показало, что достоверное анальгетическое 
действие отмечается уже через 15 минут после пе-
рорального введения RU-1205. При этом латентный 
период ноцицептивной реакции возрастает на 16%. 
Антиноцицептивное действие постепенно нарастает 
и достигает наивысших значений к 4-ому часу после 
введения, затем плавно снижается, достигая порядка 
50% от максимальных показателей эффективности к 
8-ми часам наблюдения (рис. 5). Наблюдаемый обе-
зболивающий эффект носит продолжительный ха-
рактер, сохраняясь в течение 12 часов. 

Компьютерный прогноз метаболитов изучаемо-
го вещества in silico с использованием программы 
«PALLAS 3.00» позволил определить семь возможных 
метаболитов. Данные метаболиты в основном пред-
ставляют собой продукты реакций окисления, в част-
ности 3 прогнозируемых метаболита под шифрами 
«а», «г» и «ж», возможно, образуются в результате 
реакции гидроксилирования (табл.1).

ОБСУЖДЕНИЕ 
Одной из перспективных групп опиоидных аналь-

гетиков с избирательным механизмом действия без 
риска развития респираторной депрессии и наркоти-
ческой зависимости (характерной для μ-агонистов) 
в последние годы рассматриваются селективные 
каппа-опиоидные агонисты, которые в отличие от μ- 
или δ-агонистов наряду с высокой обезболивающей 
активностью не стимулируют дофаминергическую 
«reward» систему [6, 21–23]. Хотя агонисты каппа-о-
пиоидного рецептора уже давно признаны аналь-
гетиками с низким потенциалом злоупотребления, 
лимитирующим фактором продвижения каппа-се-
лективных анальгетиков первого поколения являют-
ся серьезные побочные эффекты, связанные с дисфо-
рией, ангедонией и галлюцинациями [24].

На сегодняшний день существуют агонисты опи-
оидных рецепторов, которые способны оказывать 
антиноцицептивное действие, при этом, не вызывая 
нежелательных психотропных эффектов. Возмож-
ность подобной активности объясняется избиратель-
ной активацией путей передачи сигнала от опиоид-
ного рецептора (избирательный функциональный 
сигналинг). Так, например, стимуляция μ -опиоидных 
рецепторов морфином, а κ-рецепторов селективным 
каппа-агонистом U 50488 вызывает активацию двух 
внутриклеточных каскадов Gi/0 и β – аррестинового 
[25, 26]. Это реализуется в эффективном обезболи-
вании, а также побочных эффектах в виде эйфории, 
формировании зависимости, угнетении дыхания 
(для морфина) и дисфории (для U 50488). Антиноци-
цептивные эффекты при активации любого из опи-
оидных рецепторов реализуются за счет активации 
Gi-протеинового пути, тогда как аддиктивный потен-
циал, дисфория и большинство других неблагопри-
ятных сопутствующих эффектов опиоидов обуслов-

лены β – аррестиновым каскадом внутриклеточных 
сигналов. За последнее десятилетие были идентифи-
цированы Gi-смещенные μ- и κ-опиоидные агонисты 
(PZM21, Oliceridine, Herkinorin), κ-агонисты с β -арре-
стин-смещенной антагонистической активностью, а 
также лиганды (Noribogaine), сочетающие свойства 
высокоэффективных Gi- активаторов и ингибиторов 
β-аррестина [27–29].

Механизм формирования дисфории и аверсии, 
индуцируемой каппа-рецепторными агонистами, 
состоит в активации митоген-активируемой протеин-
киназы – р38-МАРК по β –аррестиновому сигнально-
му пути [30]. Гипотеза о том, что высокоселективные 
каппа-рецепторные агонисты, выраженно не акти-
вирующие или же ингибирующие р38-MAP-киназ-
ный каскад внутриклеточных сигнальных реакций, 
стимуляция которого реализуется в каппа-опосре-
дованной аверсии, гипералгезии и воспалении, бу-
дут оказывать более выраженное обезболивающее 
действие без риска развития дисфории [31], послу-
жила предпосылкой к разработке новой технологии 
поиска каппа-селективных агонистов со свойствами 
ингибиторов р38-МАРК и перспективой создания на 
их основе конкурентно-способных анальгетиков без 
респираторного дистресс синдрома, наркогенного 
потенциала и дисфории. Большинство избиратель-
ных каппа-рецепторных лигандов и селективных 
ингибиторов р38-МАРК являются производными 
циклических азотсодержащих гетеросистем, к кото-
рым также относятся производные бензимидазола и 
конденсированные системы на его основе [32].

