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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования. Определение состава фенольных соединений этанольных извлечений, выделенных 
из трех видов ряски: ряски малой (Lemna minor L.), ряски тройчатой (Lemna trisulca L.) и ряски мно-
гокорневой (Lemna polyrrhiza L., синоним Spirodella polyrrhiza L.) Schleid.), и изучение его влияния на 
активацию системы иммунитета. 

Материал и методы. Объект исследования: воздушно-сухие образцы травы ряски малой (Lemna minor L.),  
ряски тройчатой (Lemna trisuica L.) и ряски многокорневой (Lemna polyrrhiza L.), собранные в период 
их вегетации в 2010–2011 гг. в малопроточных и стоячих водоемах Кожевниковского и Томского рай-
онов  Томской области. Выделение полифенольных комплексов (ПФК) проводили экстракцией воздуш-
но-сухого сырья  спиртом этиловым. При качественном и количественном анализе исследуемых образ-
цов применяли метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии на приборе 
Agilent 1100 Series (США) в изократическом режиме. В экспериментах для определения иммуномоду-
лирующей активности использовали 200 самцов мышей линий С57ВL/6 и BALB/C в возрасте 8–12 нед. 
Пролиферацию клеток оценивали колориметрическим методом. Абсорбцию полученных растворов за-
меряли при помощи многоканального спектрофотометра при длине волны 540 нм. Определение антите-
лообразующих клеток в селезенке проводили методом локального гемолиза. Титр антител в сыворотке 
крови оценивали в реакции гемагглютинации. Локальную реакцию гиперчувствительности немедленного 
типа оценивали по методике в авторской модификации.

Результаты. Впервые проведено исследование качественного состава и количественного содержания 
ПФК ряски малой Lemna minor L. (LM), ряски трисульки Lemna trisulca L. (LT) и ряски многокорневой 
Lemna polyrrhiza L.(LP): (4,7 ± 0,4)%, (3,3 ± 0,3)%, (12,8 ± 0,7)% соответственно. Наибольшее содержа-
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ние фенолокислот (10,76%) и суммы флавоноидов, изофлавоноидов и кумаринов (14,7%) обнаружено в 
образце LP. Содержание хлорогеновой и 3,5-дигидроксибензойной кислот в 2–9 раз больше в LP, чем 
других видах ряски. LM, LT в концентрации 5 мкг/мл и LP в диапазоне 0,5–160 мкг/мл не оказывают 
токсического действия на антигенпрезентирующие клетки. При инкубации с LT (20 мкг/мл) проли-
ферация макрофагов снижается в 1,2 раза, а при инкубации с LM и LT (80 мкг/мл) в 1,2 и 1,8 раза 
 соответственно. ПФК ряски многокорневой (LP) не оказывают подобного эффекта. LM и LP оказывают 
стимулирующее действие на продукцию нитритов в концентрациях 5 и 20 мкг/мл, усиливая ее в 1,3– 
1,6 раза. Курсовое введение LT и LP приводит к достоверному снижению числа антителобразующих 
клеток в 1,5 и 2,3 раза и уменьшению величины локальной реакции гиперчувствительности в 1,9 и  
1,5 раза соответственно.

Ключевые слова: полифенольный комплекс, ряски, род Lemna, оксид азота, макрофаги, Th-2.

ВВЕДЕНИЕ 

Растения семейства ароидные (Araceae) от-
носятся к числу ценных кормовых, пищевых и 
лекарственных растений. Препараты рясок при-
меняются в народной медицине при лечении вос-
палительных простудных заболеваний различной 
этиологии, витилиго, аллергических заболеваний 
(крапивницы), заболеваний печени и щитовидной 
железы [1]. Однако в литературе мало сведений 
о химическом составе рясок. В ранее проведен-
ных исследованиях [2] изучен качественный и ко-
личественный состав первичных метаболитов трех 
видов ряски, которые являются субстратом для 
биосинтеза биологически активных веществ, в том 
числе фенольных соединений, таких как фенол-
карбоновые кислоты, флавоноиды и кумарины. 

