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Введение 
Использование растений в традиционной народной медицине в значительной степени 

обусловлено содержащимися в них флавоноидами. Известны многочисленные примеры 
проявления представителями этого класса соединений различных видов активности: 
противовоспалительной, антивирусной, антимутагенной, противоопухолевой, 
гепатопротекторной и др. Противоопухолевая активность в отношении гормонозависимых 
видов является следствием способности некоторых изофлавоноидов связываться с 
рецептором эстрогенов. Наиболее изученным в этом отношении является изофлавоноид, 
содержащийся в соевых бобах – генистеин [1]. Недавно было показано, что у женщин 
азиатского региона, употребляющих в пищу значительное количество соевых продуктов, 
наблюдается более высокий по сравнению с жительницами Европы уровень содержания 
генистеина в крови, что, возможно, является причиной более низкого риска развития рака 
молочной железы [2] и остеопороза. [3]. С другой стороны, в основе возникновения и 
развития многих патологических состояний лежат свободнорадикальные процессы. 
Антиоксиданты играют важную роль в регуляции протекания свободнорадикальных реакций 
в организме. Антиоксидантная терапия предусматривает как потребление в определенном 
количестве природных антиоксидантов, содержащихся в овощах, фруктах, ягодах, в 
растительных маслах, чае, кофе, соках, вине и в других продуктах, так и применение 
лекарственных препаратов, полученных на основе растительных объектов. Растительные 
экстракты содержат комплекс физиологически активных веществ, обладающих сильным 
фармакологическим эффектом и малой токсичностью, что делает их чрезвычайно 
перспективными для профилактики и лечения широкого спектра заболеваний [4,5].  

Iris domestica, также называемый беламканда китайская, иксия китайская или 
леопардовая лилия, широко используется в традиционной китайской медицине [6]. Отвар 
растения является эффективным в отношении ряда бактериальных, грибковых и вирусных 
инфекций, применяется в лечении острого ларингита, острого тонзиллита [7]. Корень 
растения содержит несколько активных компонентов, в том числе флавоноиды и 
изофлавоноиды, которые оказывают обезболивающее, антибактериальное, 
противогрибковое, противовоспалительное, отхаркивающее, жаропонижающее, 
слабительное и тонизирующее действие [7, 8]. Цветки и семена применяют иногда в качестве 
болеутоляющего средства. Наиболее активно исследуется состав и свойства водных вытяжек 
Iris domestica, поскольку именно водные отвары различных частей этого растения чаще всего 
находят применение в качестве лекарственного средства в народной медицине. 
Многочисленные работы сообщают о выделенных флавоноидах (беламкандин, иридин, 
иригенин, ирисфлорентин, метилирисолидон, иристекторигенин А, текторигенин, 
текторидин), ксантоне мангиферин, гликозидах (беламкандин, текторидин и шекамин) [9–
12]. Иригенин, выделенный из корневищ, может оказывать противовоспалительное действие 
[13]. Текторигенин обладает антипролиферативной активностью, а также может играть 
определенную роль в профилактике и лечении диабетических осложнений [14–16]. 
Компонентный состав и свойства смесей, полученных с использованием органических 
растворителей, изучены менее подробно, поэтому целью данной работы стало исследование 
антиоксидантной активности этилацетатного, гексанового и метанольного экстрактов 
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Iris domestica. Полученные данные были сопоставлены с результатами определения 
антиоксидантных свойств, выделенных и охарактеризованных нами четырех 
индивидуальных флавоноидов (иристекторин А, текторигенин, рамноцитрин, иригенин), 
часто входящих в состав экстрактов Iris domestica. Объектом исследования стала 
Iris domestica, культивируемая во Вьетнаме, и поставленная в Беларусь в рамках БРФФИ в 
соответствии с совместным проектом Института биоорганической химии НАН Беларуси и 
Института химии природных соединений Академии наук и технологий Вьетнама. 