В результате целенаправленного комплексного 
изучения производных бензимидазола с помощью 
методов компьютерного моделирования in silico, а 
также в ходе экспериментальных исследований in 
vitro и in vivo были определены основные законо-
мерности каппа-рецепторных взаимодействий, ко-
торые были реализованы в интегральном скаффолде 
(2-п-фторфенилимидазо[1,2-a]бензимидазол) [33-
35], и позволили выявить оригинальную молекулу – 
соединение под лабораторным шифром  ̶̶  RU-1205. 
Каппа-рецепторный механизм действия соединения 
был лабораторно подтвержден на эксперименталь-
ной модели семявыносящего протока кролика (по-
казатель ингибирования электрически-индуциро-
ванного сокращения изолированного протока IC50 = 
2 nM), а также доказан с использованием неселек-
тивного опиоидного антагониста – налоксона и кап-
па-селективного антагониста норбинолторфимина, 
которые блокировали анальгетическую активность 
исследуемого соединения в тестах in vivo [36].

При пероральном введении в дозе 50 мг/кг мак-
симальное значение концентрации соединения RU-
1205 наблюдалось через 1 час после введения – время 
необходимое для проникновения через стенку ЖКТ и 
прохождения через печеночный барьер. Изучаемое 
вещество длительно циркулирует в плазме крови на 
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протяжении 12-ти часов. Продолжительный харак-
тер элиминации соединения RU-1205 также подтвер-
ждают высокие значения периода полувыведения и 
среднего времени пребывания в организме молекулы 
соединения RU-1205. Отмечается, что абсолютная био-
доступность субстанции соединения RU-1205 при пе-
роральном введении составляет 37%. Для сравнения, 
применяемый в клинике агонист каппа-опиоидных 
рецепторов буторфанола тартрат, в эксперименте на 
животных имеет низкое значение биодоступности при 
пероральном введении, составляющее менее 10%.

Полученные результаты изучения экскреции показа-
ли, что внепочечный (метаболический) клиренс соеди-
нения RU-1205 значительно преобладает над почечным. 
Это согласуется с данными литературы по изучению 
экскреции производных бензимидазола, из которых 
следует, что производные бензимидазола подвергаются 
интенсивным метаболическим превращениям в орга-
низме. Так показано, что афобазол (фабомотизол) после 
введения разными способами регистрируется в моче и 
кале лишь в незначительных количествах [37, 38], 80% 
введенной дозы омепразола выводится с мочой в виде 
метаболитов и небольшая часть – с калом [39].

При оценке компьютерного прогнозирования 
возможных метаболитов RU-1205 следует отметить, 
что во всех образующихся соединениях радикалом у 
атома С2 остается фторфенильный радикал, который 
предположительно участвует в развитии анальге-
тичекого эффекта [33]. Для всех метаболитов, кро-
ме метаболитов «д» и «е» характерно сохранение 
морфолинового радикала, который также участву-
ет в развитии обезболивания. Также на основании 
компьютерного анализа было установлено, что в 
процессе метаболизма RU-1205 возможен отрыв 
морфолинового радикала и, вероятно, изменение 
анальгетической активности (метаболит «д»).

Как в доклинических исследованиях, так и при 
дальнейшем клиническом применении новых пре-
паратов целесообразно проводить поиск взаимос-
вязей между фармакокинетическими показателями 
и эффектами лекарственного средства. Обсуждение 
таких корреляций является важным для понимания 
системы взаимоотношений фармакокинетических 
и фармакодинамических механизмов в действии 
будущего препарата. Поэтому следующим этапом 
исследования было изучение зависимости фармако-
динамических свойств (обезболивания) от фармако-
кинетики соединения RU-1205. 

В ранее проведенных исследованиях было вы-
явлено, что соединение оказывает дозозависимый 
анальгетический эффект, а среднеэффективная доза 
RU-1205 при пероральном пути введения составляет 
5 мг/кг [8]. Основной параметр, характеризующий сте-
пень биологической доступности препарата, площадь 
под фармакокинетической кривой RU-1205, увеличи-
вается с увеличением дозы линейно [40]. Учитывая 
чувствительность разработанного метода ВЭЖХ и 