Многочисленные исследования показывают, 
что растительные фенольные соединения (ФС), 
обладая крайне низкой цитотоксичностью, про-
являют широкий спектр фармакологических и те-
рапевтических эффектов, включая антиоксидант-
ные, антипролиферативные, противовирусные, 
антибактериальные и антивозрастные свойства 
[3–6]. В литературе [7–9] приведены эксперимен-
тальные данные (in vitro и in vivo), в том числе 
клинические, доказывающие наличие у ФС про-
тивовоспалительных свойств, основанных на их 
способности влиять на экспрессию ряда генов, 
отвечающих за продукцию цитокинов и молекул 
адгезии, и (или) активность ферментов. Одна-
ко роль ФС в специфическом иммунном ответе 
все еще остается совершенно не изученной. Вы-
явлено, что ФС, обладая иммуномодулирующей 
активностью, способны как стимулировать, так 
и угнетать продукцию оксида азота в культуре 
клеток, дозозависимо снижать уровень провос-
палительных цитокинов интерлейкина (ИЛ)-2, 
интерферона (ИФН)-ɣ, иммуноглобулинов (Ig) 
M и G митогенстимулированных мононуклеаров 

человека и подавлять секрецию TNF-α, оказывая 
протективный эффект при Кон-A-индуцирован-
ном иммунном повреждения печени. Фенольные 
соединения  группы проантоцианидинов, ингиби-
руя синтез ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-12p70, и, напротив, 
активируя синтез ИЛ-10, селективно подавляют 
поляризацию наивных Т-лимфоцитов по Th1-ти-
пу иммунного ответа [10, 11]. Флавоноловый 
агликон кверцетин способен эффективно пода-
влять функции липополисахарид-активирован-
ных дендритных клеток мышей, снижая секре-
цию провоспалительных цитокинов и экспрессию 
молекул гистосовместимости 2-го класса [12]. 
Полученные результаты, по мнению авторов, 
позволяют рассматривать проантоцианидины и 
кверцетин в качестве перспективных веществ для 
профилактики и терапии хронических воспали-
тельных и аутоиммунных заболеваний, а также 
иммунодепрессанта при проведении транспланта-
ций. В целом анализ литературы позволяет про-
следить тенденцию исследований по изучению 
ФС в направлении применения как лекарствен-
ных кандидатов, так и в виде пищевых добавок 
для активации системы иммунитета при хрониче-
ских воспалительных процессах [13]. 

Цель данной работы – определение состава фе-
нольных соединений этанольных извлечений, вы-
деленных из трех видов ряски: ряски малой Lemna 
minor L., ряски тройчатой Lemna trisulca L. и ря-
ски многокорневой Lemna polyrrhiza L. (синоним 
Spirodella polyrrhiza (L.) Schleid.), и изучение его 
влияния на активацию системы иммунитета. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили воздуш-

но-сухие образцы травы ряски малой (Lemna mi- 
nor L.), ряски тройчатой (Lemna trisuica L.) и 
ряски многокорневой (Lemna polyrrhiza L.), со-
бранные в период их вегетации в 2010–2011 гг. 
в малопроточных и стоячих водоемах Кожевни-
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ковского (окр. села Десятова) и Томского (окр. 
села Коларова) районов  Томской области.

Выделение полифенольных комплексов. Выде-
ление полифенольных комплексов (ПФК) прово-
дили экстракцией воздушно-сухого сырья (20 г) 
70%-м (об./об.) спиртом этиловым (соотношение 
сырье – экстрагент 1 : 25) на кипящей водяной 
бане в колбе, снабженной обратным холодиль-
ником. Экстракт отделяли от сырья фильтрацией 
через тканевый фильтр, затем повторно фильтро-
вали через бумажный фильтр («синяя лента») при 
пониженном давлении. Для очистки от липофиль-
ных веществ экстракт на 70%-м (об./об.) спир-
те этиловом, содержащим полифенольный ком-
плекс, дважды экстрагировали гексаном (400 мл). 
Очищенный полифенольный комплекс упаривали 
на роторном испарителе и лиофилизировали.

Определение фенольных соединений. Каче-
ственный и количественный анализ исследуемых 
образцов проводили методом обращенно-фазовой 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
на приборе Agilent 1100 Series (США) в изократи-
ческом режиме с использованием аналитической 
колонки, заполненной сорбентом Zorbax SB-C18 
4,6 х 150 мм с размером частиц 5 мкм. Длина вол-
ны детектирования 254 нм, температура термо-
стата колонки 25 ºС [14]. Обработку хроматогра-
фических данных производили с использованием  
программного обеспечения ChemStation.

Количественное содержание (%) фенольных 
соединений в исследуемых образцах определяли 
методом внешнего стандарта:

W
PA

 =              , 
S

1
 х m

0
 х Р

S
0

 х m

где W
PA 

– содержание  вещества в образце, %; 
S

1
 – среднее значение площади пика вещества, 

вычисленное из хроматограмм испытуемого рас-
твора, mAU х min; S

0
 – среднее значение площа-

ди пика вещества, вычисленное из хроматограмм 
стандартного раствора определяемого вещества, 
mAU х min; m

0
 – масса навески определяемого 

вещества, взятая для приготовления стандартно-
го раствора, г; m – масса навески исследуемого 
образца полифенольного комплекса, взятая для 
приготовления испытуемого раствора, г;  Р – чи-
стота  определяемого вещества (%).