Методы исследования 
Реактивы. В работе использовали этиловый эфир уксусной кислоты, гексан, 

метиловый спирт, этиловый спирт, диметилсульфоксид, хлорид алюминия, персульфат 
аммония производства «Белреахим», диаммониевую соль 2,2'-азино-бис(3-этилбензтиазолин-
6-сульфоновой кислоты) (ABTS) производства «Sigma», 6-гидрокси-2,5,7,8-
тетраметилхроман-2-карбоновую кислоту (Тролокс) фирмы «Calbiochem», силикагель для 
колоночной хроматографии фирмы «Merck». 

Подготовка растительного сырья и экстрактов. Выделение индивидуальных 
соединений. В качестве растительного сырья использовалось корневище Iris domestica. 
Сухой материал измельчали и трижды экстрагировали сначала гексаном, а затем 
этилацетатом либо метанолом, после чего проводили фильтрацию. Полученный экстракт 
выпаривали до 1 мл и высушивали в вакууме при 40°С.  

Выделение индивидуальных соединений. Индивидуальные флавоноиды были 
получены из этилацетатного экстракта с помощью колоночной хроматографии на 
силикагеле. На первом этапе экстракт был разделен на десять фракций путем его 
ступенчатого элюирования в системе растворителей CHCl3–MeOH (от 99:1 до 90:10, v/v). 
Полученные фракции подвергали дальнейшей хроматографии на колонке, заполненной 
силикагелем, используя в качестве элюента CHCl3–MeOH (30:1, v/v).   

ЯМР-спектроскопия высокого разрешения. Спектры ЯМР записывали на 
спектрометре Bruker AM500 с рабочими частотами 500 МГц для 1Н и 125 МГц для ядер 13С в 
«количественном» режиме. Спектры 13С регистрировали с подавлением взаимодействия с 
протонами с использованием импульсных последовательностей, исключающих проявление 
эффекта Оверхаузера, и с задержками между импульсами > 5 Т1, где Т1 ─время спин-
решеточной релаксации наиболее медленно релаксирующих ядер. Для записи спектров 
использовали образцы, растворенные в 0,6 мл дэйтерированного ацетона(CDCl3), 
содержащего 0,01% гексаметилдисилоксана. Последний применялся в качестве стандарта 
для определения химических сдвигов ядер и содержания веществ в исследуемой смеси. 

Синтез катион-радикала ABTS. Катион-радикал 2,2'-азино-бис(3-этилбензтиазолин-6-
сульфоновой кислоты) (ABTS˙+) получали путем окисления ABTS персульфатом аммония в 
водной среде [17]. Для получения рабочего раствора исходный ABTS˙+ разводили этиловым 
спиртом до получения оптической плотности 0,65±0,02 при λ=760 нм в кювете с длиной 
оптического пути в 1 см. 

Определение антиоксидантной активности экстрактов Iris domestica. Для 
определения антиоксидантной активности к 5,94 мл рабочего раствора ABTS˙+ добавляли 
60 мкл раствора экстракта. Инкубирование проводилось при постоянном перемешивании 
при температуре 30ºС. Оптическая плотность раствора измерялась через 1, 3, 5 мин и далее с 
периодом 5 мин в течение 60 мин. Концентрация экстрактов подбиралась таким образом, 
чтобы на момент измерения степень восстановления катион-радикалов достигала 50–70%. 

Определение содержания флавоноидов в экстрактах Iris domestica. Для 
количественного определения содержания флавоноидов использована реакция 
комплексообразования с хлоридом алюминия [18]. При регистрации спектра поглощения 
продуктов реакции флавоноидов с раствором хлорида алюминия максимум светопоглощения 
наблюдался при 393±2 нм. В качестве калибратора был использован индивидуальный 
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изофлавоноид иригенин. Содержание флавоноидов выражали в массе иригенина (г) на массу 
(г) сухого вещества. 

Статистическая обработка данных. Анализ полученных данных проводили с 
помощью пакета программ Microsoft Office Excel, Sigma Plot 2001. 