возможность сопоставления данных фармакокине-
тики и фармакодинамики при линейной кинетике 
была оценена корреляция анальгетических эффек-
тов и фармакокинетики при разных дозах. При сопо-
ставлении фармакокинетических и обезболивающих 
свойств было определено, что разница в максималь-
ном обезболивающем эффекте и пике концентрации 
вещества в плазме составляет 3 часа. Данную разни-
цу можно объяснить особенностями проникновения 
соединения RU-1205 через гематоэнцефалический 
и печеночный барьер. При данном пути введения 
RU-1205 проникает в головной мозг в концентраци-
ях ниже пороговых и не определяется при изучении 
тканевой доступности, однако при этом наблюдается 
центральный анальгетический эффект, что позволяет 
предположить, что при биотрансформации соедине-
ния RU-1205, возможно, образуются активные мета-
болиты, обладающие анальгетическими свойствами. 
Из литературных источников известно, что для не-
которых опиоидных анальгетиков характерно обра-
зование активных метаболитов [41]. Так, например, 
в результате глюкуронизации морфина образуются 
основные метаболиты морфина, один из которых – 
морфин-6-глюкуронид, обладает выраженными обе-
зболивающими свойствами, превосходящими сам 
препарат морфин [42]. Другой опиоидный анальгетик 
(смешанного действия) – трамадол метаболизируется 
путем N- и О-деметилирования с последующей конъ-
югацией с глюкуроновой кислотой с образованием 
активного метаболита – моно-О-десметилтрамадо-
ла, который вызывает более выраженную активацию 
мю-рецепторов по сравнению с самим трамадолом 
[41]. Гидроморфон- полусинтетическое производное 
морфина, по фармакологическим свойствам близок 
к морфину, в том числе в плане биотрансформации. 
Он также интенсивно метаболизируется посредством 
глюкоронизации до гидроморфон-3-глюкуронида; 
другие второстепенные метаболиты включают не-
конъюгированный и конъюгированный дигидромор-
фин и дигидроизоморфин, гидроморфон-3-сульфат, 
норгидроморфон и нордигидроизоморфин [41]. Его 
метаболиты дигидроморфин и норгидроморфон об-
ладают той же потенцией, что и морфин. Метадон – 
опиоид, применяемый в ряде стран как анальгетик, а 
также при лечении наркотической зависимости (обо-
рот препарата в России запрещен, согласно I списку 
Постановления Правительства РФ № 681 от 30 июня 
1998 года (ред. от 03.12.2020)), представляет собой 
рацемическую смесь R- и S-метадона. причем R-мета-
дон обладает почти в 50 раз более мощным анальге-
тическим эффектом, нежели S-метадон. В результате 
окислительной биотрансформации он подвергается 
стереоселективному метаболизму (N-деметилиро-
ванию), и с участием CYP2C19 из энантиомера S-ме-
тадона образуются метаболиты α-(3S6S)-метадол и 
α-(3S6S)-N-десметилметадол, последний из которых 
обладает анальгетической активностью, сравнимой с 
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R-метадоном (активный энантиомер) [42]. Анальгетик 
оксикодон (в пероральной форме рассматривающий 
до недавнего времени как альтернатива морфину, 
за счет менее выраженного аддиктивного действия) 
подвергается метаболизму с N-деметилированием до 
нороксикодона и кодеина, О-деметилированием до 
оксиморфона через CYP3A4 и CYP2D6 соответственно 
[41, 42]. Оксиморфон дополнительно метаболизиру-
ется посредством глюкуронизации в 3-положении в 
оксиморфон-3-глюкуронид. Сам оксикодон и норок-
сикодон имеют более низкое сродство, а оксиморфон 
более высокое сродство к µ-опиоидному рецептору 
[43, 44].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате проведенного ис-

следования были изучены основные фармакокине-
тические параметры соединения RU-1205 при од-
нократном пероральном введении. Исследованы 