Определение фенолокислот. Состав подвиж-
ной фазы: ацетонитрил – 5%-й раствор уксусной 
кислоты в соотношении 20 : 80. Для идентифи-
кации компонентов сравнивали время удержива-
ния на хроматограммах испытуемых растворов и 
стандартных образцов ванильной кислоты, хлоро-
геновой кислоты, кофейной кислоты, м-кумаро-

вой кислоты, 2,3-дигидроксибензойной кислоты, 
2,5-дигидрокси-1,4-бензолдиуксусной кислоты, 
бензойной кислоты, хинной кислоты, феруло-
вой кислоты, 2,5-дигидроксибензойной кислоты, 
3,5-дигидроксибензойной кислоты, 2,6-дигидро- 
ксибензойной кислоты, о-кумаровой кислоты, 
коричной кислоты. Для подтверждения достовер-
ности проведенной идентификации анализируе-
мых веществ использовали метод добавок. 

Определение кумаринов, флавоноидов и изо-
флавоноидов. Состав подвижной фазы: метанол – 
5%-й раствор уксусной кислоты в соотношении 40 
: 60. Для идентификации компонентов сравнивали 
время удерживания на хроматограммах испыту-
емых растворов и стандартных образцов онони-
на, 4,5,7-тригидроксиизофлавоноида (генистеин), 
биоханина, формононетина; рутина, кверцетина, 
лютеолина; достоверных образцов мирицетина, 
кумарина, эскулина, эскулетина, хаплоперозида 
А, изопсоралена, фраксетина, капенсина, обтуси-
нина, скиммина. Для подтверждения достоверно-
сти проведенной идентификации анализируемых 
веществ использовали метод добавок.

Определение иммуномодулирующей актив-
ности. В экспериментах использовали 200 сам-
цов мышей линий С57ВL/6 и BALB/C в возрасте 
8–12 нед, полученных из отдела эксперимен-
тальных биологических моделей НИИФиРМ  
им. Е.Д. Гольдберга. Перитонеальные макрофа-
ги (МФ) получали прилипанием к пластику кле-
ток перитонеального экссудата. Клетки куль-
тивировали при 37 °С в атмосфере с 5%-м СО

2
 

и абсолютной влажности (100%) в среде следу-
ющего состава: RPMI 1640 (Sigma, США) с до-
бавлением 10% ЭТС (Hyclone, США), 20 мМ  
HEPES (Sigma), 0,05 мМ 2-меркаптоэтанола 
(Sigma), 50 мкг/мл гентамицина (Sigma) и 2 мМ 
L-глютамина (Sigma). Функциональную актив-
ность клеток оценивали при культивировании 
клеток в 96-луночных планшетах в присутствии 
полифенольных комплексов в различных концен-
трациях; липополисахарида (ЛПС) E. coli (се-
ротип О111:В4, Sigma); конконавалин А (Кон А, 
Sigma) Продукцию оксида азота (NO) оценивали 
по содержанию нитритов в супернатантах при 
помощи реактива Грейса через 48 ч инкубации 
[15]. Активность аргиназы определяли по мето-
дике [16] в авторской модификации. Для этого в 
клеточном лизате замеряли концентрацию моче-
вины с помощью тест-системы «Мочевина-450» 
(«Био-ЛА-Тест», Чехия) согласно приложенному  
к тест-системе протоколу с использовани-
ем спектрофотометра (длина волны 540 нм). 
За единицу активности фермента принимали 
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количество аргиназы, катализирующей обра-
зование 1 мкМ мочевины в минуту. Пролифе-
рацию клеток оценивали колориметрическим 
методом, для чего за 4 ч до окончания куль-
тивирования спленоцитов в лунки с клетками 
вносили раствор MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma) в ко-
нечной концентрации 200 мкг/мл. Осадок раство-
ряли диметилсульфоксидом (Sigma). Абсорбцию 
полученных растворов замеряли при помощи 
многоканального спектрофотометра при длине 
волны 540 нм. Определение антителообразующих 
клеток (АОК) в селезенке проводили методом 
локального гемолиза. Титр антител в сыворотке 
крови оценивали в реакции гемагглютинации и 
выражали в логарифмической шкале с основани-
ем 2 (log2) [17]. Локальную реакцию гиперчув-
ствительности немедленного типа (ГНТ) оцени-
вали по методике [18] в авторской модификации. 
На 7-е сут после третьей иммунизации подкож-
ной инъекцией овальбумина (OVA) (Sigma) и ги-
дроокиси алюминия (Sigma) в подушечку задней 
лапы вводили OVA – опытная лапа, в контрлате-
ральную лапу (контрольную) – физиологический 
раствор (ФР). Местную воспалительную реакцию 
оценивали через 4 ч. Величину реакции оцени-
вали как разницу массы между контрольной и 
опытной лапой и выражали в миллиграммах.