Результаты и обсуждение 
К настоящему моменту разработан ряд методов для оценки антиоксидантной 

активности биологических жидкостей, растительных экстрактов и индивидуальных 
соединений. Большинство методов основано на генерировании активных форм кислорода 
(АФК) и регистрации ингибиторной эффективности исследуемых веществ. Интерпретация 
получаемых данных во многом осложняется тем, что в системе одновременно присутствуют 
несколько форм АФК, отличающихся своей реакционной способностью. Кроме того нельзя 
исключить прямого воздействия антиоксидантов на компоненты системы генерирования 
АФК В настоящей работе применен иной подход. Он базируется на использовании 
предварительно синтезированного катион-радикала на основе диаммониевой соли 2,2'-азино-
бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кислоты) (ABTS˙+). ABTS•+ – это метастабильный 
радикал, который может существовать в растворе достаточно продолжительное время, 
однако внесение в среду различных антирадикальных агентов приводит к их 
взаимодействию с ABTS•+ и быстрому расходованию последнего. Очевидно, что в такой 
системе присутствует лишь один тип радикала и отсутствует влияние антиоксиданта на 
процесс его образования, т.е. можно говорить о реализации механизма прямого 
взаимодействия антиоксиданта с катион-радикалом. Немаловажным является и то 
обстоятельство, что реакция может протекать в водной, водно-органической и органической 
средах, что делает метод универсальным и позволяет характеризовать антиоксидантную 
эффективность как гидрофильных, так и гидрофобных веществ.  

В настоящей работе на первом этапе нами охарактеризована антиоксидантная 
эффективность этилацетатного, гексанового и метанольного экстрактов Iris domestica. Для 
оценки активности в качестве характеристичного показателя использована степень 
восстановления катион-радикала за определенный временной интервал. Значение показателя 
отражает долю, на которую снижается концентрация свободных радикалов в системе под 
действием антиоксиданта. 

Кинетика реакции восстановления катион-радикалами ABTS представлена на рисунке 1 
на примере этилацетатного экстракта Iris domestica. Как видно из рисуна 1, процесс 
характеризуется наличием стадии быстрого восстановления ABTS•+ (первая минута), более 
медленным увеличением степени восстановления радикала во временном интервале 1–15 
минут и лишь незначительными изменениями этого показателя в ходе дальнейшей реакции. 
Использование гексанового или метанольного экстрактов приводило к близкому типу 
кинетических зависимостей (данные не показаны). 

Подобный вид кинетической зависимости, скорее всего, обусловлен тем, что ABTS˙+ 
является умеренно сильным одноэлектронным окислителем, анодный потенциал которого 
намного выше, чем у активных антиоксидантов, и лишь немного ниже, чем потенциал такого 
слабого антиоксиданта, как тимол. Поэтому ABTS˙+ очень быстро реагирует с активными 
антиоксидантами, что позволяет использовать его в качестве селективного реагента при 
титровании различных по составу композиций, присутствующих в природных экстрактах. 
При этом быстрая стадия восстановления, протекающую за 1 минуту, связывают с наличием 
высокоактивных антиоксидантов [19]. Широко используемым параметром для 
количественной оценки ингибиторной эффективности индивидуальных соединений и их 
композиций является величина ЕC50 ,т.е. концентрация вещества, при которой скорость 
процесса снижается в 2 раза.  
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Рисунок 1 – Зависимость степени восстановления катион-радикала ABTS•+ этилацетатным 
экстрактом Iris domestica от времени реакции. Начальная концентрация экстракта в 

инкубационной среде 8,8 мкг/мл 
 

Нами определены ЕC50 для этилацетатного, гексанового и метанольного экстрактов 
путем линейного регрессионного анализа. Уравнения линейной регрессии основаны на 
данных, полученных с использованием не менее 5-ти концентраций экстракта, которые 
подбирались таким образом, чтобы степень их влияния на процесс восстановления катион-
радикала за 1 мин находилась в интервале от 20 до 60%. Полученные значения ЕC50 
составили для этилацетатного экстракта 29,9±3,4 мкг/мл, для гексанового 106±9,3 мкг/мл, 
для метанольного 182,3±9,5 мкг/мл при коэффициентах детерминации r2 – 0,91, 0,92 и 0,98, 
соответственно.  