процессы тканевого распределения изучаемого сое-
динения по органам организма крыс, а также его экс-
креция. Величина абсолютной биодоступности при 
данном пути введения составила 37,3%. Несмотря на 
то, что при разработанных хроматографических ус-
ловиях соединение RU-1205 при пероральном пути 
введения в головном мозге не обнаруживается, на-
блюдаемый центральный обезболивающий эффект 
(реализующийся в результате проникновение через 
гематоэнцефалический барьер) может свидетель-
ствовать о возможном наличии активных продук-
тов метаболизма с анальгетической активностью. 
Совокупность полученных результатов позволяет 
полагать, что соединение RU-1205 подвергается ак-
тивным процессам биотрансформации в организме 
животных. На основании выявленных фармакокине-
тических параметров исследуемого соединения воз-
можно планирование оптимальной схемы проведе-
ния последующих клинических испытаний.
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Изучены квантово-химические параметры 52 производных, относящихся к флаванонам, флаванонолам, флавонам и 
флавонолам с флороглюциновым типом кольца «А», и содержащими электронодонорные заместители в кольце «В». 
Цель. Анализ динамики изменения электронной плотности, связевых чисел, индексов свободной валентности и не-
насыщенности на атомах углерода С-7→С-8 виниленовой группы главной цепи сопряжения во взаимосвязи с положе-
нием и числом заместителей в кольце «В» и видом фармакологической активности. 
Материалы и методы. Квантово-химические параметры анализируемых 4-х групп соединений рассчитаны полуэм-
пирическим методом PM7 (программа WinMopac 2016) на рабочей станции с процессором IntelXeonE5-1620 3,5 ГГц, 
20 Гб оперативной памяти. 
Результаты и обсуждение. При сопоставлении квантово-химических параметров анализируемых соединений установ-
лено, что при формировании кратной связи С-7→С-8 индексы свободной валентности и ненасыщенности возрастают на 
обоих углеродных атомах виниленовой группы у флавонов и флавонолов по сравнению с соответствующими флаванона-
ми и флаванонолами. Это объясняется тем, что величина связевых чисел Nµ на этих атомах, наоборот, уменьшается (Fµ= 
4,732-Nµ). Переход от флаванона к флавону сопровождается формированием виниленовой группы С-7→С-8, в связи с 
чем оба атома из sp3-гибридизованного состояния переходят в sp2-состояние. Следствием такой трансформации явля-
ется изменение значения электроотрицательности и увеличением индекса ненасыщенности атомов С-7 и С-8: С sp3=2,5; 
С sp2=2,8. Вместе с тем переход от флаванона к флавону приводит к образованию сопряженной системы с участием π-э-
лектронов ароматического ядра «В», атомов С-7, С-8 и карбонила что принято называть «главной цепью сопряжения». 
Указанные структурные изменения, а именно, переход от менее окисленного флаванона к более окисленному флавону 
способствует уменьшению электронной плотности на атомах С-7 и С-8, и увеличению суммарной ненасыщенности мо-
лекул в целом. Малликеновские заряды на С-7 всех групп соединений характеризуются положительным значением. Что 
касается атомов углерода фрагмента «В», то здесь выявлены следующие особенности: при наличии одного заместителя 
–ОН или –ОСН3 на атоме углерода, с которым связан заместитель, Малликеновский заряд – положительный; если в коль-
це «В» имеются два заместителя –ОН или –ОСН3, а также две –ОСН3 группы, то атомы углерода, связанные с указанными 
заместителями, тоже имеют положительный Малликеновский заряд; в случае тригидроксизамещенных у С-2’, С-3’ и С-4’ 
кольца «В» все три атома углерода характеризуются положительным Малликеновским зарядом; если в положениях С-2’, 
С-3’ и С-4’ находятся метоксигруппы, то положительный Малликеновский заряд сосредоточен только на атомах С-2’ и 
С-4’, а на С-3’ этот заряд имеет отрицательное значение. 
Заключение. Перечисленные выше данные о квантово-химических параметрах главной цепи сопряжения свидетель-
ствуют о том, что переход атомов С-7 и С-8 в sp2-гибридное состояние приводит к понижению электронной плотности 
и уменьшению величин связевых чисел, при одновременном увеличении индексов ненасыщенности и свободной 
валентности на этих атомах. Таким образом, пусковой механизм антирадикальной активности, в первую очередь в 
отношении радикала НО•, определяется тем, что эта электрофильная по своим свойствам частица при первичной 
атаке присоединится по положению С-8. 
Ключевые слова: флаваноны; флаванонолы; флавоны; флавонолы; флороглюциновый тип кольца «А» 
Список сокращений: Fµ – индексы свободной валентности; IUA – индекс ненасыщенности; ЭО – электроотрицатель-
ность; Nµ – суммарные значения связевых чисел; Vµ – теоретическая валентность.
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USING QUANTUM-CHEMICAL PARAMETERS FOR PREDICTING 
ANTIRADICAL (HO•) ACTIVITY OF RELATED STRUCTURES 
CONTAINING A CINNAMOIL FRAGMENT.  
IV. STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIP BETWEEN 
UNSATURATION INDICES AND FLAVONE DERIVATIVES  
WITH FLOROGLUCIN RING “A”
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The quantum-chemical parameters of 52 derivatives related to flavanones, flavanonoles, flavones and flavonoles with a phlo-
roglucinic type of the A ring and containing electron-donating substituents in the B ring were studied. 
The aim is the analysis of the dynamics of changes in the electron density, bond numbers, free valence indices and unsatura-
tion indices on carbon atoms C-7→C-8 of the vinyl group of the main conjugation chain in relation to the position and number 
of substituents in the “B” ring and the type of the pharmacological activity. 
Materials and methods. The quantum-chemical parameters of the 4 analyzed groups of the compounds, have been calcu-
lated by the semi-empirical method PM7 (WinMopac 2016 program) on the workstation with an Intel Xeon E5-1620 3.5 GHz 
processor, 20 GB of RAM. 
Results and discussion. When comparing the quantum chemical parameters of the analyzed compounds, it was established 
that when the C-7→C-8 multiple bond is formed, the free valency and unsaturation indices increase on both carbon atoms of 
the vinylene group in flavones and flavonols compared to the corresponding flavanones and flavanonols. This is explained by 
the fact that the value of the bond numbers Nµ on these atoms, on the contrary, decreases (Fµ = 4.732-Nµ). The transition 
from flavanone to flavone is accompanied by the formation of a vinyl group C-7→C-8, and therefore both atoms from the 
sp3-hybridized state go into the sp2-state. The consequence of this transformation is a change in the electronegativity value 
and an increase in the unsaturation index of C-7 and C-8 atoms: C sp3 = 2.5; Csp2 = 2.8. At the same time, the transition from 
flavanone to flavone leads to the formation of a conjugated system with the participation of π-electrons of the aromatic 
system “B”, C-7, C-8 atoms and the carbonyl group, which is commonly called the “main conjugation chain”. These struc-
tural changes, namely, the transition from a less oxidized flavanone to a more oxidized flavone, contribute to a decrease in 
the electron density on C-7 and C-8 atoms, and an increase in the total unsaturation of the molecules in general. Mulliken 
charges on C-7 of all groups of compounds are characterized by a positive value. As for the carbon atoms of the B fragment, 
the following features are revealed here: in the presence of one substituent –OH or –OCH3 on the carbon atom to which the 
substituent is bounded, the Mulliken charge is positive; if there are two substituents in the B ring –OH or –OCH3, as well as 
two -OCH3 groups, then the carbon atoms bonded to the indicated substituents also have a positive Mulliken charge; in the 
case of trihydroxy substituted in the C-2, C-3 and C-4 B ring, all three carbon atoms are characterized by a positive Mulliken 
charge; if there are methoxy groups in positions C-2, C-3 and C-4, then the positive Mulliken charge is concentrated only on 
C-2 and C-4 atoms, and on C-3 atom this charge has a negative value. 
Conclusion. The above data on the quantum-chemical parameters of the main conjugation chain indicate that the transition 
of C-7 and C-8 atoms to the sp2-hybrid state, leads to a decrease in the electron density and a decrease in the bond numbers, 
with a simultaneous increase in the indices of unsaturation and free valence on these atoms. Thus, the trigger mechanism of 
the anti-radical activity, primarily with respect to the HO• radical, is determined by the fact that this particle, electrophilic in 
its properties, will attach in the C-8 atom during an initial attack. 
Keywords: flavanones, flavanonoles, flavones, flavonoles, phloroglucinic type of the A ring
Abbreviations: Fµ – free valence indices; IUA – unsaturation index; EO – electronegativity; Nµ – the total values of the bond 
numbers; Vµ – theoretical valence.