Статистическая обработка результатов. 
Полученные в ходе исследования данные обра-
ботаны с помощью пакета статистических про-
грамм Statistica 6.0. Для каждой выборки вы-
числено среднее арифметическое (Х), ошибка 
среднего арифметического (m), среднее ариф-
метическое отклонение (σ). Проверка на нор-

мальность распределения проведена с помощью 
критерия Шапиро – Уилка. Использован метод 
однофакторного дисперсионного анализа и кри-
терий множественных сравнений Даннета для со-
поставления выборочных средних нескольких экс-
периментальных выборок с одной контрольной. 
Различия считали достоверными при р < 0,001.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Выход полифенольных комплексов трех видов 

ряски составил (4,7 ± 0,4)% (ряска малая (LM)); 
(3,3 ± 0,3)% (ряска тройчатая (LT)) и (12,8 ±  
0,7)% (ряска многокорневая (LP)).

Наибольшее количество фенолокислот содер-
жится в образце LP (10,76%), наименьшее – (5,27%) 
в образце LT (табл. 1). Основным компонентом 
фенолкарбоновой природы всех видов ряски явля-
ется 2,5-дигидрокси-1,4-бензоилдиуксусная кис- 
лота с наибольшим содержанием в ПФК LM, в 
которой помимо этой кислоты определены еще 11 
фенолкарбоновых кислот, но в меньшем количе-
стве. Содержание в LM хлорогеновой, 3,5-диги-
дроксибензойной, 2,6-дигидроксибензойной кис-
лот составляло 0,13–0,27%. Содержание других 
кислот не превышало 0,08%. Образец LP отли-
чался от двух других видов ряски по содержа-
нию ряда фенолкарбоновых кислот: 2,5-дигидро- 
ксибензойной (отсутствует во фракциях LM и 
LT); 2,6-дигидроксибензойной (LM – 0,17%; LT – 
0,05%); м-кумаровой (LM, LT – следовые количе-
ства). Содержание хлорогеновой и 3,5-дигидрок-
сикарбоновой кислот в 2 и 9,5 раз соответственно 
больше во фракциях LP, чем других видах ряски. 
Также ПФК LP отличались от LM и LT отсут-
ствием коричной, о-кумаровой, ванильной кислот.

Содержание фенолкарбоновых кислот в полифенольных комплексах ряски малой (LM), ряски тройчатой (LT)  
и ряски многокорневой (LP) в пересчете на массу ПФК, Х ± m, %

Показатель
Вид ряски

LP LT LM

2,5-дигидрокси-1,4-бензолдиуксусная кислота 7,30 ± 0,29 4,81 ± 0,25 8,72 ± 0,27

Хлорогеновая кислота 0,61 ± 0,04 0,24 ± 0,02 0,27 ± 0,02

3,5-дигидроксибензойная кислота 0,30 ± 0,02 0,12 ± 0,01 0,13 ± 0,01

Кофеиновая кислота 0,09 ± 0,03 0,04 ± 0,002 0,030 ± 0,002

Ванильная кислота – 0,01 ± 0,001 0,03 ± 0,002

2,5-дигидроксибензойная кислота 1,28 ± 0,07 – –

2,6-дигидроксибензойная кислота 0,89 ± 0,05 0,02 ± 0,001 –

2,3-дигидроксибензойная кислота 0,03 ± 0,0002 0,002 ± 0,0001 0,008 ± 0,0005

Хинная кислота – – –

Феруловая кислота 0,006 ± 0,0003 0,001 ± 0,0001 –

м-Кумаровая кислота 0,19 ± 0,00007 0,0007 ± 0,00002 0,0009 ± 0,00003

Т а б л и ц а  1
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О к о н ч а н и е  т а б л.  1

Исследуемые виды  ряски отличаются между 
собой как по качественному, так и по количествен-
ному составу кумаринов, флавоноидов и изофла-

воноидов (табл. 2). Так, к мажорным компонентам 
LM относятся хаплоперозид А и ýскулин, LT – 
ýскулин и ýскулетин, LP – ýскулин и фраксетин. 