Из приведенных данных видно, что этилацетатный экстракт Iris domestica обладает 
заслуживающей серьезного внимания антиоксидантной активностью. Для сравнения укажем, 
что, например, значения ЕC50 водного и этанольного экстрактов Hydrocotyle setulosa 
составляли соответственно 117,01 и 197,87 мкг/мл, что близко к величинам аналогичного 
параметра, найденных нами для гексанового и метанольного образцов и значительно 
уступает таковой для этилацетатного экстракта [20]. Очевидно, что антиоксидантная 
активность, как и другие свойства экстрактов в первую очередь определяются природой 
растительного сырья, тем не менее, наши данные позволяют еще раз напомнить и о 
существенной роли методик их получения. Действительно, в отличие от примененной нами 
двухступенчатой схемы (см. раздел методы исследования) в работе [21] проведена прямая 
экстракция Iris domestica метанолом и получен препарат, EC50 которого составил 
63,4 мкг/мл, что приблизительно в два раза хуже этилацетатного образца из того же 
источника растительного сырья и являющегося предметом исследования настоящей работы. 

Реализуемый в последнее время переход от качественного и полуколичественного к 
количественному скринингу антиоксидантной активности индивидуальных веществ, их 
композиций и биологических жидкостей резко обострил вопрос о стандартах, которые бы 
позволили сравнивать экспериментальные результаты с антиоксидантной активностью 
известных антиоксидантов, а также с данными, других лабораторий, полученные по разным 
методикам или при разных концентрациях антиоксиданта. К наиболее распространенным 
международно признанным стандартам сегодня относят тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-
тетраметилхроман-2-карбоновая кислота), который является водорастворимым аналогом 
токоферола. К настоящему моменту разработана методика анализа, позволяющая точно 
определять показатель антиоксидантной активности, выраженный в ммоль тролокса на 1 г 
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сухого вещества. Этот показатель получил название TEAC (Trolox equivalent antioxidant 
capacity) и использован в настоящей работе для характеристики антиоксидантной активности 
экстрактов Iris domestica и их отдельных компонентов. 

Антиоксидантная активность исследованных нами экстрактов Iris domestica в единицах 
TEAC показана на рисунке 2 и составляет 0,5±0,07; 0,1 ± 0,04 и 0,03 ± 0,02 ммоль/г, 
соответственно. 

 
Рисунок 2 – Антиоксидантная активность экстрактов в единицах тролокса  

(время реакции 15 мин) 
 

Как и следовало ожидать, сравнение данных рисунка 2 и величин ЕС50 для этих же 
образцов указывает на качественное сходство результатов, полученных с использованием 
обоих критериев. В обоих случаях антиоксидантная активность возрастает в ряду 
метанольный, гексановый и этилацетатный экстракт. Однако количественное сравнение 
показателей в отдельно взятых рядах приводит к существенным отличиям. Так, ЕС50 для 
этилацетатного и метанольного экстрактов отличаются только в 6 раз, а разница в АОА для 
этих образцов в единицах TEAC достигает фактора 17, что свидетельствует о более широком 
динамическом диапазоне методики и может играть существенную роль при характеристике 
образцов с близкой антиоксидантной активностью. 

Считается, что антиоксидантная активность растительных экстрактов в значительной 
степени обусловлена наличием полифенольных соединений, из которых особый интерес 
вызывает группа флавоноидов. Для оценки вклада флавоноидов в АОА наиболее 
эффективного в нашем случае этилацетатного экстракта Iris domestica последний был 
подвергнут дополнительному хроматографированию по методике [22], в результате чего из 
его состава были выделены 4 основных индивидуальных компонента. 