ВВЕДЕНИЕ
В завершающем IV сообщении обобщены ре-

зультаты исследования взаимосвязи между строе-
нием соединений, содержащих флороглюциновый 
тип кольца «А» и электронодонорные заместители в 
кольце «В» с суммарными величинами индексов не-
насыщенности (IUA) и электронной плотности. 

ЦЕЛЬ. Анализ динамики изменения электрон-
ной плотности, связевых чисел, индексов свободной 
валентности и ненасыщенности на атомах углерода 
С-7→С-8 виниленовой группы главной цепи сопря-
жения во взаимосвязи с положением и числом заме-
стителей в кольце «В» и видом фармакологической 
активности.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Квантово-химические параметры анализируе-

мых 4-х групп соединений рассчитаны полуэмпири-
ческим методом PM7 (программа WinMopac 2016) 
на рабочей станции с процессором IntelXeonE5-1620 
3,5 ГГц, 20 Гб оперативной памяти.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Структуры анализируемых соединений и сум-

марные значения перечисленных параметров на 
участке С-1→С-9 циннамоильного фрагмента пред-
ставлены в таблице 1. 

Из данных таблицы следует, что при переходе 
от флаванонов к флаванонолам значения теорети-
ческой валентности (Vµ) и IUA изменяются очень 
незначительно (второй знак после запятой ~0,04), 
несмотря на то, что у флаванонола при С-8 появля-
ется электронодонорная ОН-группа, что способству-
ет повышению электронной плотности на С-7 и по-
нижению на С-8. У пары флавон-флавонол введение 
енольного гидроксила у С-8 способствует явному 
увеличению значения IUA, увеличению электронной 
плотности на С-7 и ее снижению на С-8.

Величина Vµ остается практически неизменной, 
в том числе и у пары флаванон-флаванонол. 

Такая особенность сохраняется у всех типов соеди-
нений, представленных в таблице 1 и по этой причине 
далее параметр Vµ нами рассматриваться не будет. 

Весь последующий период, после опубликова-
ния пионерских исследований Сент-Дьёрдьи в 1936 г. 
о биологических свойствах некоторых флавоноидов, 
позволил накопить обширную информацию о пред-
ставителях данного класса природных соединений.