В образце LM установлено наличие кумари-
нов: хаплоперозида А (t

R
 = 3,53 мин) с содержа-

нием 1,70%; ýскулина (t
R 
= 4,23 мин) с содержа-

нием 1,31%; ýскулетина (t
R 
= 5,17 мин) – 0,46%; 

фраксетина (t
R 

= 5,52 мин) – 0,21%; обтусини- 
на (t

R 
= 10,89 мин) – 0,008%; кумарина (t

R 
=  

13,07 мин) – 0,034%. В образце LT установлено на-
личие кумаринов: хаплоперозида А (t

R 
= 3,55 мин)  

с содержанием 0,27%; ýскулина (t
R 
= 4,24 мин) с 

содержанием 1,58%; ýскулетина (t
R 
= 5,19 мин) –  

0,27%; фраксетина (t
R 
= 5,58 мин) – 0,13%; ку-

марина (t
R 
= 13,03 мин) – 0,033%; флавоноидов: 

рутина (t
R 
= 9,99 мин) – 0,031%; мирицетина (t

R 
= 

13,78 мин) – 0,011 %; изофлавоноидов: ононина 
(t

R 
= 16,39 мин) – 0,002%. В образце LP установ-

лено наличие кумаринов: хаплоперозида А (t
R 
= 

3,54 мин)  с содержанием 0,80%; ýскулина (t
R 
= 

4,22 мин) – 2,40%; ýскулетина (t
R 
= 5,15 мин) – 

0,70%; фраксетина (t
R 
= 5,49 мин) – 9,9%; кума-

рина (t
R 
= 12,99 мин) – 0,80%; изофлавоноидов: 

ононина (t
R 
= 16,36 мин) – 0,1%.

Иммунотропные свойства полифенольных 
комплексов, выделенных из ряски малой, ряски 
тройчатой и ряски многокорневой, оценивали по 
их способности влиять на пролиферацию раз-
личных клеток системы иммунитета, продукцию 
ими оксида азота, метаболизм аргинина, а также 
клеточное и гуморальное звено иммунитета. По-
лифенольные комплексы, выделенные из данных 
видов ряски, не влияли на пролиферацию кле-
ток лимфоцитарного звена иммунной системы 
(табл. 3). Уровень пролиферации не изменялся 
по сравнению с интактным контролем, но во 
всех использованных концентрациях был ниже 
в 1,4–1,9 раза (LM), 1,4–1,9 раза (LT) и 1,5–2,2 
раза (LP), чем при совместном культивирова-
нии со стандартным активатором спленоцитов  
Кон А (контроль 2). 

Бюллетень сибирской медицины. 2017; 16  (3):  5–15

Показатель
Вид ряски

LP LT LM

о-Кумаровая кислота – 0,005 ± 0,0003 0,005 ± 0,0003

Бензойная кислота 0,06 0,02 ± 0,001 0,02 ± 0,001

Коричная кислота – 0,003 ± 0,0002 0,002 ± 0,0001

Содержание кумаринов, флавоноидов и изофлавоноидов в полифенольных комплексах ряски малой (LM),  
ряски тройчатой (LT) и ряски многокорневой (LP) в пересчете на массу ПФК, Х ± m, %

Показатель
Вид ряски

LP LT LM

Кумарины:

хаплоперозид А 0,80 ± 0,05 0,27 ± 0,02 1,70 ± 0,09

ýскулин 2,4 ± 0,16 1,58 ± 0,12 1,31 ± 0,07

ýскулетин 0,7 ± 0,04 0,27 ± 0,02 0,46 ± 0,04

фраксетин 9,9 ± 0,71 0,13 ± 0,01 0,21 ± 0,02

обтусинин – – 0,008 ± 0,0005

кумарин 0,8 ± 0,05 0,033 ± 0,002 0,034 ± 0,002

изопсорален – – –

Флавоноиды:

рутин – 0,031 ± 0,002 –

мирицетин – 0,011 ± 0,001 –

кверцетин – – –

Изофлавоноиды:

ононин 0,1 ± 0,01 0,002 ± 0,0001 –

генистеин – – –

биоханин – – –

Т а б л и ц а  2 
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Т а б л и ц а  3

Влияние различных концентраций ПФК ряски малой 
(LM), ряски тройчатой (LT) и ряски многокорневой (LP) 
на пролиферацию спленоцитов интактных мышей линии 

C57/BL6, n = 8, X ± m

Показатель
Концен-
трация,  
мкг/мл

Пролифе-
рация, у.е. 
оптической 
плотности

р

Интактный  
контроль 1 
(среда)

– 154,8 ± 13,58 –

Стимулирован-
ный контроль 2 
(Кон А)

4 266,3 ± 15,14 < 0,001*

LM

0,5 166,3 ± 8,64 < 0,001•
5 159,3 ± 4,52 < 0,001•
10 187,5 ± 34,47 = 0,004•
20 167,0 ± 8,89 < 0,001•
80 142,8 ± 6,79 < 0,001•
160 170,8 ± 42,91 < 0,001•