Структуру соединений устанавливали методом ЯМР-спектрометрии [22]. Учитывая 
низкую растворимость большинства флавоноидов в дейтерохлороформе, обусловленную 
наличием в их структуре нескольких полярных групп, вначале были проведены 
эксперименты по подбору оптимального растворителя, позволяющего получить 
максимальную спектральную информацию и регенерировать исследуемое вещество. Таким 
растворителем оказался дейтероацетон, имеющий сигналы в протонном и углеродном 
спектрах, не перекрывающиеся с сигналами исследуемых соединений. Дополнительным 
преимуществом ацетона является возможность наблюдения в 1Н ЯМР спектрах сигналов 
гидроксильных групп, которые не проявляются в растворах дейтерометанола, зачастую 
использующегося при регистрации ЯМР-спектров флавоноидов. Наряду с одномерными 
образцы охарактеризованы двумерными 1Н и 13С корреляционными спектрами (HMBC). При 
этом показано, что С–Н взаимодействие в корреляционном HMBC спектре между 
близлежащими атомами углерода и протоном С-5 гидроксильной группы, образующим 
водородную связь с С-4 карбонильной группой, является важным спектральным тестом, 
позволяющим определить в 13С ЯМР спектрах сигналы четвертичных атомов углерода, 
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расположенных через две и три связи от указанного протона, и выполнить полные отнесения 
сигналов в 1Н и 13С ЯМР спектрах исследованных флавоноидов.  

Полученные данные ЯМР-спектроскопии представлены в таблицах 1 и 2 и позволяют 
утверждать, что исследованные соединения отвечают структурам, показанным на рисунке 3. 

 
Рисунок 3 – Структурные формулы соединений, выделенных из Iris domestica 

 
Таблица 1 – Данные 13С ЯМР спектроскопии соединений 1–4 

№ 1 2 3 4 
2 154,90 154, 61 165,38 155,35 
3 123,72 123,59 157,79 123,59 
4 182,22 182,18 183,76 181,98 
4а 106,69 106,6 105,93 106,66 
5 154,70 154,61 154,19 154,71 
6 132,39 132,3 94,88 132,44 
7 158,05 154,37 132,30 158,08 
8 94,55 94,48 103,70 94,53 
8а 154,39 157,95 154,09 154,71 
1' 123,53 123,01 123,42 127,71 
2' 113,86 131,08 129,42 110,85 
3' 123,72 116,07 117,02 151,28 
4' 148,25 158,55 162,13 137,52 
5' 115,87 116,07 117,02 154,04 
6' 122,94 131,08 129,42 106,01 

7-OMe – – 60,82  
6-OMe 60,82 60,75 – 60,82 
4-OMe 56,50 – – – 
4'-OMe – – – 60,88 
5'-OMe – – – 56,45 
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Таблица 2 – Данные 1H ЯМР спектроскопии соединений 1–4 
№ 1 2 3 4 
2 8,22s 8,20 – 8,23 
6 – – 6,61s – 
7 – – – – 
8 6,50s 6,49 6,63s 6,50s 
8а – – – – 
1' – – – – 
2' 7,24d (J=1,92) 7,45 7,94, d, 

J=8,6 
6,79 

3' – 6,90 7,02, d, 
J=8,6 

– 

4' – – – – 
5' 6,88d (J=8,02) 6,90 7,02 – 
6' 7,06dd(8,02;1,92) 7,45 7,94 6,79 

7-OMe – – 3,86 – 
6-OMe 3,86s 3,88 – 3,865 
4-OMe 3,87s – – – 
4'-OMe – – – 3,80 
5'-OMe – – – 3,867 
3-OH – – 9,33 – 
5-OH 13,24 13,25 13,23 – 
6-OH – 9,37* – – 
7-OH 9,33 – – – 
3'-OH 7,84 – – – 
4'-OH – 8,66 9,33 – 
5OH 

HMBC 
6, 4a, 5 4,2(7), 6,4a 5, 7, 4а – 

 
В соответствии с рисунком 3, полученные нами соединения являются иристекторином 

А(1), текторигенином (2), рамноцитрином (3) и иригенином (4). 
Данные по характеристике антиоксидантной активности индивидуальных компонентов 

этилацетатного экстракта Iris domestica показаны на рисунке 4. 