В настоящее время описана структура примерно 
8000 флавоноидов [1–6] и из этого многообразия агли-
конов и гликозидов лишь очень незначительное число 
индивидуальных веществ (примерно 2–3%) подробно 
изучены биохимически и фармакологически. Такой 
низкий процент изученности можно объяснить тем, что 
в подавляющем большинстве растений содержание 
индивидуальных веществ мизерный (0,1–2%) и их по-
лучение в достаточных количествах с целью последую-
щего биохимического и фармакологического изучения 
связано с большими материальными затратами.

Как правило, подробные сведения о биологи-
ческих свойствах индивидуальных соединений – 
производных 2-фенил-бенз-γ-пирона касаются тех 
веществ, которые из исходного сырья могут быть по-
лучены препаративно (кверцетин и рутин из софоры 
японской, травы гречихи; таксифолин, или дигидро-
кверцетин, из лиственницы сибирской; гесперитин и 
гесперидин – из пульпы – губчатой части корок ци-
трусовых; диосмин – окислением гесперитина и т.д.).

Все же самым характерным и, пожалуй, наибо-
лее важным считается антиоксидантные свойства 
флавоноидов, опосредованное влияние которых 
проявляется, примерно, 50 видами фармакологиче-
ской активности [7–10].

Следует отметить тот факт, что на протяжении всего 
своего эволюционного развития человек, употребляя 
растительную пищу, привносит в свой организм флаво-
ноиды, которые предохраняют клетки от оксидантного 
стресса и тем самым нормализуют их метаболизм.

Таким образом, флавоноиды являются своео-
бразным защитным щитом естественной антиокси-
дантной системы организма, а это имеет важное зна-
чение для сохранения всей клеточной системы.

Применяемые в настоящее время лечебные и 
лечебно-профилактические средства на основе фла-
воноидов представляют собой либо их суммарные 
субстанции – легалон, карсил, силибор, флакумин и 
др. (чаще всего), либо индивидуальные соединения 
– рутин, кверцетин, фларонин и др.1 Эти средства не 
являются препаратами немедленного действия, по-
этому их лечебный эффект проявляется, как прави-
ло, в процессе длительного применения (детралекс, 
троксевазин). Широко распространенные в природе 
производные 2-фенил-бенз-γ-пирона представлены 
в виде гликозидов и их агликонов, причем гликозиды 
численно преобладают. 

Следует подчеркнуть, что фармакологически ак-
тивным фрагментом в флавоноидных гликозидах 
является неуглеводный остаток, т.е. агликон, поэто-
му нет необходимости рассуждать о тех огромных 
экономических затратах, которые понадобились бы 
для подробного изучения биологических свойств 
хотя бы одной сотни агликонов, производных 2-фе-
нил-бенз-γ-пирона. Подобное занятие непродук-
тивно, так как вряд ли следует ожидать выявления 
новых свойств этих соединений. Более того, если со-
поставить известные данные о биологической актив-
ности изученных флавонов, флаванонов, флавонолах 
и флаванонолах с данными прогноза по PASS [11], то 
наиболее общими для всех типов структур являются 
такие виды активности, как противовоспалительная, 
антиоксидантная, гепатопротекторная, желчегонная, 
связывание свободных радикалов, агонист апоптоза, 
агонист целостности мембран, ингибиторы проница-
емости мембраны, антимутагенная, капилляроукре-
пляющая.

Заменить индивидуальные соединения можно 
суммарными флавоноидными субстанциями, полу-
ченными из соответствующих производящих расте-
ний, поскольку, зачастую, эффект сохраняется, а ино-
гда и превосходит ожидаемый результат.

Сведения об антирадикальной (НО•) активности 
флавоноидов разрознены и, как правило, немного-
численны. Более того, в работах, не взаимосвязанных 
между собой, авторы используют разные методы ге-
нерирования данного радикала, что не позволяет 
количественно оценить и сравнивать между собой 
полученные результаты.

1 Государственный реестр лекарственных средств [Электронный 
ресурс]. Режим доступа: https://grls.rosminzdrav.ru/Default.aspx
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Наиболее информативными являются работы 
[12] и [13], где представлены сведения об активности 
репрезентативных групп соединений. 

В работе Husaine и др. [12] на одной модели из-
учена антирадикальная активность девяти произво-
дных флавона (таблица 2), представляющих собой 
агликоны. Как видно из данных таблицы наиболее 
активным является мирицетин, а далее с небольшим 
отставанием следуют кверцетин, рамнетин и морин. 
Все четыре агликона относятся к флавонолам, одна-
ко, если первые три вещества в кольце «В» содер-
жат орто-дигидроксигруппировку в положении 3’, 4’ 
(активность соответственно 50, 48, 46), то у морина 
гидроксигруппы в кольце «В» находятся у С-2’ и С-4’, 
что, по-видимому, сказывается на активности.