LT

0,5 141,0 ± 4,97 < 0,001•
5 137,0 ± 6,96 < 0,001•
10 160,8 ± 1,70 < 0,001•
20 185,4 ± 11,68 < 0,001•
80 174,0 ± 6,52 < 0,001•
160 152,4 ± 4,26 < 0,001•

LP

0,5 178,8 ± 18,03 < 0,001•
5 168,5 ± 11,44 < 0,001•
10 156,8 ± 11,88 < 0,001•
20 133,3 ± 4,07 < 0,001•
80 122,3 ± 3,82 < 0,001•
160 131,8 ± 5,86 < 0,001•

* различия показателя с контролем; • различия показателя 
с контролем 2 (здесь и в табл. 4, 5).

LM, LT в концентрации 5 мкг/мл и LP во всех 
используемых концентрациях также не оказыва-
ли токсического действия на антигенпрезенти-
рующие клетки (табл. 4). Однако пролиферация 
МФ снижалась в 1,2 раза при инкубации с LT, 
начиная с концентрации 20 мкг/мл, а в концен-
трации 80 мкг/мл в 1,2 (LM) и 1,8 раза (LT). 

ПФК, выделенные из всех изучаемых расте-
ний, оказывали умеренное стимулирующее дей-
ствие на секреторные свойства макрофагов. 
Наиболее выраженный эффект, находящийся  
в обратной зависимости от концентрации ПФК  
в культуре клеток, был выявлен при инкубации 
МФ с LT: концентрация нитритов снижалась с 9,2 
± 0,24 (5 мкг/мл) и 3,6 ± 0,13 (20 мкг/мл) до прак-
тически контрольных значений 2,1 ± 0,03 мкМ  
(80 мкг/мл). LM и LP оказывали стимулирующее 
действие в концентрациях 5 и 20 мкг/мл, усили-
вая продукцию нитритов в 1,3–1,6 раза, но при-
менение в концентрации 80 мкг/мл приводило к 

снижению показателя относительно интактного 
контроля в 1,8 (LP) и 2,6 раза (LM). Следует от-
метить, что NO-активирующее действие изучае-
мых ПФК во всех используемых концентрациях 
было ниже, чем при стимуляции стандартным ак-
тиватором макрофагов ЛПС.

Т а б л и ц а  4

Влияние различных концентраций ПФК ряски малой 
(LM), ряски тройчатой (LT) и ряски многокорневой (LP) 

на пролиферацию перитонеальных макрофагов  
интактных мышей линии C57/BL6  

и продукцию ими оксида азота, n = 8, X ± m

Исследуемое 
вещество

Концен-
трация, 
мкг/мл

Пролиферация, 
у.е. оптической 

плотности

Концентра-
ция нитри-
тов, мкМ

Интактный 
контроль 1 
(МФ + среда)

- 305,0 ± 22,05 2,3 ± 0,04

Стимулирован-
ный контроль 
2 (МФ + ЛПС)

1 341,5 ± 10,22
24,2 ± 0,36
*р < 0,0001

LM 

5 298,5 ± 9,26
3,1 ± 0,13
*р = 0,004
•р < 0,001

20 331,5 ± 8,42
3,6 ± 0,22
*р < 0,001
•р < 0,001

80
248,8 ± 2,02
*р = 0,002
•р = 0,002

0,8±0,03
*р < 0,001
•р < 0,001

LT 

5 332,3 ± 15,78
9,2 ± 0,24
*р < 0,001
•р < 0,001

20
239,8 ± 26,15
*р < 0,001
•р < 0,001

3,6±0,13
*р < 0,001
•р < 0,001

80
165,8 ± 15,90
*р < 0,001
•р < 0,001

2,1 ± 0,03
•р < 0,001

LP 

5 333,5 ± 21,46
3,3 ± 0,10
*р = 0,002
•р < 0,001

20 362,3 ± 14,30
3,2 ± 0,16
*р = 0,004
•р < 0,001

80 307,8 ± 15,02
1,3 ± 0,23
*р < 0,001
•р < 0,001

Полученные данные позволили предположить, 
что фенольные соединения исследованных расте-
ний способны оказывать влияние на антигенпре-
зентирующие клетки посредством активации 
одного из путей утилизации L-аргинина: через 
NO-синтазу, приводя к потенцированию класси-
чески активированных МФ либо через аргиназу  
(альтернативно активированных) [19, 20]. В связи 
с этим было изучено действие ПФК на продук-
цию оксида азота (М1) и активность аргиназы 

Bulletin of Siberian Medicine. 2017; 16  (3):  5–15
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(М2) перитонеальных макрофагов мышей линии 
C57/BL6. В качестве контроля был использован 
стандартный активатор макрофагов М1 – липо-
полисахарид  E. coli.