 
 

Рисунок 4 – Антиоксидантная активность индивидуальных флавоноидов 
Как видно из рисунка 4, максимальной АОА обладает иристекторин А, которая в 

единицах TEAC составляет 6,7±0,8 ммоль/г. Для рамноцитрина, иригенина и текторигенина 
эта величина хоть и несколько ниже, тем не менее, близка к 3,3±0,7 ммоль/г. 
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С целью сопоставления антиоксидантной активности индивидуальных флавоноидов с 
таковой полученных нами экстрактов для последних было определено общее содержание 
флавоноидного компонента (рисунок 5). 

 
Рисунок 5 – Общее содержание флавоноидов в экстрактах Iris domestica 

 
Согласно рисунку 5 общее содержание флавоноидов в этилацетатном, гексановом и 

метанольном экстрактах составляет 0,11±0,01; 0,08±0,01 и 0,02± 0,01, соответственно и 
хорошо согласуется с данными по антиоксидантной активности последних (рисунок 2) и 
представлением о том, что основной вклад в АОА растительных композиций вносят 
соединения флавоноидной структуры. Еще более убедительное доказательство решающей 
роли флавоноидов в антиоксидантной активности полученных нами экстрактов 
Iris domestica, по нашему мнению, следует из данных рисунка 6, на котором отражена 
активность экстрактов в пересчете на общую массу, содержащихся в них флавоноидов. 

 

 
 

Рисунок 6 – Антиоксидантная активность экстрактов Iris domestica в пересчете  
на общее содержание флавоноидов 

 
Действительно, величина TEAC этилацетатного экстракта Iris domestica близка 

таковой иристекторина А, что после несложного расчета позволяет придти к выводу, что 
иристекторин А может составлять около 50% от общего количества флавоноидов 
этилацетатного экстракта. Оставшаяся часть, скорее всего, включает рамноцитрин, 
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текторигенин, иригенин или иные флавоноиды со схожей антиоксидантной активностью. 
Необходимо отметить, что в силу близости антиоксидантной эффективности основных 
индивидуальных флавоноидных компонентов этилацетатного экстракта Iris domestica, 
изменение их соотношения не должно существенно сказываться на его антиоксидантных 
свойствах, что принципиально важно, поскольку содержание в растительном сырье 
отдельных компонентов по ряду причин может варьироваться в довольно широком 
интервале. 

В дополнение укажем, что в соответствии с рисунком 6 флавоноидный состав 
гексанового и метанольного экстрактов Iris domestica представлен в основном 
малоактивными соединениями. 

Выводы 
В ходе проведенного эксперимента разработана схема экстрагирования и получен 

этилацетатный экстракт Iris domestica, обладающий высокой антиоксидантной активностью, 
составившей в единицах TEAC 0,5 ммоль/г. Из состава экстракта выделены 4 основных 
индивидуальных компонента, в соответствии с данными 1Н- и 13С-ЯМР высокого 
разрешения представляющие собой иристекторин А, рамноцитрин, иригенин и 
текторигенин. Определена антиоксидантная активность выделенных флавоноидов, и доказан 
их решающий вклад в АОА этилацетатного экстракта. В целом полученные результаты 
позволяют заключить, что Iris domestica является перспективным растительным сырьем для 
получения на его основе продуктов, обладающих антиоксидантным действием. 
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The scheme of extraction was developed and three extracts from Iris domestica were 

obtained, including ethyl acetate extract with sufficient antioxidant activity (TEAC 0,5 mmol/g). 
From the ethyl acetate extract four major compounds iristectorin A, rhamnocitrin, tectorigenin, 
irigenin were isolated. Their structures were elucidated by 1H and 13C high-resolution NMR 
spectroscopic methods. It was shown that these compounds mostly determine the antioxidant 
activity of ethyl acetate extract. Overall, the results suggest that Iris domestica is a promising plant 
for the development of antioxidant products. 

 
 
 