Кемпферол, также относящийся к флавонолам, 
содержит только одну ОН-группу в положении 4’, а 
отсюда и низкая активность, которая в 2,5 раза мень-
ше, чем у мирицетина.

Апигенин и диосметин не являются флавонола-
ми: в положениях 5 и 7 они содержат гидроксигруп-
пы, а в кольце «В» у апигенина одна ОН-группа у С-4ʼ, 
а у диосметина – 3ʼ-ОН и 4ʼ-ОСН3. У незамещенного 
флавона активность сведена к минимуму и равна 4. 
Хотя и информация, изложенная в работе [12] весьма 
ограниченная, однако при сопоставлении этих дан-
ных между собой можно утверждать, что антиради-
кальная активность флавонолов выше, чем у флаво-
нов; орто-замещение в кольце «В» типа 3ʼ,4ʼ-ди OH 
или 3ʼ- ОН, 4ʼ-ОСН3 способствует усилению антиради-
кальной активности. 

С целью расширения информации о других ви-
дах биологической активности соединений, пред-
ставленных в таблице 2 и соответствующих им про-
изводных флаванона была использована программа 
PASS [11], которая позволила выявить другие виды 
активности, представленные в таблицах 3 и 4. Здесь 
приведены только те виды, вероятность проявления 
которых не ниже 0,5. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
для анализируемых производных флавона и флава-
нона наиболее характерны такие виды активности, 
которые для них в разное время были выявлены экс-
периментально.

Для перечисленных в таблице 4 флавоноидов 
характерна также противораковая (Antineoplastic, 
Anticarcinogenic, Cytoprotectant) активность. 

Имея столь обширную информацию о различ-
ных видах биологической активности следовало бы 
изучить функциональные зависимости между одним 
из квантово-химических параметров и уровнем ак-
тивности. К сожалению, выявлять корреляционные 
взаимосвязи среди столь ограниченного числа со-
единений, различающихся между собой наличием 
енольного гидроксила у С-3, некорректно, потому что 
из 9 соединений только 4 представлены флавонами, 
а 5 – флавонолами. 

Особо следует отметить прогноз противовирус-
ной активности (табл. 4) анализируемых структур, у 
которых ядро «А» представлено флороглюциновым 
фрагментом: практически для всех соединений ха-
рактерна активность против вируса гриппа и рино-
вируса. У отдельных соединений отмечается актив-
ность в отношении вируса «Герпес» и «Гепатита В».

В настоящее время и ближайшей перспективе 
актуальной задачей будет являться поиск профилак-
тических средств против различных коронавирусных 
инфекций. В этой связи особое значение приобрета-
ют исследования с применением компьютерных тех-
нологий, в частности молекулярного докинга.

Важным структурным признаком эриодиктиола 
является наличие ортодигидроксигруппы в положе-
ниях 3’, 4’ кольца «В», которая и связывается с S-бел-
ком SARS-CoV-2 [6].

В работе Wu и др. [14] приведены результаты из-
учения некоторых природных соединений с антиви-
русным и противовоспалительным действием. Уста-
новлена высокая аффинность связывания с 3CLpro 

Рисунок 1 – Функциональная зависимость между ∑IUA циннамоильного фрагмента соединений 1–9  
(табл. 2) и уровнем их антирадикальной активности (НО•)
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таких флавоноидов, как 7-О-глюкуронид хризина, 
гесперидин и неогесперидин. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что эти соединения могут 
быть потенциальными ингибиторами 3CLpro и, веро-
ятно, могут быть использованы для профилактики и 
лечения инфекции, вызванной SARS-CoV2. Аналогич-
ную активность показали также ликофлавонол (из со-
лодки уральской), космосин и мангостин (из Gurcinia 
mangostana L.). Более того, гесперидин может пре-
пятствовать взаимодействию ACE2 с RBD. 

Авторами также выявлена высокая аффинность 
связывания вогонин-7-глюкуронида (вагонозида) и ви-
тексина (8-С-глюкопиранозидапигенина) с тремя бел-
ками Nsp1, Nsp3 и ORF7, которые являются факторами 
вирулентности коронавируса. Авторами также показа-
но, что из проанализированных 3500 соединений наи-
более высокую аффинность по отношению к различ-
ным целевым белкам проявляют антибактериальные, 
противовоспалительные и противовирусные вещества 
и в их числе силибин, гесперидин, неогесперидин, бай-
калин, кемпферол-3-рутинозид и рутин. Это свидетель-
ствует о том, что указанные соединения могут оказать-
ся полезными для лечения SARS-CoV-2 [15–17].