При изучении влияния ПФК на метаболизм ар-
гинина перитонеальными макрофагами были по-
лучены неоднозначные результаты. Как видно из 
табл. 5, культивирование макрофагов с ЛПС приво-
дило к увеличению продукции оксида азота в 40,5 
раз с (1,91 ± 0,08) в контроле до (77,45 ± 0,67) мкМ.  
Активность аргиназы при этом снижалась в 3,1 
раза с (69,5 ± 1,9) до (22,5 ± 1,8) ЕА. Концентра-
ция нитритов относительно спонтанной продукции 
в разной степени увеличивалась при инкубации 
со всеми изучаемыми веществами, не превышая 
значения ЛПС-стимулированного контроля. При 
этом ПФК не оказывали влияния на спонтанную 
активность аргиназы, значительно превышая зна-
чения показателя при инкубации с ЛПС.

Т а б л и ц а 5 

Влияние различных концентраций ПФК на метаболизм  
аргинина перитонеальными макрофагами интактных  

мышей линии C57/BL6,  n = 8, X ± m

Исследуемое 
вещество

Концен-
трация, 
мкг/мл

Концентрация 
нитритов, 

мкМ

Активность 
аргиназы, ЕА

Среда  
(контроль 1) 

– 1,91 ± 0,08 69,5 ± 1,9

ЛПС  
(контроль 2)

1
77,45 ± 0,67
*р < 0,001

22,5 ± 1,8
*р < 0,001

LM 5
3,10 ± 0,18
*р <  0,005
•р < 0,001

74,6 ± 1,5
•р < 0,001

LT 5
14,28 ± 0,31
*р < 0,001
•р < 0,001

70,2 ± 1,7
•р < 0,001

LP 5
2,35 ± 0,11
*р < 0,001
•р < 0,001

74,2 ± 1,2
•р < 0,001

Влияние исследуемых веществ на гуморальное 
звено Th1-зависимого иммунного ответа оцени-
вали по количеству АОК и их функциональной 
активности, а именно продукции гемагглютини-
нов. Показано, что курсовое введение ПФК ря-
ски тройчатой и ряски многокорневой приводило 
к достоверному снижению числа АОК в 1,5 и 2,3 
раза (табл. 6). ПФК ряски малой не влияют на 
антителообразование. Изменений синтеза анти-
тел, вырабатываемых В-лимфоцитами в ответ на 
эритроциты барана, не выявлено.

Влияние ПФК на Th2-зависимый иммунный 
ответ изучали в локальной реакции гиперчувстви-
тельности немедленного типа. Для этого трижды 
иммунизированным овальбумином мышам линии 

BALB/c вводили инъекции изучаемых веществ в 
течение 10 сут, но за 10 сут до индукции мест-
ной реакции. Введение в подушечку лапы анти-
гена (овальбумина) проводили на 7-е сут после 
последней иммунизации. 

Т а б л и ц а  6  

Влияние курсового введения ПФК ряски малой (LM), 
ряски тройчатой (LT) и ряски многокорневой (LP)  
на количество антителообразующих клеток и титр  

синтезируемых ими гемагглютининов у мышей C57/BL6, 
иммунизированных эритроцитами барана, n = 7, X ± m

Исследуемое 
вещество

Концентра-
ция, мг/кг

Число 
АОК, тыс./
селез¸нку

Титр  
гемагглю-
тининов, 

log
2
Т

Физраствор 
(контроль)

– 36,4 ± 3,0 3,5 ± 0,8

Ликопид 2
102,3 ± 14,8
*р < 0,002

5,2 ± 0,6

LM 5
48,8 ± 3,9
•р < 0,014

4,2 ± 0,4

LT 5
23,6 ± 4,4
*р < 0,004
•р < 0,002

4,5 ± 0,5

LP 5
15,5 ± 4,8
*р < 0,001
•р < 0,001

4,6 ± 0,4

* различия показателя с физраствором;  • различия показа-
теля с ликопидом.

Т а б л и ц а  7 

Влияние курсового введения ПФК ряски малой (LM), 
ряски тройчатой (LT) и ряски многокорневой (LP)  
на локальную гиперчувствительность немедленного 

типа иммунизированных овальбумином мышей линии 
BАLB/C, n = 10, X ± m

Исследуемое 
вещество

Концен-
трация, 
мг/кг

Величина 
реакции,  мг

р

Физраствор 
(контроль)

– 85,70 ± 0,53 –

LM 5 72,90 ± 4,93 –

LT 5 45,90 ± 7,38 * р < 0,001

LP 5 58,20 ± 7,38 * р < 0,009

* различия показателя с контролем. 

Как видно из табл. 7, курсовое введение ФС 
ряски тройчатой и ряски многокорневой приво-
дило к достоверному уменьшению величины ре-
акции в 1,9 и 1,5 раза соответственно. ПФК ряски 
малой не влияли на показатель.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые проведено сравнительное исследование 

качественного состава и количественного содер-
жания фенолкарбоновых кислот, кумаринов, фла-
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воноидов, изофлавоноидов трех видов ряски. Ос-
новным компонентом фенолкарбоновой природы 
всех видов ряски является 2,5-дигидрокси-1,4-бен-
золдиуксусная кислота с наибольшим содержани-
ем в ПФК ряски малой (LM), в которой помимо 
этой кислоты определены еще 11 фенолкарбоно-
вых кислот, но в меньшем количестве. Мажорные 
компоненты флавоноидной структуры ПФК ряски 
малой – хаплоперозид А и эскулин, ПФК ряски 
тройчатой – эскулин и эскулетин, ПФК ряски мно-
гокорневой – эскулин и фраксетин.

ПФК, выделенные из ряски малой, ряски трой-
чатой и ряски многокорневой, обладают низкой 
цитотоксичностью по отношению к клеткам лим-
фоидной природы, но в высоких концентрациях 
снижают пролиферативные свойства клеток моно-
цитарно-макрофагального ряда. Выявленная цито-
токсичность обусловливает снижение продукции 
нитритов антигенпрезентрующими клетками. Кур-
совое введение ФС приводило к угнетению Th1- и 
усилению Th2-зависимых иммунных реакций. По-
лученные данные доказывают наличие у изученных 
ФС иммуномодулирующих свойств и позволяют 
рассматривать их в качестве перспективных лекар-
ственных субстанций для профилактики и терапии 
хронических воспалительных заболеваний. 
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ABSTRACT

The purpose of the study is to determine the composition of the phenolic compounds of ethanol extracts 
isolated from three species of duckweed: Lemna minor L., Lemna trisulca L. and Lemna polyrrhiza L. (the 
synonym is Spirodella polyrrhiza Schleid.) and to study its effect on immune system activation.

Materials and methods. The objects of the study are: air-dried grass samples of Lemna minor L., Lemna 
trisuica L. and Lemna polyrrhiza L. collected during their growing season in 2010–2011 in low-flow and 
stagnant ponds of Kozhevnikovsky and Tomsk districts of Tomsk region. Isolation of polyphenolic complexes 
(PFC) was carried out by extraction of air-dried raw material with ethyl alcohol. In qualitative and quantitative 
analysis of the samples studied the method of reversed-phase high-performance liquid chromatography on an 
Agilent 1100 Series instrument (USA) was used in isocratic mode. In the experiments, 200 male C57BL / 6 and 
BALB / C mice aged 8–12 weeks were used to determine immunomodulatory activity. Cell proliferation was 
assessed by a colorimetric method. The absorption of the obtained solutions was measured with a multi-channel 
spectrophotometer at the wavelength of 540 nm. The determination of antibody-forming cells in the spleen was 
performed by local hemolysis. The titer of antibodies in serum was evaluated in the hemagglutination reaction. 
The local hypersensitivity reaction of immediate type was assessed by the author’s modification.

Results. For the first time the study of the qualitative composition and quantitative content of PFC of 
Lemna minor L. (LM) , Lemna trisulca L. (LT) trisulkas, and Lemna polyrrhiza L. (LP) : (4,7 ± 0,4)%, 
(3,3 ± 0,3)%, (12,8 ± 0,7)% was carried out. The highest content of phenolic acids (10,76%) and the sum of 
flavonoids, isoflavonoids and coumarins (14,7%) were found in the LP sample. The content of chlorogenic and 
3,5-dihydroxybenzoic acids was 2–9 times higher in LP than in other species of duckweed. In LM and LT 
with concentrations of 5 μg/ml and LP in the range of 0,5–160 μg/ml did not have a toxic effect on antigen 
presenting cells. When incubated with LT (20 μg/ml), the proliferation of macrophages was reduced by 1,2 
times, and when incubated with LM and LT (80 μg/ml), by 1,2 and 1,8 times, respectively. PFC duckweed 
(LP) did not have a similar effect. LM and LP had a stimulating effect on the production of nitrites in the 
concentrations of 5 and 20 μg/ml, increasing it by 1,3–1,6 times. Course introduction of LT and LP led to a 
significant decrease in the number of antibody-forming cells by 1,5 and 2,3 times and a decrease in the local 
hypersensitivity reaction by 1,9 and 1,5 times, respectively.

Key words: polyphenol complex, duckweed, Lemna, nitric oxide, macrophages, Th-2.
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