С нашей точки зрения, специалистам-вирусоло-
гам, располагающим соответствующими возмож-
ностями, стоит обратить внимание, на природные 
полифенольные соединения, которые содержат ор-
то-дигидроксигруппы в ароматическом ядре «В». 
К числу таких веществ относятся кофейная кислота, 
таксифолин (дигидрокверцетин), амиелопсин (диги-
дромирицетин), рамнетин, морин, лютеолин, физе-
тин, робинетин и др. Конечно, иметь на перспективу 
в достаточных количествах перечисленные индиви-
дуальные соединения вряд ли будет возможно с эко-
номической точки зрения.

Ранее нами были опубликованы работы, посвя-
щенные анализу квантово-химических характери-
стик производных коричной кислоты во взаимосвязи 
с их антирадикальной (ОН*) активностью [13] и воз-
можными путями метаболизма. Полученные данные 
явились обоснованием для прогноза и последующе-
го синтеза нового производного коричной кислоты, 
которое по способности ингибирования реакции ге-
нерации супероксидного анион-радикала оказалось 
активнее аскорбиновой кислоты (С1/2=27,5 мкМ), 
кофейной кислоты (С1/2=15,7 мкМ). Полученное 
новое соединение (С1/2=9,8 мкМ) пространственно 
затрудненную фенольную ОН-группу, расположен-
ную между двумя трет-бутильными заместителями 
и представляет собой 4-гидрокси-3,5-ди-трет-бутил-
коричную кислоту.[18] Здесь же показано, что между 
уровнем антиоксидантной активности и суммарной 
степенью ненасыщенности изученных производных 
коричной кислоты существует линейная зависимость 
с коэффициентом корреляции 0,911.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Остаток коричной кислоты в структуре флаво-

ноидов составляет главную цепь сопряжения и, как 

показали наши исследования, у замещенной корич-
ной кислоты квантово-химические характеристики 
практически совпадают с таковыми циннамоильно-
го фрагмента флавонов, флавонолов и флаванонов 
с аналогичными заместителями и с таким же типом 
замещения в кольце «В». [19]

Несмотря на малое число родственных структур 
в таблице 2 (1-4-флавоны, 5-9 флавонолы) наблюда-
ется линейная зависимость между суммарной вели-
чиной ненасыщенности и видом активности; соеди-
нения 2, 3, 5, 6, 7, 8 располагаются на прямой (рис. 1). 

На графике указано, что коэффициент корреля-
ции равен 0,75, что для биологических эксперимен-
тов вполне приемлемо [20].

На основании анализа и сравнения квантово-хи-
мических параметров, представленных в работах 
[13, 18–19], мы считаем, что индекс ненасыщенности 
(IUA) может быть наиболее надежным критерием 
для осуществления корреляционных анализов анти-
радикальной активности (ОН•) в рядах производных 
флавона, флаванона, флавонола и флавонола. Это 
возможно, в первую очередь, потому гидроксиль-
ный радикал, характеризуясь высокой электрофиль-
ностью, присоединяется по положению С-8 циннамо-
ильного фрагмента2, где сосредоточена наибольшая 
электронная плотность.

Тем не менее, данный параметр удобен и для ка-
чественного анализа закономерностей структура-ак-
тивность.

Следует также отметить, переход ядра флавона в 
флаванон сопровождается восстановлением виниле-
нового фрагмента С-8→С-7 и, соответственно, атомы 
С-8 и С-7 переходят в sp3-гибридизованное состоя-
ние. Квантово-химические параметры изменяются 
следующим образом: суммарные значения связевых 
чисел (Nµ) у флаванонов увеличивается, теоретиче-
ской валентности остается неизменной, электронной 
плотности также увеличивается, а индекса ненасы-
щенности у флаванонов уменьшается по сравнению 
с соответствующими флавонами.

Заслуживают особого внимания новейшие ис-
следования, посвященные поиску так называемых 
малых молекул, способных связываться с коронави-
русным S-белком, что будет, по-видимому, полезно 
как для профилактики, так и, возможно, для облегче-
ния инфекции, вызванной COVID-19. 

К числу таких «малых молекул» авторы отнесли 
эриодиктиол, хризин, рутин, гесперидин, кверцетин, 
неогесперидин и другие, содержащие флороглюци-
новый тип кольца «А», а также орто-дигидрокси или 
орто-метокси-гидрокси заместители в кольце «В».

Наконец, зная структуру агликона, флавоноида, 
его биохимические и фармакологические свойства 
можно осуществлять химическую модификацию 
введением в молекулу конкретных функциональных 
групп в зависимости от конечной цели, стоящей пе-
ред химиком-синтетиком.

2  Нами соблюдается нумерация атомов углерода циннамоильного 
фрагмента, генерируемая программами WinMopac 2016.
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